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RESUMEN

El sistema nervioso central es una red compleja de conexiones sinapticas que
cumplen diversas funciones motoras, cognitivas y sensoriales en un individuo. Las
lesiones en este sistema son particularmente dificiles de tratar debido a la poca
capacidad de regeneracion intrinseca del tejido. La aplicaciébn de principios de
ingenieria de tejidos junto con el disefio de biomateriales con caracteristicas fisicas
y quimicas especificas para el sistema ha proveido efectos que permitan modular
el microambiente reactivo de la lesion. Este proyecto propuso el desarrollo de un
biomaterial tipo hidrogel, que, cumpliendo los requerimientos biologicos del sistema,
pueda servir como soporte para la microglia durante los procesos de regeneracion.
Los componentes de este biomaterial se definieron a través de una revision
sistematica, que permiti6 establecer una combinacion de Oxidos de grafeno,
coldgeno y quitosano. A partir de esta seleccion, se procedié a realizar el
planteamiento de 2 disefios experimentales que permitiera evaluar los diferentes
tratamientos aplicados, y a través de una serie de caracterizaciones morfologicas y
topograficas por medio de microscopia electronica de barrido, fisicas como lo son
el porcentaje de hinchamiento y pruebas reolégicas y evaluaciones de composicion
por medio de espectrofotometria infrarroja por transformada de Fourier. Estas
caracterizaciones permitieron la construccidon de un andlisis de superficie de
respuesta que permitio identificar a la muestra M3Col2 como el biomaterial con la
composicién con las mejores caracteristicas para servir como soporte para la
microglia en procesos de regeneracion nerviosa.

Palabras clave: Quitosano, 6xidos de grafeno, colageno, regeneracion, microglia,
biomaterial, hidrogel.
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ABSTRACT

The central nervous system is a complex network of synaptic connections that is
responsible for individuals’ motor, cognitive, and sensory functioning. Injuries
caused to this system are particularly difficult to manage and treat due to its tissues'
weak capacity to regenerate. The employment of tissue engineering principles in
conjunction with the development of biomaterials with special physical and chemical
properties for the system provided results that enabled the regulation of lesions’
reactive microenvironment. This project aimed to develop a hydrogel-type
biomaterial that could assist microglia during regeneration processes, considering
the biological requirements of the system. The components of this biomaterial were
selected through a systematic inspection, which helped determine the combination
of graphene oxides, collagen, and chitosan. After this, we proceeded to devise the
structure of two experimental designs that facilitated evaluating the application of
different treatments. Through a series of morphological and topographic
characterizations, which were realized through scanning electron microscopy,
rheological evaluations, physical evaluations such as the swelling percentage of the
material, and composition analysis through EDX and FTIR, a response surface
analysis was constructed, that identified M3Col2 as the biomaterial with a
composition that demonstrated the best characteristics to support the microglia in
nerve regeneration processes.

Keywords: Chitosan, graphene oxide, collagen, regeneration, microglia,
biomaterial, hydrogel.
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INTRODUCCION

A nivel mundial, las lesiones de médula espinal se consideran un problema de salud
publica debido a su alta mortalidad y morbilidad. Estas lesiones pueden llegar a
causar dafos temporales o permanentes en las funciones sensoriales y motoras del
paciente, y se asocian de forma frecuente a traumas de origenes intencionales o no
(Giraldo et al., 2021).

El sistema nervioso central es una red compleja de células que se encarga de
controlar y dirigir las funciones cognitivas, sensoriales y motoras de los individuos.
La complejidad de este sistema, junto a su poca capacidad de regeneracion hace
qgue los diferentes desérdenes o lesiones presentadas se vean limitados en las
posibilidades de tratamientos relacionados y dirigidos al manejo y cura de los
mismos. La mayoria de estos desordenes son irreversibles y causan muerte celular
que, a largos plazos, pueden afectar las funciones del SNC(Assuncéo-Silva et al.,
2015).

Hasta el momento se han desarrollado diferentes avances en nanotecnologia e
ingenieria de tejidos que pueden llegar a promover la regeneracion neural y
funcional de manera exitosa. El aplicar principios de la ingenieria de tejidos con
materiales disefiados especificamente para promover la regeneracion y la
biocompatibilidad con el sistema al que ser& introducido, permite modular el
microambiente al que sera ingresado y de esta manera promover la reparacion y el
crecimiento celular (Hsu & Chen, 2018; Tsui et al., 2019). Para lograr este fin,
diversos tipos de andamios, como los hidrogeles, polimeros soélidos porosos,
materiales fibrosos y descelularizados se han usado en estos avances con fines
terapéuticos en la ingenieria de tejido para el CNS. De estas formas de materiales
previamente mencionadas, los hidrogeles presentan la capacidad de mimetizar las
propiedades mecanicas del sistema nervioso y facilitar la transferencia efectiva de
nutrientes y gases gracias a su porosidad y su naturaleza hidratada (A. R. Murphy
et al., 2017).

Con el fin de proponer nuevas alternativas en el desarrollo de biomateriales que
puedan superar las barreras fisicas y biolégicas que se han presentado hasta el
momento en los diferentes acercamientos clinicos, este proyecto se baso6 en la
obtencion de un biomaterial tipo hidrogel que pueda servir como soporte de la linea
celular microglia, precursora del SNC y encargada de la respuesta inmune del
sistema nervioso, mediante una revision sistematica que permitiera identificar los
componentes del material, un disefio experimental y el posterior analisis de las
caracteristicas fisicas, morfolégicas y quimicas del material propuesto.
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CAPITULOS

1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El sistema nervioso (junto al sistema endocrino y al sistema inmunitario) es uno de
los 3 sistemas encargados de coordinar las funciones del cuerpo humano. En
especifico, este sistema recibe informaciéon del mundo exterior y de los érganos
internos, para asi determinar las respuestas adecuadas a los cambios que se den
es estos dos ambitos. El sistema nervioso se divide en Sistema Nervioso Central
(SNC) y Sistema Nervioso Periférico (SNP) (Esteves et al., 2020).

El SNC -compuesto por el encéfalo, la médula espinal y la retina- presenta una
capacidad limitada para su regeneracion espontanea tras sufrir de una lesion, que
junto con una variedad reducida de estrategias para promover el proceso
regenerativo, hace que las opciones de tratamiento para pacientes con lesiones o
enfermedades del SNC sean escasas (Tsui et al., 2019). Parte de estas limitaciones
surgen por el gran nimero de mecanismos que estan asociados a las lesiones del
SNC, como la necrosis y apoptosis (de neuronas, oligodendrocitos y astrocitos),
desmielinizacién, excitotoxicidad, isquemia, dafios oxidativos, inflamacién, entre
otros (Weidner et al., 2017). Sumado a esto, hay una ausencia notable de factores
promotores de crecimiento axonal y una presencia prolongada de moléculas
inhibidoras de estos factores (asociados a la activacion de la microglia y la
formacién de la cicatriz glial) (Sabelstrém et al., 2013).

Las lesiones del cerebro y médula espinal adquieren dia a dia importancia a nivel
mundial, tanto econdmica como socialmente: se calcula que este tipo de lesiones
tiene una incidencia mundial anual que oscila entre los 40 y 80 casos por cada millon
de habitantes (National Spinal Cord Injury Statistical Center, 2017). La mayoria de
estos casos se encuentran asociados a accidentes automovilisticos, caidas y
lesiones relacionadas a deportes o violencia (Ahuja et al., 2017).

En Colombia segun los reportes de ciudades como Cali y Medellin, la epidemiologia
de traumatismo raquimedular (TRM) es un problema social que, a pesar de poder
presentarse en individuos de cualquier edad, afecta en su mayoria a la poblacién
joven con un promedio de edad de 28 afios, del cual entre el 80 y 90% son hombres,
y sus principales causas son las lesiones derivadas por armas de fuego y accidentes
de transito (Burbano-Lopez & Sanchez, 2017). Hasta el momento, el TRM genera
enormes costos médicos, psicosociales y econdmicos, y tiene un impacto directo
sobre el individuo, la familia de este y la sociedad (Chiu et al., 2010). Segun el
estudio realizado en el Hospital Pablo Tobdn Uribe de Medellin, entre las historias
clinicas revisadas de los pacientes admitidos con traumas raquimedulares entre
enero de 2005 y diciembre de 2010, se pudo establecer que el Hospital recibié 68
casos de TRM, con una frecuencia de 12 casos por cada 1000 pacientes admitidos
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en UCI. Se pudo observar también que hubo una mortalidad hospitalaria del 21%
(Carvajal et al., 2015).

Las lesiones medulares se definen como el dafio que se ocasiona en la médula
espinal que puede causar cambios temporales o permanentes sobre su funcion.
Estas lesiones pueden dividirse en etiologias traumaticas y no traumaticas (Ahuja
et al., 2017). Los dafios causados asociados a este tipo de lesiones se caracterizan
por: muerte celular, pérdida axonal, degradacion de mielina, activacion de las
células del sistema inmune e interrupcion de los suministros de sangre de la barrera
hemética de la médula. Los primeros dafios provocados por esas lesiones tienden
a ser mecanicos, pero con el paso del tiempo, una cascada de eventos secundarios
da pie a dafios como: inflamacion, hemorragias, edemas, produccion de especies
reactivas de oxigeno y excitotoxicidad (Kroner & Rosas Almanza, 2019).

La obtencién de estrategias terapéuticas exitosas para el tratamiento de este tipo
de lesiones y traumas se ve obstaculizado por factores bioldgicos y tecnoldgicos. A
nivel biol6gico, todos los mecanismos de inflamacién activados cuando sucede una
lesion generan un ambiente hostil debido a la naturaleza téxica de la misma, existe
un desequilibrio de su microambiente en el que hay un aumento de factores de
inhibicion de la regeneracion y una disminucion de los factores promotores de
crecimiento de tejidos, células y otras moléculas (Fan et al., 2018). (Fan et al.,
2018)Esta respuesta se encuentra directamente ligada a la microglia, que es la linea
celular encargada de la respuesta inmune del SNC y cuya activacién se da por
cambios bruscos o amenazas dentro del sistema (Gomes-Leal, 2012). La microglia
posee roles vitales en el establecimiento y mantenimiento del funcionamiento del
sistema nervioso y es capaz de determinar el curso de las neuronas tras una lesion
(Tsui et al., 2019).

A nivel tecnoldégico, las terapias hasta ahora existentes presentan restricciones en
sus disefios. Se han desarrollado multiples terapias con biomateriales para
promover la regeneraciébn axonal, entre los acercamientos mas exitosos se
encuentran: modelos de nanoparticulas e hidrogeles de colageno, laminina y acido
poliglicolico (PLGA) para apoyar el crecimiento de las conexiones neurales
preexistentes (Hlavac et al., 2020; Koss & Unsworth, 2016). Dentro de estos
biomateriales, se ha considerado el desarrollo de hidrogeles, que se definen como
una red de polimeros tridimensionales que contienen altos porcentajes de agua. Se
caracterizan por tener una porosidad, tamafio de poro y geometria que puede ser
modificada durante la sintesis del hidrogel, estas caracteristicas de porosidad les
permite albergar biomoléculas, farmacos e incluso células que pueden ser
empleados para estrategias terapéuticas (Vijay Kumar Thakur, 2018).

Existe un gran interés en el desarrollo de hidrogeles para la regeneracion del SNC,
ya que este tipo de biomaterial es capaz de simular las propiedades quimicas,
fisicas y mecanicas de la matriz extracelular (MEC) que permiten la adhesién,
proliferacion y diferenciacién de las células (Tam et al., 2014). Sin embargo, el
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disefio de estructuras capaces de simular estas caracteristicas se ve afectado por
las técnicas de biofabricacion existentes y accesibles en el momento. Los métodos
convencionales existentes para el cultivo de células para la generacion de tejidos
artificiales son realizados usualmente en ambientes 2D, y en consecuencia la
estructura del tejido a formar se ve limitado dado que adopta una estructura planar
gue es diferente a las estructuras 3D complejas presentes en los tejidos de los seres
vivos (Hsu & Chen, 2018). Las estructuras neurales poseen dinamicas complicadas
dado que las células presentes en el SNC requieren geometrias especificas y
presentan una alta sensibilidad al revestimiento de la superficie con la que
interactdan (Sun & Gao, 2012; Wongsarnpigoon & Grill, 2012).

Dada la necesidad de crear técnicas que permitan obtener estructuras en 3D
adaptables a las diferentes lineas celulares componentes del SNC, y los resultados
favorables en estudios comparativos entre el crecimiento de cultivos celulares en
ambientes 2D y 3D, se han empezado a explorar técnicas de bioimpresion 3D que
hasta el momento han tenido resultados exitosos, mostrando crecimientos de
dendritas superiores a los crecimientos observados en cultivos planos 2D. Para
poder avanzar en estas técnicas, es necesario que la biotinta a imprimir tenga la
capacidad de mantener las células vivas, activas y adheridas a la tinta, y que esta
sea imprimible. Asi mismo, esta tinta debe tener una resistencia mecanica que le
permita mantener su forma luego de ser impresa (Hsu & Chen, 2018). Estos
materiales también deben superar las barreras que hay en el control de sus
propiedades fisicas, como tamafio de los poros, cuando se desarrollan en escalas
micro y nanométricas, que dificultan las cinéticas de gelificacién del material (Darling
et al., 2016; Hsieh et al., 2015).

Las traslaciones clinicas de estas terapias desarrolladas han demostrado
limitaciones en términos de biocompatibilidad debido a la activacién de la microglia
como consecuencia del no reconocimiento de los materiales empleados en los
procedimientos(Assuncao-Silva et al., 2015; Aurand et al., 2012). Esto hace que la
eficacia de las nuevas estrategias se vea comprometida por las limitaciones
impuestas por el sistema inmune cuando no se toma en cuenta sus
comportamientos en el microambiente en el que el material sera introducido, asi
como los mismos requerimientos biolégicos del sistema en términos de morfologia,
superficie y geometria (Hsu & Chen, 2018).

Los estudios existentes se han enfocado en otras lineas celulares que se han
llegado a considerar mas relevantes para la regeneracion del sistema nervioso,
como los astrocitos y oligodendrocitos(Tsui et al., 2019), sin tener en cuenta la
multifuncionalidad de esta linea celular, que juega un rol importante en el
establecimiento de la funcionalidad del SNC y su papel en la atenuacion de la
respuesta inflamatoria (Tsui et al., 2019). Es por ello por lo que se considera como
situacion problema que el disefio de los biomateriales tipo hidrogel para la
regeneracion del sistema nervioso no contemple los requerimientos necesarios de
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la microglia y su interaccién con los componentes y morfologia del biomaterial
planteado.

Figura 1
Arbol del problema
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2. OBJETIVOS

2.1.Objetivo general

Disefiar un biomaterial tipo hidrogel con potencial aplicacion en el desarrollo de
biotintas adaptadas a la microglia.

2.2.0bjetivos especificos

e Establecer las condiciones de sintesis y obtencién del biomaterial tipo
hidrogel que cumpla con los requisitos fisicos y de interaccién de la microglia
determinados en el disefio conceptual del biomaterial.

e Obtener el biomaterial tipo hidrogel bajo el disefio experimental establecido
como criterio de disefo detallado.

e Evaluar el disefio detallado del hidrogel mediante pruebas fisicas,
morfologicas, topogréficas, de hinchamiento y composicion del hidrogel.
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3. JUSTIFICACION

El propésito de este trabajo de grado en opcion de producto es el disefio de un
biomaterial con potencial aplicacion en terapias de regeneracion en SN
considerando los requerimientos biologicos de la microglia, que, como indica en el
titulo, pretende brindar un disefio que tenga aplicaciones en la impresion 3D y pueda
aportar en las condiciones de sintesis, obtencién y fabricacién de estos materiales
con fines regenerativos teniendo en cuenta las condiciones especificas de la linea
celular de la microglia, responsable de la falla de previos acercamientos con este
tipo de terapias en el momento de la traslacion clinica.

Actualmente los biomateriales son componentes clave para las aplicaciones de
medicina regenerativa e ingenieria de tejidos, y su éxito depende de la capacidad
gue tenga el material disefiado para soportar y guiar el crecimiento de las células
durante los procesos de sanacion y remodelacion del tejido (Rahmati et al., 2018).
Estos biomateriales deben contar con caracteristicas especificas que le permitan
recrear los aspectos del tejido sano y que soporten los procesos de crecimiento y
guia celular, por lo que el disefio de este debe tener en cuenta todos los procesos
a los que el biomaterial sera sometido y de esta manera evaluar las caracteristicas
fisicas y mecanicas de este (Aurand et al., 2012).

Sin embargo, el obtener terapias exitosas se ha dificultado por la complejidad que
presenta el Sistema Nervioso (Reemst et al., 2016). Una de las causas de estas
fallas es la poca consideracién que se tiene de la microglia dentro del proceso neuro
inflamatorio, y su interaccién con el biomaterial(Tsui et al., 2019). Dentro de los
estudios propuestos por Leung et al.,, y Li et al., se demostré6 que el uso de
hidrogeles activa la microglia, pero no produce apoptosis en el cuerpo estriado, lo
gue se considera beneficioso en términos de biocompatibilidad (Li et al., 2016). No
obstante, estos biomateriales presentan limitaciones en sus aplicaciones in vivo,
puesto que su composicion y caracteristicas topograficas no son pensadas en
relacion con el ambiente citotdéxico en el que son introducidos y hace que sean
reconocidos como cuerpos extrafios, lo que aumenta la adhesion de la microglia y,
por ende, la respuesta de incompatibilidad con el sistema (Hsieh et al., 2015).

El presente trabajo se encuentra enmarcado en el foco misional de tecnologias para
la salud de entes biol6gicos del programa de Bioingenieria de la Universidad El
Bosque. Este foco misional se centra en el desarrollo de tecnologias que permitan
solucionar problemas de la salud humana o animal, integrando los conocimientos
de las ciencias naturales y la ingenieria para aportar soluciones creativas que se
ajusten a las necesidades de salud y de calidad de vida de individuos, comunidades
y sistemas biologicos, que finalmente contribuye al objetivo de desarrollo sostenible
3, garantizar una vida sana y promover el bienestar para todos en todas las edades.
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El programa de Bioingenieria de la Universidad El Bosque cuenta con el Semillero
de Biomateriales, especializado en el desarrollo y funcionalizacién de biomateriales
para aplicaciones en terapias regenerativas, que antes ha realizado proyectos en
regeneracion 0sea en cavidad oral, y que ahora evalla posibles disefios de biotintas
para ser empleadas en regeneracion de sistema nervioso. El entendimiento del
sistema bioldgico y las herramientas de disefio y tecnologia que aporta la ingenieria
se puede apreciar especificamente en el desarrollo de materiales biocompatibles
para procesos de regeneracion nerviosa, entre ellos, la regeneracion de la médula
espinal.

En Colombia no existen muchas fuentes bibliograficas que indiquen que tanta
incidencia o prevalencia existe de la lesidbn medular, segun datos del Ministerio de
Salud y Proteccion Social, para el afio 2017 el 25.33% de las personas con
discapacidades en Colombia expresaron que la alteraciébn que mas les afecta se
presenta en el sistema nervioso. De este grupo poblacional, el 47% son menores
de edad entre los 0 y 18 afios (Ministerio de Salud, 2018). Sin embargo, dentro de
estas cifras no se presenta una estadistica que indique especificamente que tipo de
alteracion o lesion presenta el sistema nervioso. Estas lesiones pueden llegar a
causar complicaciones médicas como disminucion de la funcion pulmonar,
complicaciones respiratorias que requieren de intubacion, irregularidad en latidos
cardiacos y descenso de la presion arterial, codgulos sanguineos, espasmos,
disreflexia autbnoma, dolor, entre otros (Esteves et al., 2020).

Dada la importancia de la respuesta inflamatoria, y la falta de desarrollos y disefios
gue tengan en cuenta la microglia y el microambiente citotoxico que genera, es
necesario que el disefio de biomateriales para la regeneracion del SNC contemple
los requerimientos necesarios desde la microglia y su interaccion con los
componentes y la morfologia del biomaterial planteado.

Este proyecto propone el disefio experimental de un hidrogel con funciones
especificas para su aplicacién como potencial biotinta en terapias de regeneracion
del sistema nervioso central, funcionalizado especificamente para la linea celular
microglia, por lo que no sera (til para tratar terapias que tengan otros enfoques. Las
fases de disefio y obtencion se basan en el desarrollo de un disefio experimental
basado en bibliografia que permitira obtener el bosquejo de composicion del disefio
preliminar propuesto en base a las caracteristicas fisicas y quimicas de la microglia
gue se definieron como requerimientos para este producto. Una vez terminada esta
fase, se procede a realizar una caracterizaciéon de los resultados obtenidos en
términos de sus caracteristicas fisicas, morfolégicas, capacidad de hinchamiento y
composicién del hidrogel obtenido ya que estas son las caracteristicas que se
consideran clave en el desarrollo de biomateriales enfocados en la microglia. Asi
mismo, se realizaran pruebas reoldgicas y de otras propiedades fisicas del material
obtenido que nos permita analizar su futuro comportamiento como material
imprimible, dentro de estas evaluaciones se consideran la viscosidad y la densidad
del material.
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Todas las condiciones biologicas que se deben tener en cuenta para el desarrollo
del biomaterial se contemplaran desde la revision bibliografica y consideraran
durante el planteamiento del disefio detallado del material.
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4. MARCO REFERENCIAL

4.1. Antecedentes

4.1.1. Self-healing hydrogel for tissue repair in the central nervous system.

Desarrollado por Fu-Yu Hsieh, Ting-Chen Tseng y Shan-hui Hsu en 2015,
desarrollaron un hidrogel inyectable de autosanacion para curar desordenes en el
SNC. Este hidrogel se hizo a base de quitosano, con un médulo de 1,5 kPa y un
mecanismo de sanacion de dafio que promueve la supervivencia y el crecimiento
de nuero esferas con capacidad progenitora. Para el ensayo preclinico escogieron
peces cebra, ya que se conoce que son especies confiables, donde el proceso se
dard de manera rapida y segura. Para comprobar si el hidrogel desarrollado podia
curar los dafios presentes en el SNC, se destruy6 el SNC de los embriones de peces
cebra usando etanol al 2%. Finalmente pudieron comprobar que los embriones
tratados con el hidrogel que poseian las esferas tenian tasas de eclosion del 73%,
a diferencia de los embriones tratados Unicamente con el hidrogel, que tuvieron
tasas de eclosion de un 13%. El uso de hidrogeles inyectables para liberacion
controlada de células en el SNC es uno de los actuales tratamientos terapéuticos
para tratar lesiones o dafios en el SNC (Hsieh et al., 2015).

4.1.2. Collagen/chitosan-functionalized graphene oxide hydrogel provide a
3D matrix for neural stem/precursor cell survival, adhesion, infiltration,
and migration

Este estudio publicado en el 2021 por Anita Rezaei, Hadi Aligholi, Zahra
Zeraatpisheh, Amad Gholami y Esmaeil Mirzaei en el Journal of Bioactive and
compatible polymers brinda un acercamiento a una de las terapias mas
prometedoras desarrolladas hasta le momento enfocadas en células madre del
sistema nervioso central. Para este desarrollo, los investigadores propusieron un
hidrogel de colageno y quitosano funcionalizado con Oxido de grafeno y evaluaron
sus caracteristicas como un andamio para las células madre neurales/ células
precursoras del sistema nervioso central.

Dentro de sus estudios y evaluaciones pudieron evidenciar que la funcionalizacion
del quitosano con é6xidos de grafeno resulta en hidrogeles con mayor porosidad y
capacidad de adsorcién de agua, al mismo tiempo que la degradacién del material
se vio disminuida. Adicionalmente, los estudios con células les permitié evidenciar
una mayor viabilidad de las células precursoras del sistema nervioso en los
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hidrogeles con la mezcla propuesta en lugar del hidrogel control (Rezaei et al.,
2021).

4.1.3. Injectable, antioxidative, and neurotrophic factor-deliverable hydrogel
for peripheral nerve regeneration and neuropathic pain relief

Este estudio tuvo como finalidad el desarrollo de un hidrogel multifuncional de acido
hialurénico- acido fenil burdénico- alcohol polivinilico- heparina (HA-PVA-Hep), con
el fin de proponer un hidrogel biocompatible, estable, inyectable, antiinflamatorio y
con la capacidad de liberar de forma sostenible factores neurotréficos. Se investigo
el efecto terapéutico del hidrogel propuesto para reparar las lesiones en nervios
periféricos haciendo uso de un modelo de aplastamiento de nervio en ratones. Esto
les permitié6 a los investigadores evidenciar que el hidrogel podia aliviar el dolor
inducido por la lesion en nervio periférico, y adicionalmente mejorar de manera
efectiva la funcién sensoriomotora y previno significativamente la atrofia muscular,
lo que les permitié evidenciar la regeneracion del nervio, asi como la remielinizacién
del mismo tras 28 dias de la lesion (Kong et al., 2021).

4.2.Marco conceptual

4.2.1. Lesion de médula espinal

Es una de las lesiones mas devastadoras en le SNC, esta comprende un trauma
que se puede dividir en procesos primarios y secundarios. En la lesion primaria
existe un trauma mecéanico que se da por la transmision de energia al cordén
espinal, la deformidad y la compresion que esta ejerce en el mismo. Por esta razén
se produce una disrupcién axonal, vascular y de membranas celulares que provocan
la muerte celular, edemas e isquemias que desencadenan procesos de liberacion
de radicales libres, alteraciones hidroelectroliticas con cito-toxicidad y apoptosis
celular sostenida que provocan un deterioro sostenido de la destruccién celular
(Plaza et al., 2012).

4.2.2. Terapia regenerativa

Se conoce como terapia regenerativa el proceso de reemplazar, ingeniar o
regenerar células, tejidos y érganos de animales (humanos y no humanos) para
restaurar la su funciéon normal de los mismos (Mason & Dunnill, 2008). El objetivo
de este campo es la ingenieria de tejidos y 6rganos dafiados mediante la
estimulacién de los mecanismos intrinsecos de reparacion del cuerpo para sanary
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recuperar las funciones originales del tejido u Organos que previamente eran
irreparables (Mahla, 2016).

En estas terapias también se contemplan las posibilidades de la generacion de
organos y tejidos in vitro que puedan ser implantadas in vivo cuando los
mecanismos del cuerpo no pueden ser estimulados por el mismo organismo (Mahla,
2016).

4.2.3. Microglia

La microglia es una célula macréfaga perteneciente al sistema inmune de los seres
humanos (Esteves et al., 2020). Poseen una caracteristica particular que la
diferencia de otras células gliales, tienen un origen mesodérmico, mientras que el
resto de estas células se derivan de la dermis del tubo neural (Ransohoff & Perry,
2009).

La microglia posee 2 fenotipos caracteristicos: su estado de vigilancia (M1) y su
estado ameboide (M2). En un cerebro saludable con condiciones normales tiene un
fenotipo distintivo (M1) que es inducido por las moléculas expresadas o segregadas
por las neuronas o astrocitos adyacentes. Este fenotipo, como se observa en la
figura 1, no se asemeja a un macrofago, sino que més bien luce como una neurona;
dadas sus prolongaciones largas y delgadas, que le permite sensar y percibir el
microambiente local (Ransohoff & Perry, 2009).

Figura 2
Células de microglia
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Nota: Células de microglia de la corteza prefrontal. Adaptado de (Kongsui et al.,
2014).
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4.2.4. Biomaterial

Los biomateriales se definen como una sustancia que se ha disefiada para que sola
0 en conjunto con un sistema, pueda dirigir el curso de procedimientos terapéuticos
o de diagnostico mediante el control de interacciones de la sustancia con el sistema
en el que se encuentra. Los biomateriales pueden ser implantes (dentales,
cardiacos, lentes intraoculares, ligamentos, injertos vasculares, entre otros) o como
dispositivos médicos (6rganos artificiales, biosensores, marcapasos, etc.). Estos
son usados para sustituir o mejorar las funciones de aquellos 6rganos o tejidos que
has sufrido procesos de degeneracién o que han sido dafiados. Sus aplicaciones
principales se encuentran en la medicina regenerativa y se valen de sus multiples
caracteristicas fisicas y quimicas para apoyar los procesos regenerativos
necesarios (Hudecki et al., 2018).

Los biomateriales pueden clasificarse en las siguientes categorias (Hudecki et al.,
2018):

I. Materiales reabsorbibles: que son capaces de desintegrarse tras su
implantacion en el organismo y se reabsorbe en su entorno tisular.

II.  Materiales no reabsorbibles: aquellos que no se desintegran ni se reabsorben
en el organismo.

También pueden ser clasificados segun el principio de los mismos, si son bioinertes
(que provocan una respuesta tisular baja o nula), bioactivos (que favorecen la unién
con el tejido circundante), biodegradables (que pueden liberar su masa en el tejido
adyacente y logran disolverse gradualmente en un periodo determinado de tiempo
(Hudecki et al., 2018).

En general, se puede decir que los metales son materiales inertes; los polimeros
pueden llegar a ser inertes o reabsorbibles; y las ceramicas pueden ser inertes,
reabsorbibles o activas. Para lograr estas caracteristicas, el disefio y seleccién de
los biomateriales debe tener en cuenta numerosas propiedades que se dividen en:
mecanicas, fisicas, quimicas y biologicas, que, usualmente se encuentran
entrelazadas (Bandyopadhyay & Bose, 2013). Estas propiedades responden al uso
especifico del biomaterial, por lo cual su disefio debe estar basado en un contexto
biofuncional, donde sus caracteristicas le permitan llevar a cabo su funcién como
implante o como dispositivo médico (Hudecki et al., 2018).

4.2.5. Hidrogel

Los hidrogeles se definen como redes poliméricas capaces de captar y almacenar
grandes cantidades de agua. Estos cuentan con grupos hidrofilos que al ser
hidratados en un medio acuoso permite la formacion de la estructura del hidrogel.
Los hidrogeles se caracterizan por tener una estructura porosa, donde la geometria
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y el tamafio del poro pueden ser controlados durante los procesos de sintesis del
mismo, lo que es bastante util para el almacenamiento de moléculas bioactivas.
Estos hidrogeles poseen caracteristicas reoldgicas que los asemejan al tejido vivo
de los organismos, lo que lo convierte en una herramienta versatil para diferentes
acercamientos a problematicas de regeneracion tisular, pues logran evitar ciertas
problematicas de biocompatibilidad y diferenciacion celular (Vijay Kumar Thakur,
2018).

La formulacion general de los hidrogeles biodegradables se compone de un
mondmero, un iniciador y un agente reticulante. Estos hidrogeles biodegradables se
derivan de varias fuentes ya sean naturales, semisintéticas o sintéticas que son
capaces de sustituir a los hidrogeles no biodegradables en las aplicaciones
médicas, biomédicas y farmacoldgicas. Esta combinacion de componentes ha
permitido que los avances en hidrogeles hayan permitido superar obstaculos antes
presentes en la formulacién de los hidrogeles convencionales como son la
biodegradabilidad, la bioadhesion, la biomimética y las limitaciones que presenta
tener un hidrogel in situ (Vinchhi et al., 2021).

4.2.6. Bioimpresion 3D

La bioimpresién 3D se define como la impresion de estructuras utilizando células
viables, biomateriales y moléculas biolégicas. Una ventaja importante de la
bioimpresidén es que evita los problemas de homogeneidad que acompafian a la
siembra de células después de la fabricacion, ya que la colocacién de las células se
incluye durante el proceso de fabricacién (Moroni et al., 2018; S. V. Murphy & Atala,
2014). La bioimpresion debe producir andamios con una microarquitectura
adecuada que proporcione estabilidad mecéanica y promueva el crecimiento celular,
al tiempo que se tiene en cuenta el impacto de la fabricacion en la viabilidad celular;
por ejemplo, la citotoxicidad quimica causada por el uso de disolventes o el efecto
apoptoético inducido por la presion producida durante la extrusion del material
(Kacarevic et al., 2018). La ventaja de los andamios cargados de células distribuidas
homogéneamente ha quedado demostrada por una integracion mas rapida con el
tejido del huésped, un menor riesgo de rechazo y, lo que es mas importante, un
crecimiento uniforme del tejido in vivo (Kacarevi¢ et al.,, 2018). Las técnicas
convencionales de siembra de células son estaticas o dinamicas, y aunque esta
tltima da lugar a una mayor eficacia de siembra y penetracion celular en el andamio,
se sabe que afecta a la morfologia celular (Villalona et al., 2010).
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4.2.7. Biotinta

Las biotintas se definen como un conjunto de materiales y células disefiados para
ser sometidos a procesos automatizados mediante técnicas de biofabricacién como
lo son la estereolitografia (SLA), la transferencia inducida por laser (LIFT), escritura
directa, entre otras. Estas biotintas pueden estas compuestas por un solo material
o de multiples materiales para desarrollar biotintas a la medida de la técnica a
impresion a usar y sus aplicaciones. Los parametros claves para la seleccion del
material son: imprimibilidad, propiedades mecanicas, degradacion funcionalidad,
bioquimica, viabilidad celular y biocompatibilidad (Ozbolat, 2016).

4.2.8. Colageno

El coldgeno es considerado una de las proteinas mas abundantes presentes en los
mamiferos, llegando a componer aproximadamente un 30% de peso en las
proteinas de tejido del cuerpo (Patino et al., 2002). Su prevalencia en el tejido
humano hace que tenga propiedades biodegradables, biocompatibles, y que mejore
la penetracion celular y la reparacion de lesiones. Estas caracteristicas hacen que
sea una de las opciones mas viables como polimeros empleados en materiales
biomédicos y matrices de ingenieria de tejidos (Abraham et al., 2008).

En la actualidad, se conocen cerca de 20 tipos de colageno. El coldgeno formador
de fibrillas se conoce como colageno tipo |, II, lll, V y XI. Estos son capaces de
formar fibras altamente organizadas vy fibrillas que serviran como soporte para el
cuerpo en el esqueleto, piel, vasos sanguineos, nervios e intestinos. El coladgeno
tipo | es especifico esta compuesto de 3 cadenas: 2 cadenas a-1 () idénticas, y una
cadena diferente conocida como a-2 (I). Este tipo de colageno es particularmente
abundante en huesos, tendones, piel, ligamentos, arterias, Utero y cornea,
comprendiendo un estimado del 80% y 99% de total de colageno en su composicion
(Patino et al., 2002). Su tamafio se encuentra alrededor de los 300 nm de diametro,
agrupandose para formar fibras de mayores dimensiones. La molécula de colageno
estd cerca de los 300 kDa, compuesta de aproximadamente 10% de prolina e
hidroxiprolina, y tiene glicina presente en la posicién de cada tercer aminoacido
(Abraham et al., 2008).

4.2.9. Quitosano

El quitosano es un polimero natural que se deriva de la desacetilacidon de la quitina,
adicionalmente posee unas propiedades fisicoquimicas que lo hacen de gran interés
para la industria (Blanquicet Macea et al.,, 2015). El quitosano es el Unico
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polisacarido alcalino presente en la naturaleza, adicionalmente no es téxico, es
biocompatible y se degrada de manera natural a amino azucares, los cuales son
completamente adsorbidos por el cuerpo (Bakshi et al., 2020).

Las propiedades fisicas y quimicas del quitosano dependen de su peso molecular
(MW), grado de desacetilacion (DDA), grado de cristalinidad, exencion de
ionizacién/ grupo amino libre, entre otros (Bakshi et al., 2020).

Figura 3
Estructura 2D CID 71853 (Quitosano)

Nota: Estructura quimica del grafeno. Reproducida de Compound Summary for CDI
71853, de National Center for Biotechnology Information, 2022 (National Center for
Biotechnology Information, 2022).

4.2.10. Oxidos de grafeno

El 6xido de grafeno, anteriormente conocido como éxido de grafito o acido grafitico,
es un producto de la oxidacion del grafito. A diferencia del grafeno, el éxido de
grafeno posee una gran cantidad de grupos funcionales con oxigeno, lo que le
permite estar en dispersiones acuosas. Adicionalmente, esta caracteristica le
permite ser altamente funcionalizable, lo que lo convierte en un material versétil e
interesante desde la investigacion en materiales (Raidongia et al., 2014).
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Figura 4 )
Estructura 2D CID 124202900 (Oxido de grafeno)

Nota: Estructura quimica del grafeno. Reproducida de Compound Summary for
Graphene oxide powder, de National Center for Biotechnology Information, 2022
(National Center for Biotechnology Information, 2022).

42.11. Glutaraldehido

El glutaraldehido (ver figura 5), es un liquido de apariencia aceitosa, incoloro, y de
un olor agudo y penetrante. Este compuesto no es estable en su forma pura, razén
por la cual se encuentra en soluciones mezcladas con agua.(Agencia para
sustancias Toéxicas y registro de enfermedades., 2015).

Figura 5
Estructura 2D CID 3485 (Glutaraldehido)

Nota: Estructura quimica del glutaraldehido. Reproducida de Compound Summary

for CID 3485, Glutaraldehyde, de National Center for Biotechnology Information,
2022 (National Center for Biotechnology Information, 2022).
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4.2.12. Andlisis de superficie de respuesta

La metodologia de superficie de respuesta es una técnica estadistica y matematica
que es usada para desarrollar, mejorar y optimizar procesos, que también puede
ser aplicado en el disefio, desarrollo y formulacion de nuevos productos. En base al
disefio experimental planteado, el anadlisis de superficie de respuesta permite
estimar un modelo polinbmico que permite optimizar las variables de respuesta de
interés (Myers et al., 2016).

Para llevar esto a cabo es necesario definir el objetivo de la optimizacion que seria
el planteamiento de la variable que se desea evaluar. Posteriormente se escogen
los factores de interés y se elabora un disefio experimental que permitiré llevar a
cabo los procedimientos y obtener los datos para plantear un modelo matemético
(ya sea de primer o segundo orden) y permite evaluar los resultados obtenidos. Si
uno de los modelos es adecuado, se hace la busqueda del 6ptimo adecuado para
la respuesta por medio de herramientas gréficas y finalmente se valida
experimentalmente la respuesta haciendo uso de los factores obtenidos, y
evaluando si lo predicho por el modelo es congruente con los resultados (Myers
et al., 2016).

4.3.Marco legal

Este proyecto se ve enmarcado por los siguientes decretos y resoluciones. Se tiene
en cuenta que no existe una normatividad especifica para el uso de biomateriales
en aplicaciones regenerativas, se considera al hidrogel como un elemento de apoyo
en la liberacion controlada de medicamentos y factores de crecimiento, por esta
razon, este proyecto se acoge a la normatividad existente para el desarrollo de
insumos y dispositivos médicos, asi como la normatividad referente a la produccién
de medicamentos bioldgicos.

4.3.1. Articulo 4 de la Ley 150 de 2013

Este articulo indica que todos los medicamentos, insumos y dispositivos médicos
gue sean utilizados en procedimientos quirdrgicos e invasivos deberas contar con
el registro sanitario expedido por el Instituto Nacional del Vigilancia de
Medicamentos y Alimentos (Invima). Por lo tanto, todos los materiales a usar
durante el disefio del hidrogel propuesto deben de contar con un registro sanitario
gque asegure que estos componentes cumplen con los estandares de seguridad,
eficacia y desempefio requeridos por el mismo para un correcto funcionamiento.
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4.3.2. Resolucion 2950 de 2019

El cual establece la guia para la evaluacion de la Comparabilidad de Medicamentos
Biologicos en base a el Comité de Expertos de Estandarizacion Biolégica de la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS), donde se revisaran los principios de
garantia de calidad, seguridad y eficacia de los medicamentos biologicos, sin
generar barreras innecesarias a la competencia y a su disponibilidad. De esta
manera, garantizar que los materiales a usar en el desarrollo de este hidrogel estan
avalados por estancias internacionales que aprueban el uso de estos materiales
como vehiculos de entrega de medicamentos y su seguridad como dispositivo
médico.

Para las pruebas a desarrollar, se tendra en cuenta la guia ASTM F2150-19 de la
Sociedad Estadounidense para Pruebas y Materiales (ASTM International por sus
siglas en inglés) las cuales describen los estandares para llevar a cabo pruebas de
caracterizacion en biomateriales usados en la medicina de tejidos e ingenieria de
tejidos, declarando los parametros necesarios del material a utilizar dependiendo de
su composicién y clasificacibn asi como las posibles pruebas a realizar para
asegurar la seguridad y calidad del biomaterial (ASTM F 2150-07 Standard Guide
for Characterization and Testing of Biomaterial Scaffolds Used in Tissue-Engineered
Medical Products, 2019). Asi mismo, esta guia establece que cada producto de
andamio es Unico, por lo que todos los hidrogeles que se obtengan y que cumplan
los requerimientos, deben de ser evaluados y caracterizados.
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5. REQUERIMIENTOS

Los requerimientos del proyecto se dividieron en 3 secciones, que se explican a
continuacion:

e Funcionales

o La superficie minima del hidrogel debe ser de 15-30 pum?, que
corresponden a la superficie que ocupa una célula de microglia
(Kettenmann & Verkhratsky, 2011).

o El hidrogel debe poseer una capacidad de hinchamiento entre el 60-
80% (Vijay Kumar Thakur, 2018).

o El o los componentes/sustancias quimicas del hidrogel deben ser
biocompatibles y esta informacion debe estar soportada por
bibliografia.

o EIl biomaterial debe tener una viscosidad de 300-30.000 cP para
cumplir con condiciones fisico-quimicas de las biotintas (Chopin-
Doroteo et al., 2021).

e Calidad

o Las sustancias quimicas y componentes del hidrogel deben tener
caracteristicas de biodegradabilidad y biocompatibilidad para evitar el
crecimiento de la cicatriz glial (C. T. Tsui et al., 2021).

o El disefio experimental planteado debe cumplir con los criterios
estadisticos definidos para garantizar la confiabilidad de los resultados
con un limite del 95%.

e Restriccion

o El biomaterial desarrollado se evaluard bajo las condiciones
establecidas para la linea celular basadas en resultados
experimentales encontrados en bibliografia.

o Los hidrogeles con tamarfios inferiores a 15 pm? no seran
considerados para las etapas de caracterizacion fisica y quimica.

o En las evaluaciones, no se considera el andlisis in vitro del material
con la linea celular.
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6. METODOLOGIA

Para el desarrollo del disefio del hidrogel como soporte para microglia, se propuso
la metodologia mostrada en la figura 5. Cada una de las fases propuestas en esta
metodologia, corresponde a los objetivos especificos planteados, con el fin de dar
cumplimiento a cada uno de ellos. En primer lugar, se establece el disefio
conceptual del hidrogel por medio de una revision sistematica (RS), que proporcioné
informacion respecto a los avances en composiciones que se han empleado en el
desarrollo de materiales para regeneracion en sistema nervioso. Esta revision
permitid identificar posibles componentes, asi como metodologias de sintesis y
obtencion de hidrogeles que posteriormente fueron seleccionadas por medio de una
matriz de decision. Una vez se han seleccionado los componentes y metodologias
a usar, se realizaron unas pruebas preliminares que dan lugar la segunda fase, el
desarrollo del disefio detallado. En esta fase, se observaron los resultados
obtenidos en las pruebas preliminares para establecer las variables criticas del
proceso de obtencién del biomaterial, que posteriormente da paso a la definiciéon de
los niveles y subniveles del disefio experimental factorial planteado. A partir del
disefio experimental, se procede a realizar la obtencién de los hidrogeles. Para
finalizar, se proceden a realizar las respectivas caracterizaciones de los hidrogeles
obtenidos en la segunda fase del proyecto. Se realizan las evaluaciones de
porcentaje de hinchamiento, evaluaciones de topografia y morfologia por medio de
MEB, y espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier, que proporcionaron
la informacion necesaria para construir un andlisis de superficie de respuesta que
permitié identificar el hidrogel con las mejores caracteristicas para servir como
soporte para la microglia en procesos de regeneracion nerviosa.
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Figura 6
Diagrama de flujo obtencion de un hidrogel como soporte para microglia

Objetivo General
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Sintesis/Funcionalizacion del
biomaterial.

Purificacién del biomaterial
obtenido.

'
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mediante pruebas fisicas, morfolégicas,
topograficas, de hinchamiento y
compaosicién del hidrogel.

I

Evaluacion del porcentaje de
hinchamiento del hidrogel.

Evaluacion de composician del
hidrogel por medio de IR-TF

Evaluacion de las propiedades
reoldgicas del hidrogel.
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medio de MEB.

Construir el andlisis de
superficie de respuesta.

!

Seleccién del mejor disefio de
hidrogel por medio del andlisis
de superficie de respuesta.

6.1. Fase |: Establecer las condiciones de sintesis y obtencion del biomaterial

tipo hidrogel que cumpla con los requisitos fisicos y de interaccién de la
microglia determinados en el disefio conceptual del biomaterial.

Para esta fase del proyecto se realiz6 una revision sistematica siguiendo la
metodologia PICO, que establece el planteamiento de preguntas con la finalidad de
realizar una busqueda de informacién especifica en bases de datos como Nature,
ProQuest, Elsevier, IEEE, que facilite e incremente el alcance de la busqueda de
informacion (Martinez Diaz et al., 2016).

Con la informacién obtenida a través de la revision sistematica, se procedio a llevar
a cabo una serie de matrices de seleccion para establecer los componentes del
hidrogel a desarrollar, asi como las metodologias de sintesis y obtencion de
material. Una vez se ha finalizado la seleccion, de procedio a realizar las respectivas
pruebas preliminares que permitirian establecer mas adelante algunas
caracteristicas del disefio experimental.
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Figura 7
Diagrama de flujo de la fase | del proyecto (Disefio conceptual del producto)

DISENO CONCEPTUAL

Revision sistematica de los Seleccion de los componentes del o .

) . . ) Definicion de las alternativas de
componentes y materiales a ——m»  hidrogel por medio de una matriz =~——m ntesi
. . . sintesis.
utilizar en el hidrogel. de seleccion.
Realizacion de las pruebas Seleccion de la metodologia de
preliminares con la metodologia ~ -e———  sintesis por medio de una matriz
seleccionada. de seleccion.

6.2.Fase Il: Obtener el biomaterial tipo hidrogel bajo el disefio experimental
establecido como criterio de disefio detallado.

En esta fase del proyecto se realiz6 la obtencién del biomaterial tipo hidrogel a partir
del establecimiento de dos disefios experimentales factoriales, propuestos teniendo
en cuenta caracteristicas del proceso obtenidas en la fase anterior durante las
pruebas preliminares y que permitieron establecer las variables criticas del proceso.

A partir de los disefios experimentales propuestos, se realiz6 la obtencion de 27
muestras de material, cada uno considerando diferentes cantidades de quitosano,
oxidos de grafeno y colageno.

Figura 8
Diagrama de flujo fase Il del proyecto (Disefio detallado del producto)

DISENO DETALLADO

Obtencién de las muestras por
Establecimiento de las variables Definicién de los niveles y sub medic de la metodologia
o — ) o : —
criticas del proceso niveles del disefio experimental. seleccionada bajo el disefio

experimental definido.
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6.3.Fase lll: Evaluar el disefio detallado del hidrogel mediante pruebas fisicas,
morfologicas, topogréficas, de hinchamiento y composicion del hidrogel.

Para evaluar las caracteristicas del biomaterial desarrollado y su cumplimiento con
los requerimientos técnicos y de calidad establecidos, se llevd a cabo una
metodologia que contempla a su vez, varias evaluaciones de las caracteristicas que
se desean evaluar en un material. Siendo asi, se realizaron caracterizaciones
morfologicas y topogréficas del material, evaluaciones de porcentaje de
hinchamiento, propiedades reoldgicas y de composicion, cuyos resultados
permitieron la construccién de un analisis de superficie de respuesta para establecer
el mejor disefio de un biomaterial que sea soporte de la linea celular microglia en
procesos de regeneracion nerviosa.

Figura 9
Diagrama de flujo fase Il del proyecto (Evaluacion del disefio)
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superficie de respuesta.

Evaluacién de las propiedades +
reologicas del hidrogel.
Seleccion del mejor disefio del
hidrogel por medio del analisis de
la superficie de respuesta.

Evaluaciéon de composicion del
hidrogel por medio de IR-TF.
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Caracterizacion morfologica y topogréfica del material obtenido por medio de
MEB

Para observar la morfologia de la superficie, después de la gelificacion segun la
metodologia descrita por Chen et al.,, en 2013, las muestras de hidrogeles se
congelan rapidamente en el refrigerador o en nitrogeno liquido y se liofilizan con un
sistema de liofilizacion al vacio de -50°C a -70°C durante al menos 48 horas hasta
que se sublime todo el solvente. A continuacion, la muestra se monta en un soporte
metalico, normalmente de aluminio, con cinta conductora, y se recubre con metal
para la conduccién al vacio mediante un pulverizador. El oro se utiliza para recubrir
la muestra liofilizada en general, pero también se utilizan el oro-paladio o el platino.
Para observar la morfologia interior, es decir, la vista transversal de los hidrogeles,
los hidrogeles liofilizados se suelen fracturar y luego se recubren con metal
mediante pulverizacion catddica.

Figura 10
Diagrama de flujo para la caracterizacion de morfologia y topografia del hidrogel
siguiendo la metodologia descrita por (C. Chen et al., 2013).

EVALUACION DEL HIDROGEL POR MEDIO DE SEM

Proceso de secado mediante
Seleccién de muestras. — liofilizacion a -70°C por un e
periodo de 48 horas.

Preparacion de la muestra para el
proceso de caracterizacion.

|

Realizar el montaje de las
- muestras en el microscopio
electrénico de barrido (MEB).

Visualizacion y analisis de las
imagenes obtenidas.

Evaluacion del porcentaje de hinchamiento del hidrogel

Para medir el hinchamiento de los hidrogeles se ha utilizado el método de la norma
ASTM WK21927, la cual establece la guia para la caracterizacion de los hidrogeles
empleados en medicina regenerativa. Esta prueba permitié identificar el porcentaje
de hinchamiento de los hidrogeles por método gravimétrico, el cual se explica en la
figura 10. Para esta evaluacién, se hizo uso de PBS a un pH de 7,2, el cual fue
adicionado a las muestras secas por un tiempo total de 6 horas y cuyo peso fue
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medido en intervalos de 5, 10, 20, y 30 minutos y posteriormente cada hora hasta
completar las 6 horas. El hinchamiento se calcula a través de la siguiente ecuacion:

Ecuacion 1
Ecuacion porcentaje de hinchamiento base hiumeda

. . , Wy — Wy
% Hinchamiento base himeda:

Donde:

o Wo es el peso inicial del hidrogel
o W:tes el peso en un tiempo t del hidrogel

Figura 11
Diagrama de flujo evaluacion del porcentaje de hinchamiento de acuerdo con el
método de la norma ASTM WK21927.

EVALUACION DEL PORCENTAJE DE HINCHAMIENTO
DEL HIDROGEL

e o Se pesan 100 mg del material y se Se dejan hinchar los hidrogeles
Se liofilizan las muestras a -70°C ) ;
. e procede a sumergir el material e por 6 horas, pesando en
por un periodo de 48 horas. . ) o
pesado en PBS pH 7.2. intervalos de tiempo especificos.

Se procede a calcular el
porcentaje de hinchamiento del
hidrogel.

Evaluacion de las propiedades reologicas del hidrogel

Para evaluar las caracteristicas fisicas de viscosidad del hidrogel desarrollado se
hizo uso del reémetro AntonPaar MCR 92 que se encuentra en los laboratorios de
la universidad. Para este procedimiento se toma el disco de medicién PP50 y se
procede a realizar un precalentamiento de las placas a una temperatura de 25°C.
Las muestras son montadas en su forma gelificada, aproximadamente 1 ml por
muestra y se procede a ejecutar la prueba de viscosidad. Se registran los resultados
y se procede a analizarlos (Zuidema et al., 2014).
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Figura 12
Diagrama metodologia caracterizacion reoldgica de las muestras basado en la
metodologia descrita por (Zuidema et al., 2014)

EVALUACION DE LAS CARACTERISITICAS FISICAS DEL

HIDROGEL
) . . Disponer a precalentar la placa a Tomar 1 mL del material
Seleccionar el disco de medicidn : .
) —_— una temperatura estandar de ——  gelificado y ubicarlo en el centro
(50 PP}y medir la distancia 0. .
25°C. de la placa.

l

Inicializar el programa y analizar
los resultados obtenidos.

Evaluacion de composicion del hidrogel mediante IR-TF

Esta técnica es util para identificar la estructura quimica de una sustancia, en este
caso del hidrogel. Se basa en el principio de que los componentes basicos de una
sustancia, es decir, los enlaces quimicos, suelen poder excitarse y absorber la luz
infrarroja a frecuencias tipicas de los tipos de enlaces quimicos. El espectro de
absorcién IR resultante representa una huella digital de la muestra medida. Esta
técnica se utiliza ampliamente para investigar la disposicién estructural en el
hidrogel por comparacién con los materiales de partida (Carvalho et al., 2021).

Los hidrogeles por evaluar se ponen en la celda infrarroja del espectrofotometro y
se expone la muestra a una fuente de luz infrarroja, haciendo un barrido de onda
entre los 500 cm! hasta los 4000 cm™, cuyo resultado me permitird determinar los
grupos funcionales presentes en las muestras para realizar un analisis posterior
(Bandyopadhyay & Bose, 2013).
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Figura 13
Diagrama de flujo evaluacion de composicion por medio de EITF

EVALUACION DEL COMPOSICION DEL HIDROGEL
POR MEDIO DE EITF

Se toman los hidrogeles secosy

Se liofilizan las muestras a -70°C )
E— se ubican en la celda del —_—

por un periodo de 48 horas.

Se ajustan los rangos de barrido
de la luz infrarroja.

!

Se obtienen las bandas de
o frecuencia emitidas por los
grupos funcionales del hidrogel.

espectofotdmetro.

Se analizan las bandas obtenidas
y de comparan con bibliografia.

Andlisis de superficie de respuesta

La metodologia de superficie de respuesta es una técnica estadistica y matematica
gue es usada para desarrollar, mejorar y optimizar procesos, que también puede
ser aplicado en el disefo, desarrollo y formulacion de nuevos productos. En base al
disefio experimental planteado, el analisis de superficie de respuesta permite
estimar un modelo polinbmico que permite optimizar las variables de respuesta de
interés (Myers et al., 2016).

Para realizar este andlisis de superficie de respuesta, se hizo uso del software
Statgraphics. Este analisis estadistico se realiz6 a partir de los hidrogeles con
mejores caracteristicas en las caracterizaciones anteriormente explicadas, que a
partir de un analisis estadistico permiti6 el establecimiento de un polinomio
(ecuacion ) que permitio la comparacion de los valores 6ptimos del hidrogel y por
ende, la seleccion del mejor tratamiento (Allouss et al., 2019).
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Figura 14
Diagrama de flujo para el andlisis de superficie de respuesta

ANALISIS DE SUPERFICIE DE RESPUESTA
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Establecimiento de variables P 3 Observar la respuesta de la
. —— estadistico mediante el software ~———— .
independientes. variable respuesta.

seleccionado (Statgraphics)

Analizar resultados obtenidos.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1.Fase |

Para el desarrollo de la Fase | del proyecto, se plantearon 5 actividades principales
gue corresponden al disefio conceptual de este proyecto y las pruebas preliminares
de la metodologia de obtencién del material.

7.1.1. Requerimientos

Para iniciar la revision sistematica, fue necesario remitirse a los requerimientos
bioldgicos del sistema y los requerimientos con los que el disefio debe cumplir para
proporcionar, de manera exitosa, un soporte para la microglia y de esta manera
favorecer la regeneracion del tejido nervioso.

A nivel celular y biolégico, se conoce que la microglia es una célula macréfaga
perteneciente al sistema inmune de los seres humanos, que, junto a los astrocitos,
pericitos y la membrana basal se encargan de la regulacion de la barrera
hematoencefélica -un sincitio de células endoteliales altamente regulado con
propiedades de transporte transcelular y paracelular bajas que les permite proteger
el microambiente neuronal-. Aunque la microglia no juega un papel fundamental en
la permeabilidad de la barrera hematoenceféalica, su ablacion puede influenciar de
manera negativa la integridad de la barrera por medio de la liberacién de especies
reactivas de oxigeno y citoquinas (Haruwaka et al., 2019).

Teniendo esto en cuenta, el las sustancias quimicas y componentes del hidrogel
deben tener caracteristicas de biodegradabilidad y biocompatibilidad para evitar la
activacion de la microglia y por ende, el crecimiento de la cicatriz glial (Tsui et al.,
2019). Asi mismo, estas caracteristicas de biodegradabilidad y biocompatibilidad se
deben encontrar soportadas por bibliografia.

En cuanto a las caracteristicas fisicas del hidrogel, este debe tener una capacidad
de hinchamiento entre el 60-80% (Vijay Kumar Thakur, 2018) y su superficie minima
se debe encontrar entre los 15-30 ym2, tamaino que corresponde a la superficie que
ocupa una célula de microglia (Kettenmann & Verkhratsky, 2011). De manera
adicional, se contempla una caracteristica de viscosidad que se debe encontrar
entre los 300-30.000 cP para que el material propuesto cumpla con las condiciones
fisico-quimicas de las biotintas (Chopin-Doroteo et al., 2021).
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7.1.2. Revisién sistematica

Para llevar a cabo el disefio conceptual del hidrogel, se realiz6 una busqueda
sistematica de los materiales usados hasta el momento en terapias de regeneracion
en sistema nervioso que, a su vez, emplearan microglia. Esta revision bibliografica
se ejecutd bajo la metodologia PICO, la cual requiere plantear una pregunta de
investigacion y la creacion de una estructura l6gica que facilite e incremente el
alcance de la busqueda de informacién (Moreno et al., 2018).

Tabla 1
Planteamiento de preguntas PICO

¢, Qué biomateriales se han usado para favorecer la proliferacion celular de
Pregunta la microglia en lesiones de sistema nervioso central o en enfermedades de

médula espinal?

¢Cuales son los materiales o sistemas quimicos con componentes
Intervencion biocompatibles que favorecen la expresion de la microglia en procesos de

regeneracion celular?

¢, Cuales son los resultados del uso de biomateriales en otras estructuras
Comparacion

fisicas de biomaterial (fibras, esferas, particulas)?

¢,Cual es el biomaterial tipo hidrogel que puede favorecer la
Outcome biocompatibilidad en el sistema nervioso con una ata tasa de efectividad en

el tratamiento?

Teniendo lo anterior en cuenta, se plantearon las palabras claves pertinentes a cada
una de las preguntas propuestas en la seccién anterior. Esas seran utiles para la
formacion de las estrategias de busqueda a emplear.

Tabla 2
Componentes inmersos en la pregunta PICO

Biomateriales, microglia, lesion de sistema nervioso central, enfermedades

Pregunta

en médula espinal.
Intervencién Regeneracion celular, materiales, expresion celular.
Comparacién Fibras, esferas, particulas, estructura fisica del biomaterial.
Outcome Hidrogel, efectividad de tratamiento, biocompatibilidad.

El planteamiento de estas palabras permitid la elaboracion de las siguientes
estrategias de busqueda en un segundo idioma (inglés), en las bases de datos
Nature, SpringerLink, IEEE, Poquest, NCBI, Elsevier y PubMed.
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Tabla 3

Estrategias de busqueda establecidas a partir de la pregunta PICO

Estrategia

Palabras clave

1

N o o~ WD

Biomaterials AND microglia

“Spinal cord diseases” AND “spinal cord regeneration” AND materials
Hydrogels AND “nerve regeneration” AND microglia

“Spinal cord regeneration” AND hydrogel AND efficacy

“Nerve regeneration” AND microglia AND “treatment efficacy”
Hydrogel AND “nerve regeneration” AND biocompatible

Hydrogels AND microglia AND biocompatible

Estas estrategias planteadas permitieron obtener un total de 57 articulos y trabajos
de investigacion que consideraban los criterios de busqueda anteriormente
expuestos. Sin embargo, fue necesario realizar un tamizaje la informacién
recopilada para obtener un total de 5 articulos que consideraran procesos de
regeneracion en SNC con microglia u otras células gliales de origen embrionario por
medio de biomateriales. Estos se tuvieron en cuenta posteriormente en el proceso

de seleccion.
Tabla 4
Articulos obtenidos tras el tamizaje de informacion
Afio de i i
oublicacion Titulo del articulo
2015 Biodegradable hydrogels composed of oxime crosslinked poly (ethylene glycol),
hyaluronic acid, and collagen: a tunable platform for soft tissue engineering.
2018 PHBV/PLS/Col-based nanofibrous scaffolds promote recovery of locomotion
function.
2019 Designing a bioactive scaffold from coassembled collagen-laminin short peptide
hydrogels for controlling cell behavior.
2020 Carbohydrate functionalized collagen hydrogels modulate the glycoenvironment of
a neuronal primary culture.
2021 Collagen/Chitosan functionalized graphene oxide hydrogel provides a 3D matrix for

neural stem/precursor cell survival, adhesion, infiltration, and migration.
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7.1.3. Seleccién de componentes y metodologia de obtencién del hidrogel

Considerando los articulos que se obtuvieron del tamizaje mencionado
anteriormente, se procedi6 a realizar el planteamiento de unos criterios de seleccion
especificos que se tendrian en cuenta para la seleccion tanto de componentes como
metodologia de obtencion del biomaterial tipo hidrogel. Estos criterios de seleccion
tienen en cuenta los requerimientos del sistema biolégico que fueron definidos
previamente, y otros criterios de disefio que se consideran relevantes en el proceso
de disefio de un material.

A continuacién, se presentan los criterios considerados para la seleccién de los
componentes del biomaterial.

Tabla 5
Criterio 1: Capacidad de gelificacion

Definicion: Al hacerse el planteamiento

de la obtencién de un biomaterial tipo

hidrogel, los componentes propuestos ) o El proceso de gelificacién
El tiempo de gelificacidon

deben ser capaces de presentar i puede darse dentro de

o o ) supera los 30 minutos. )

cinéticas de gelificacion cuyos tiempos los 30 minutos.

de gelificacion se encuentren dentro de
los 30 minutos.
Puntaje 1 5
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Tabla 6
Criterio 2: Biodegradabilidad

Definicién: La creacion de
polimeros reabsorbibles (en los
gue el hidrogel se descompone
en sustancias mas pequefias
para ser degradados o

excretados por el cuerpo)

El polimero es ElI polimero es

El polimero no es

presentan ventajas que permiten

medianamente altamente

biodegradable.

a las células remodelar su
entorno, lo que lo hace maleable
Yy, por ende, permite la formacion
de una matriz extracelular que
resulte en un tejido mas maduro
(Spicer, 2020).

biodegradable. biodegradable.

Puntaje

Tabla 7

Criterio 3: Funcionalizacion del biomaterial

Definicion: La funcionalizacion de
biomateriales puede ser explotado como
un meétodo para perfeccionar las
caracteristicas  fisioldgicas de los
biomateriales mediante la confeccién de
su superficie de acuerdo con las
necesidades fisiolégicas de las células
vivas (Blanco-Elices et al., 2020).

El material no puede ser E| material puede ser

funcionalizado. funcionalizado.

Puntaje
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Tabla 8

Criterio 4: Biocompatibilidad del biomaterial

Definicion: El microambiente

presente en las lesiones de

médula  espinal presentan
sustancias téxicas y sustancias
inhibidoras. Dada la activacion
de la microglia en su fenotipo
ameboide, el microambiente es
particularmente sensible a la
introduccion de nuevas
sustancias o materiales que no

reconozca.

Ninguno uno de
los componentes
de la formulacion
propuesta es

biocompatible.

Al menos uno de
los componentes
de la formulacion
propuesta es

biocompatible.

Mas de uno de los
componentes de la
formulacion

propuesta es

biocompatible.

Puntaje

De igual manera, se plantean criterios de seleccion para las metodologias de
sintesis y obtencion de los materiales propuestos. Los criterios definidos se explican

a continuacion.

Tabla 9

Criteriol: Etapas de obtencién del biomaterial

Definicion: Las etapas de

obtencién del material proveen

La obtencién del

La obtencién del

La obtencion del

informacion respecto a los material material )
] material comprende
procesos que se deben llevar a comprende méas comprende entre
» 3 etapas 0 menos.
cabo para la obtenciébn del deb5 etapas. 3y 5 etapas.
material.
Puntaje 1 3 5
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Tabla 10
Criterio 2: Tiempo total de sintesis

Definicidn: Se considera los tiempos de ) y ) .
El tiempo de obtencién Eltiempo de obtencién del

sintesis deben estar de acuerdo con el ) . .
del material supera las material esta rondando las

tiempo con el que cuenta el proyecto para
6 horas. 6 horas.

llevarse a cabo.

Puntaje 1 5

Tabla 11
Criterio 3: Costo

Definicidn: Para llevar a cabo el Los costosasociados alos _
Los costos asociados a la

proyecto se contempla un presupuesto insumos necesarios para . _ )
obtencion del biomaterial

determinado para cubrir los gastos de la obtencién del .
estan dentro del

los insumos asociados a la obtenciony biomaterial  supera el
presupuesto planteado.

sintesis del biomaterial. presupuesto.
Puntaje 1 5

Tabla 12
Criterio 4: Cumplimientos de los principios de quimica verde

Definicion: Se considera que los

experimentos que se deban

llevar a cabo tengan un impacto Entre 3- 5 de los i} S

) _ Cumple entre 1-2 S Més de 5 principios
ambiental bajo. Esto se puede o 12 principios se

) _ principios. se cumplen
medir teniendo en cuenta el cumplen.

cumplimiento de los 12 principios
de quimica verde.
Puntaje 1 3 5

Teniendo en cuenta las definiciones anteriormente descritas, fue posible establecer
las siguientes matrices de seleccion.
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Tabla 13
Matriz de seleccion alternativas de combinacion de componentes

Oxima,

o Peso del Col- Col-
Criterios PEG, Col, PHBV/PLS/Col CSGO-Caol
criterio laminina carbohidrato
AH.
Biodegradabilidad 30% 15 0,9 1,35 15 15
Capacidad de
L 20% 0,6 0,6 1 1 0,9
gelificacion
Funcionalizacién
) . 20% 1 1 0,8 0,6 1
del biomaterial
Biocompatibilidad 30% 0,9 0,9 1,5 15 15
Puntaje 4 3.4 4,65 4 49

Tabla 14
Matriz de seleccion metodologias de obtencion
Oxima,
o Peso del Col- Col-
Criterios o PEG, Col, PHBV/PLS/Col . ) CSGO-Col
criterio laminina carbohidrato
AH.

Etapas de

obtencién del 28% 0,28 0,9 0,84 14 15
biomaterial

Tiempo total de

i . 27% 0,81 0,6 1,35 1,35 0,9
sintesis

Costo 25% 1 1 0,25 0,75 1
Cumplimiento de

los principios de 20% 0,6 0,9 1 1 15
guimica verde

Puntaje 2,69 3,4 3,4 4,5 4,9

Debido a las caracteristicas de biocompatibilidad, biodegradabilidad y capacidad de
gelificacion, se logré establecer que la combinacion de colageno con 6xidos de
grafeno funcionalizado con quitosano son los componentes Optimos para un
biomaterial como soporte para la microglia.

La interaccion de los grupos funcionales del GO con proteinas y otras biomoléculas
de la MEC propicia los procesos de adhesion y proliferacion celular. Adicionalmente,
el quitosano posee caracteristicas estructurales similares a las propias de la MEC,
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cuya interaccién provee microambientes favorables para los procesos celulares
(Rezaei et al., 2021).

Asi mismo, la metodologia planteada por Rezaei et al.,, en 2021 cumple con los
criterios planteados, proporcionando incluso informacion bioldgica relevante en los
procesos de implementacion de biomateriales en células pluripotentes del sistema
nervioso central.

7.1.4. Pruebas preliminares

La metodologia seleccionada plantea una funcionalizacion de 6xidos de grafeno con
quitosano para obtener CSGO, que posteriormente sera afiadido a una solucion de
coldgeno para dar paso a la formacion del hidrogel.

El articulo Collagen/chitopsan-functionalized Graphene oxide hydrogel provide a 3D
matrix for neural, stem/precursor cells survival, adhesion, infiltration and migration,
se puede dividir en 2 grandes fases. La primera fase contempla la obtencion de
oxidos de grafeno y su subsecuente funcionalizacion con colageno, y la segunda
fase contempla la preparacion de los hidrogeles de colageno y CSGO.

La metodologia planteada por los autores se puede observar en la figura 13y 14 a
continuacion.

Figura 15
Metodologia preparacion de CSGO descrita por (Rezaei et al., 2021)

FUNCIONALIZACION QUITOSANO CON OXIDOS DE
GRAFENO

15 mL de GO suspendido (5 mg/mL agua
destilada) se mezclaron con 30 mL de Sonicar la solucién en hielo x 5 Centrifugar la mezcla a 5000 RPM
solucién de CS (0,5 % w/v en acido acético minutos. x 1 hora

1% v/v)

Lavar el precipitado 2 veces con
acido acético (0,02 N)

Re-suspender las particulas en
acido acético (0,02 N) para -
futuros usos.
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Figura 16
Metodologia preparacion hidrogeles de colageno y CSGO descrita por (Rezaei et
al., 2021)

PREPARACION HIDROGELES DE COLAGENO/CSGO

Se afiade la suspension de CSGO a la
solucién de coldgeno para alcanzar 0,9 mL
de contenido de CSGO relativo al peso del

coladgeno

3,4 mg de colageno se disuelven
en 0,02 N de &cido acético bajo — -
agitacion magnetica.

Se agita la solucion bajo agitacion
magnética hasta dispersar
completamente el CSGO

|

Se afiaden 0,9 mL de PBS (7,4 pH)
a la solucién

La solucién es incubada a 37°C para la
fibrilacién del coldgeno y la respectiva —~e———
formacién del hidrogel

Teniendo en cuenta el alcance de este proyecto y la disponibilidad de varios de los
elementos requeridos para desarrollar este producto, se procedié a realizar una
serie de modificaciones sobre la metodologia seleccionada.

Entre las primeras modificaciones, se encuentra la extraccion de colageno con el fin
de estandarizar el proceso de extraccion y tener control sobre el tipo de colageno
obtenido. También se considera la variacion de la concentracién de colageno en
relacion con la cantidad de CSGO, con el fin de evaluar su impacto sobre las
caracteristicas del hidrogel.

7.1.4.1. Extracciéon de colageno

Con el fin de estandarizar el proceso de obtencion del biomaterial y garantizar el
tipo de colageno obtenido, se propone la extraccion del colageno bovino tipo I.

Para la extraccion de colageno bovino tipo I, se procedio a realizar una revision
bibliografica que permitiera identificar la mejor metodologia para obtener colageno
tipo | de manera fiable y con un alto rendimiento. Esta revision permitio identificar la
metodologia descrita por (Negrete et al., 2018) que por medio de descelularizacion
e hidrolisis acida permite obtener un biopolimero comparable a un colageno
comercial. Para este proyecto se modifico la fuente animal del colageno.

Se permite asi establecer el proceso de extraccion de colageno bovino tipo | a partir
de cola de vaca, donde las vértebras de la cola de res se diseccionaron utilizando
un bisturi hasta exponer la columna y los tendones, retirando todo el muasculo
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posible. Estas vértebras y tendones expuestos fueron desinfectados en etanol al
70% durante un periodo de 15 minutos y posteriormente fueron sumergidos en PBS
1X. Acto seguido, se procedio a sumergir en etanol absoluto y se dejo en agitacion
durante una hora y media. Las vértebras y tendones proceden a ser lavados con
agua destilada y sumergidos en PBS 1X (EDTA 1,7 mM y Triton 100X al 1%) para
ser dejados en agitacion durante 3 horas para descelularizar. Una vez se cumple
este tiempo, la muestra es nuevamente lavada con agua destilada y es sumergida
en una solucion de 0,01M para el proceso de hidrélisis, que se mantuvo en
refrigeracion y agitacion durante un periodo de 7 dias. Cumplido este tiempo, se
procede a transferir un volumen de 30 ml a un tubo Falcon y se almacena a -80°C.
Finalmente las muestras son liofilizadas por un periodo de 3 dias para obtener
colageno seco.

Figura 17
Metodologia propuesta para la extraccion de colageno bovino tipo | a partir de cola
de vaca

Diseccionar la cola de res con Desinfectar las vértebras en ) Sumergir los tendones en
N ) Sumergir los tendones en un .

bisturi hasta exponerla ~—— etanolal 70% durante 15— vaso son PBS X1 ——  etanol absoluto y dejar en

columna y los tendones. minutos. agitacion durante 1 hora.

Se sumergen los tendones en
una solucién de HCI 0,01 M

Se realiza la descelularizacion

Se transfiere un volumen de del tejido sumergiendo los

i i Se hace un lavado de los
30 mL a un tubo Falcon de 50 --—— para-hldro\lzarst? (esta - ) -«—— tendones en PBS 1X (con EDTA
o solucién se mantiene en tendones con agua destilada. .,
ml para congelarse a -70°C L, . . 1,7 mM y Triton al 1%) y se
agitacion y refrigeracion deja agitar durante 1 hora.
l durante 7 dias)

Las muestras se colocan en
la liofilizadora durante 3 dfas
para obtener el colageno
seco.

Esta metodologia permitié la obtencién de 5,82 mg de colageno tipo | a partir de
151,72 gr de huesos de cola de vaca, el cual fue caracterizado por medio de
estereoscopia, micrografia y analisis de su espectro infrarrojo. En la figura 16 es
posible observar (A) imagenes con estereoscopio de las fibras de colageno
extraidas a partir de la metodologia propuesta, asi como (B) su espectro infrarrojo
por transformada de Fourier, que fue obtenido por medio del equipo BRUKER Alpha
Platinum-ATR.

54



Figura 18
(A)Imagen estereoscopio X4,5 del colageno extraido a partir de la metodologia
propuesta (Estereoscopio Olympus SZ61) y (B) su respectivo IFTR
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La caracterizaciéon por medio de estereoscopia permitié un primer acercamiento a
la estructura y caracteristicas del coladgeno extraido a través de la metodologia
propuesta. Se puede evidenciar que posee una morfologia tridimensional, en forma
de red de color blanco, que puede ser comparable a otras estructuras de colageno
extraido y liofilizado de otras fuentes animales (Cheng et al., 2017; Preetha Mini
Jose et al., 2014).

La imagen 16 también muestra la espectrofotometria infrarroja con transformada
de Fourier del colageno extraido, que permite evidenciar la presencia de la amida A
entre los 3400 cm™ a 3340 cm™, correspondiente a las vibraciones del estiramiento
N-H (Cheng et al., 2017). Asi mismo, es posible observar un nuevo pico a los 1633
cm que corresponde al estiramiento del enlace C=0 de la amida |, el pico en 1546
cm?! esta asociado al enlace N-H de la amida Il y la banda que esta relacionada con
la amida Ill se encuentra a los 1220 cm, comparables con los resultados reportados
en bibliografia previamente por (Preetha Mini Jose et al.,, 2014; Saldin et al.,
2017;Rezaei et al., 2021). En la imagen 17 es posible observar el reporte de la
espectrofotometria infrarroja de Fourier del colageno reportado por otros autores
junto con la indicacion de los grupos funcionales correspondientes a cada banda.
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Figura 19
Espectrofotometria infrarroja de Fourier para el colageno reportado en bibliografia
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Nota: Espectro FT-IR de andamios de colageno. Reproducida de Physico-chemical
characterization of collagen scaffolds for tissue engineering, 2015 (Ledn-Mancilla et
al., 2016).

7.1.4.2. Funcionalizacién de quitosano con 6xidos de grafeno y
sintesis del hidrogel de colageno y CSGO.

Para la funcionalizacion del quitosano con Oxidos de grafeno, se siguid la
metodologia planteada en la figura 13. Para efecto del desarrollo de la prueba
preliminar, se propusieron 2 concentraciones de CSGO con diferentes formas de
GO. La primera preparacion consider6 la forma laminada de los 6xidos de grafeno,
y para la segunda preparacion se considero la mitad de la primera preparacion, pero
de una forma pulverizada.

Este cambio permiti6 notar una diferencia inmediata en las coloraciones y
consistencia de las muestras obtenidas. Como se observa en la figura 18, hay una
diferencia evidente en color y consistencia del material funcionalizado.
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Figura 20
Funcionalizacion preliminar del quitosano con 6xidos de grafeno.

Los resultados de las pruebas preliminares permitieron establecer que la muestra
con GO pulverizado presentaba caracteristicas mas favorables para la formacién
del hidrogel en términos de superficie y consistencia. Por este motivo, se empled la
concentracion de esta muestra como la base para proponer las variaciones del
disefio experimental. También se pudo observar que, de las muestras obtenidas,
ninguna mostrd tener una fase de gelificacion. Esto permitié considerar el afiadir
una sustancia que permita la gelificacion por entrecruzamiento, como lo es el
glutaraldehido. La adicion de este agente reticulante en una proporcién de 5% (2000
ML) en relacion con el volumen de la muestra (10 pyL) mostré resultados rapidamente
y permitio tener un proceso de gelificacion en el material propuesto.

7.2. Fase ll

La segunda fase del proyecto comprende el disefio detallado del biomaterial, por lo
tanto, en esta seccion se llevo a cabo el establecimiento del disefio experimental
teniendo en cuenta los resultados obtenidos en las pruebas preliminares y los
requerimientos funcionales del sistema, y posteriormente, se tiene la sintesis,
obtencion y purificacion del biomaterial obtenido bajo los criterios de disefio
detallado.
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7.2.1. Establecimiento del disefio experimental factorial

Un disefio experimental se define como una herramienta estadistica que permite la
manipulacion intencional de una o varias variables independientes y de esta manera
evaluar el impacto estadistico de la misma sobre la variable respuesta (Montgomery,
2008). De esta manera, se hizo necesario realizar un analisis de las respuestas del
material a las diferentes variaciones a las que se someti6, permitiendo encontrar
una metodologia que tomara todas las posibles variables y diera como resultado el
mejor hidrogel que sirva como soporte para la microglia.

Teniendo en cuenta las pruebas preliminares y la naturaleza de la metodologia
seleccionada que consiste de 2 momentos, el primero siendo la funcionalizacién del
quitosano y los 6xidos de grafeno, y el segundo la sintesis del hidrogel, se
propusieron 2 disefios experimentales. Las variaciones propuestas se evidencian a
continuacion.

Tabla 15
Disefio experimental funcionalizacidén quitosano con 6xidos de grafeno (CSGO)

Masa de 6xidos de grafeno

28,2 mg 37,5mg 46,8 mg
e 0,56 gr Muestra 5 Muestra 4 Muestra 6
8
2
& 0,75 gr Muestra 2 Muestra 1 Muestra 3
S
8
g 0,93 gr Muestra 8 Muestra 7 Muestra 9

A partir de la funcionalizacion del quitosano con 6xidos de grafeno, se procedié a
establecer los subniveles del nivel de colageno. Basandose en literatura, la cantidad
de colageno considerada como media para la realizacion de este ensayo fue de
12,5 mg, que se vari6 en = 25%, obteniendo una masa de 10 mg como la cantidad
mas baja, y 15 mg como la cantidad mas alta de colageno. La definicion de las
cantidades de colageno y sus respectivos cédigos se encuentran a continuacion en
la tabla 16.
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Tabla 16
Variaciones de colageno planteadas

Cadigo Masa
Coll 10,0 mg
Col 2 12,5 mg
Col 3 15,0 mg

Teniendo esto en cuenta, se procede a plantear un disefio experimental factorial de
dos niveles, colageno y oOxidos de grafeno funcionalizado con quitosano, que
permitirian la obtencién de 27 muestras, que para garantizar su significancia
estadistica y grado de confiabilidad de las muestras en un 95%, se haran por
triplicado, obteniendo un total de 81 muestras. Los cddigos empleaos para la
identificacion de las muestras se observan a continuacion en la tabla 17.

Tabla 17
Caodigo de las muestras establecidas

Muestra Muestra Muestra Muestra Muestra Muestra Muestra Muestra Muestra

Muestra
2 3 4 5 6 7 8 9

Col 1l M1Coll M2Coll M3Coll M4Coll M5Coll M6Coll M7Coll M8Coll M9Coll

Col 2 M1Col2 M2Col2 M3Col2 M4Col2 M5Col2 M6Col2 M7Col2 M8Col2 M9Col2

Col 3 M1Col3 M2Col3 M3Col3 M4Col3 M5Col3 M6Col3 M7Col3 M8Col3 M9Col3

7.2.2. Sintesis y obtencion del biomaterial

Para la sintesis del hidrogel de colageno y CSGO se siguié nuevamente la
metodologia de (Rezaei et al., 2021) que por medio de 4 pasos permite obtener el
material deseado; (1) 3,4 mg de colageno se disuelven en acido acético (0.02 N)
bajo agitacion magnética. (2) Se afiade la solucion de CSGO hasta alcanzar 0,9 ml
y se deja en agitacibn magnética hasta alcanzar una solucién homogénea. (3) Se
afiaden 0,9 ml de PBS (pH 7.2) a la solucién y se neutraliza afiadiendo NaOH 0,5.
(4) La solucion procede a ser encubada durante una hora a 37°C para permitir la
fibrilacién del colageno y, por ende, la formacion del hidrogel.

Teniendo esa metodologia en cuenta, se procedi6 a realizar la obtencion de las 81
muestras explicadas en el disefio experimental. Dentro de los primeros resultados
observables a simple vista, la cantidad de colageno muestra que tiene un efecto
directo en la cantidad de material obtenido, pues teniendo la misma muestra de
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CSGO, los hidrogeles con la concentracibn mas baja de coladgeno poseen una
diferencia significativa en comparacion a los hidrogeles con la cantidad media de
colageno, esto se puede observar en la figura 19.

Figura 21
Hidrogeles de Col 1y Col 2 con Muestra 3

7.3.Fase lll

Una vez se han obtenido de manera exitosa los hidrogeles de Col/CSGO, se
procede a realizar las caracterizaciones correspondientes que permitiran el
posterior andlisis de la informacion cuantitativa y el andlisis estadistico que dara
lugar a escoger el tratamiento que se adecua a los requerimientos que se plantearon
en la primera fase del proyecto.

7.3.1. Caracterizaciéon morfoldgica

La caracterizacion morfolégica de los hidrogeles se dio por medio de microscopia
electronica de barrido, como se observa a continuacion en las figuras 22 a la figura
35. Las imagenes por medio de esta técnica permitieron la observacion de la
microestructura del material y una estimacion de su superficie por medio del
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programa ImageJ, para este ensayo, las muestras M2Coll, M3Col3, M4Col2,
M6Col3, M9Col2 y M9Col3 fueron seleccionadas en base a la cantidad obtenida del
material y su relevancia dentro del disefio experimental por sus resultados dentro
de la evaluacion del porcentaje de hinchamiento y viscosidad.

Reportes en bibliografia mencionan que el afiadir componentes basados en
carbono, se evidencia un incremento en el tamafio de los poros del material (Magaz
et al., 2021; Roshanbinfar et al., 2019). Sin embargo, dicha observacion no pudo
ser realizada en este ensayo, pues la naturaleza de la muestra y su proceso de
secado por liofilizadora hicieron del hidrogel un material en polvo que no muestra
una topografia porosa propiamente dicha.

Microscopia electrénica de barrido de la muestra M2Col1.

La imagen de microscopia obtenida a partir de la muestra M2Col1, que tiene la
composicidbn mencionada en la tabla 18, puede observarse a continuacién en la
figura 20. Esta muestra tiene una caracteristica particular, y es la diferenciacion
clara entre una zona porosa del material en la parte inferior de la imagen y una zona
lisa en la parte superior. La topografia lisa puede estar asociada al tipo de molde y
de secado que tuvo el material para la preparacion de la prueba. Esta imagen se
tomo con un haz de electrones de 7,0 kV, una magnificacion 5,00 kx para obtener
una escala de 20 pm.

Tabla 18
Composicion muestra M2Coll

Composicion muestra M2Coll

Quitosano Oxidos de grafeno Colageno
0,75 gr 28,2 mg 10,0 mg

Las imagenes MEB permitieron observar una fractura bajo la zona particularmente
lisa, donde es posible ver una organizacion de poros de manera aleatoria. Asis
mismo, la figura 21 permite observar multiples facturas sobre la superficie del
material que muestra algunas laminas comparables a resultados obtenidos
previamente por otros autores (Magaz et al., 2021; Roshanbinfar et al., 2019). Esta
imagen se tomo6 con un haz de electrones de 7,0 kV, una magnificacion 500 x para
obtener una escala de 200 pm.
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Figura 22
Micrografia obtenida a partir de la microscopia electrénica de barrido de la
muestra M2Col1l magnificacion 5,00 kx

SEM HV: 7.0 kV WD: 9.90 mm LYRA3 TESCAN
SEM MAG: 5.00 kx Det: SE, BSE
View field: 41.5 pm Date(m/dly): 05/11/22 Centro Microscopia-UNIANDES

Estas imagenes permiten observar una serie de laminas fracturadas ubicadas
uniformemente a lo largo de la superficie que en su interior presentas algunas
porosidades entre ellas.
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Figura 23
Micrografia obtenida a partir de la microscopia electrénica de barrido de la
muestra M2Coll magnificacion 500 x

SEM HV: 7.0 kV WD: 9.90 mm | LYRA3 TESCAN
SEM MAG: 500 x Det: SE, BSE
View field: 415 pym Date(m/dly): 05/11/22 Centro Microscopia-UNIANDES

La figura 23 permite observar las medidas tomadas por medio del software ImageJ,
con el fin de determinar los tamafios y areas de algunas partes del material. Como
lo evidencia la imagen, la muestra 4 posee una longitud en sus fracturas de
alrededor de 154,11 um, y un area superficial de 2123,78 um?, dando cumplimiento
al requerimiento que se habia planteado respecto al tamafio del material
(Kettenmann & Verkhratsky, 2011).

Asi mismo, la figura 24 muestra una magnificacion de 50,0 kx en la zona porosa del
material, de que podemos observar que las longitudes de poro marcadas se
encuentran entro los 0,577 umy 0,766 um.
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Figura 24
Micrografia obtenida a partir de la microscopia electronica de barrido de la
muestra M2Coll magnificacion 500 x

smafio de poro; %8

SEM HV: 7.0 kV WD: 9.91 mm | LYRA3 TESCA
SEM MAG: 50.0 kx Det: SE, BSE
View field: 4.15 pm Date(m/dly): 05/11/22 Centro Microscopia-UNIANDES

Microscopia electrénica de barrido de la muestra M3Col3

La imagen de microscopia obtenida a partir de la muestra M3Col3, que tiene la
composicién mencionada en la tabla 19, puede observarse a continuacion en la
figura 25. Esta muestra, a diferencia de la observada anteriormente en la figura 20,
presenta una serie de laminas interconectadas con algunas aglomeraciones que
pueden deberse a errores en el proceso de sintesis y purificacion del material. Sin
embargo, este tipo de formaciones laminares y aglomeradas son observables
también en ensayos realizados por otros investigadores, que se demuestran tipicos
en materiales carbonosos(Sabzevari et al., 2018). Esta imagen se tomé con un haz
de electrones de 7,0 kV, una magnificacién 5,00 kx para obtener una escala de 20
pm.

Tabla 19
Composicion muestra M3Col3

Composicién muestra M3Col3

Quitosano Oxidos de grafeno Colageno
0,759 46,8 mg 15,0 mg
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Figura 25
Micrografia obtenida a partir de la microscopia electrénica de barrido de la
muestra M3Col3 magnificacion 5,00 kx

SEM HV: 7.0 kV WD: 9.56 mm LYRA3 TESCAN
SEM MAG: 5.00 kx Det: SE, BSE
View field: 41.5 pm Date(m/dly): 05/11/22 Centro Microscopia-UNIANDES

En la figura 26, es posible observar la muestra M3Col3 en una magnificacion de
500x, que permite observar una estructura porosa de manera aleatoria. Por medio
del software ImageJ, fue posible realizar las medidas de uno de los poros, asi como
de una de las escamas de la parte superior. Esto permiti6 encontrar un poro de
longitud 33,493 um, asi como una longitud de escama de 96,502 pm.

Adicionalmente, se realiz6 un analisis semicuantitativo elemental para corroborar
los componentes presentes en el hidrogel, asi como su ubicacion y abundancia a lo
largo del material. De esta manera, se obtienen los resultados mostrados en la figura
27 y la tabla 20.
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Figura 26

Micrografia obtenida a partir de la microscopia electrénica de barrido de la
muestra M3Col3 magnificacion 500x

SEM HV: 7.0 kV WD: 9.71 mm LYRA3 TESCAN
SEM MAG: 500 x Det: SE, BSE

View field: 415 pm Date(m/dly): 05/11/22 Centro Microscopia-UNIANDES

Figura 27
Andlisis quimico semicuantitativo elemental de la muestra M3Col3 obtenido a
través de la microscopia electrénica de barrido
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Tabla 20
Resultados analisis semicuantitativo elemental de la muestra M3Col3

Element Line Type Wit% Wit% Sigma Atomic %
c K series 70.17 3.01 76.94
N K series 3.01 3.68 2.83
@] K series 21.76 1.55 17.91
Na K series 2.19 0.35 1.25
Cl K series 2.87 0.61 1.07
Total: 100.00 100.00

La figura 27 y la tabla 20 muestran la composicion del hidrogel M3Col3, que
demuestra tener altos porcentajes de carbono y oxigeno, resultados de la
funcionalizacion del quitosano con los 6xidos de grafeno. Asi mismo, la presencia
de sodio y cloro son residuos de los procesos y reactivos utilizados en la sintesis y
purificacion del material. Estos particularmente pueden ser vistos como pequefias
cristalizaciones en la figura 25, que pueden ser asociados a la falta de lavados del
proceso en la extraccion de colageno. Asi mismo, la presencia del oro se adjudica
al proceso de metalizacion de la muestra para ejecutar la caracterizacion por medio
de microscopia electrénica de barrido.

Microscopia electrénica de barrido de la muestra M4Col2

La imagen de microscopia obtenida a partir de la muestra M4Col2, que tiene la
composicidbn mencionada en la tabla 20, puede observarse a continuacién en la
figura 23. Esta muestra conserva una similitud con la micrografia obtenida en la
figura 22, se puede apreciar una cavidad del material sonde encontramos una serie
de ldminas que pueden ser atribuidas a los 6xidos de grafeno. Este material también
muestra una aglomeraciéon de material caracteristicas de los componentes
carbonosos presentes en la muestra (Sabzevari et al., 2018). Esta imagen se tomo
con un haz de electrones de 7,0 kV, una magnificacion 5,00 kx para obtener una
escala de 20 pm.

Tabla 21
Composicion muestra M4Col2

Composicién muestra M4Col2

Quitosano Oxidos de grafeno Colageno
0,56 gr 37,5mg 12,5 mg
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Figura 28
Micrografia obtenida a partir de la microscopia electrénica de barrido de la
muestra M4Col2 magnificacion 5,00 kx

SEM HV: 7.0 kV WD: 13.34 mm LYRA3 TESCAN
SEM MAG: 5.00 kx Det: SE, BSE
View field: 41.5 pm Date(m/dly): 05/11/22 Centro Microscopia-UNIANDES

Microscopia electronica de barrido de la muestra M6Col3

La imagen de microscopia obtenida a partir de la muestra M6Col3, que tiene la
composicién mencionada en la tabla 22, puede observarse a continuacién en la
figura 29. Esta muestra no posee indicaciones de porosidad en su superficie, sin
embargo, se puede ver la presencia de algunas laminas, como se ha descrito en
anteriores micrografias. Esta muestra, a diferencia de las anteriores, posee una
rugosidad a través de su superficie que parece indicar la presencia de cristales,
posiblemente provenientes del proceso de purificacion del hidrogel. Esta imagen se
tomao con un haz de electrones de 7,0 kV, una magnificacion de 5,00 kx para obtener
una escala de 20 pm.

Tabla 22
Composicion muestra M6Col3

Composicién muestra M6Col3

Quitosano Oxidos de grafeno Colageno
0,56 g 46,8 mg 15,0 mg
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Figura 29
Micrografia obtenida a partir de la microscopia electrénica de barrido de la
muestra M6Col3 magnificacion 5,00 kx

SEM HV: 7.0 kV WD: 9.74 mm | LYRA3 TESCAN
SEM MAG: 5.00 kx Det: SE, BSE
View field: 41.5 ym Date(m/dly): 05/11/22 Centro Microscopia-UNIANDES

La figura 29 también muestra una superficie donde existen una hojillas o laminas
gue se encuentras dispersadas de manera aleatoria pero que tratan de organizarse
de manera horizontal a lo largo de la superficie del material.
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Figura 30
Andlisis quimico semicuantitativo elemental de la muestra M6Col3 obtenido a
través de la microscopia electrénica de barrido
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Tabla 23
Resultados andalisis semicuantitativo elemental de la muestra M6Col3
Element Line Type Wit% Wit% Sigma Atomic %
C K series 69.21 1.33 79.66
(@] K series 15.76 0.89 13.62
Na K series 4.06 0.29 2.44
Cl K series 10.98 0.67 4.28
Total: 100.00 100.00

De esta muestra también se realiz6 un andlisis semicuantitativo elemental, el cual
demostré una alta presencia de carbono y oxigeno, y siendo consistente con su
porcentaje, hay una mayor cantidad de oxigeno que se debe a la funcionalizacion
del quitosano con el oxido de grafeno, esta vez, en una concentracion mas alta,
comparada con la muestra M3Col3. Nuevamente los residuos presentes en la
muestra, correspondiendo al sodio y cloro, estan relacionados a los procesos de
purificacion y lavado del colageno, visibles como cristales en la figura 29.
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Microscopia electronica de barrido de la muestra M9Col2

La imagen de microscopia obtenida a partir de la muestra M9Col2, que tiene la
composicidon mencionada en la tabla 22, puede observarse a continuacion en la
figura 25. La micrografia obtenida muestra una serie de laminas intercaladas una
sobre otra, que muestran algunos signos de fractura y mdultiples cristales en su
superficie. Los cristales pueden verse mas a detalle en la figura 26. Esta imagen se
tomo con un haz de electrones de 7,0 kV, una magnificacion de 492 x para obtener
una escala de 20 pm.

Tabla 24
Composicion de la muestra M9Col2

Composicién muestra M9Col2

Quitosano Oxidos de grafeno Colageno
0,93 gr 46,8 mg 12,5 mg

Figura 31
Micrografia obtenida a partir de la microscopia electrénica de barrido de la
muestra M9Col2 magnificacion 942 x

1 8 Y
SEM 7.0kV WD: 12.32 mm | | LYRA3 TESCAN
SEM MAG: 492 x Det: SE, BSE
View field: 422 ym Date(m/dly): 05/11/22 Centro Microscopia-UNIANDES

La figura 31 muestra una serie de ldminas de apariencia compacta con fracturas
gue parecen indicar una organizacion por niveles de las muestras, las fracturas
presentes permiten ver algunas porosidades en el material.
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Figura 32
Micrografia obtenida a partir de la microscopia electrénica de barrido de la
muestra M9Col2 magnificacién 20,0 kx

§ .

y

e

SEM HV: 7.0 kV WD: 11.96 mm LYRA3 TESCAN
SEM MAG: 20.0 kx Det: SE, BSE
View field: 10.4 pm Date(m/dly): 05/11/22 Centro Microscopia-UNIANDES

Microscopia electronica de barrido de la muestra M9Col3

La imagen de microscopia obtenida a partir de la muestra M9Col3, que tiene la
composicién mencionada en la tabla 23, puede observarse a continuacion en la
figura 25. Al ser la muestra con mayor contenido de componentes carbonosos, es
de esperar observar las aglomeraciones de material, asi como la formacién de
laminillas en ciertas regiones de este. Esta imagen se tomdé con un haz de
electrones de 7,0 kV, una magnificacién de 5,00 kx para obtener una escala de 20
pm.

Tabla 25
Composicion de la muestra M9Col3

Composicién muestra M9Col2

Quitosano Oxidos de grafeno Colageno
0,93 gr 46,8 mg 15,0 mg
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Figura 33
Micrografia obtenida a partir de la microscopia electrénica de barrido de la
muestra M9Col3 magnificacion 5,00 kx

SEM HV: 7.0 kV WD: 12.35 mm | | LYRA3 TESCAN
SEM MAG: 5.00 kx Det: SE, BSE
View field: 41.5 ym Date(m/dly): 05/11/22 Centro Microscopia-UNIANDES

La figura 33 muestra la superficie de material cubierta de una serie de hojillas que
hacen referencia al material carbonoso presente en la composicion, y se respectiva
aglomeracion a lo largo del material.

Figura 34
Micrografia obtenida a partir de la microscopia electrénica de barrido de la
muestra M9Col3 magnificacion 5,00 kx

@ -
SEM HV: 7.0 kV WD: 10.71 mm LYRA3 TESCAN
SEM MAG: 5.00 kx Det: SE, BSE
View field: 41.5 pm Date(m/dly): 05/11/22 Centro Microscopia-UNIANDES

73



Figura 35
Micrografia obtenida a partir de la microscopia electrénica de barrido de la
muestra M9Col3 magnificacién 20,0 kx
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SEM HV: 7.0 kV WD: 10.69 mm LYRA3 TESCAN
SEM MAG: 20.0 kx Det: SE, BSE
View field: 10.4 pm Date(m/dly): 05/11/22 Centro Microscopia-UNIANDES

-

Las figuras 34 y 35 muestran un acercamiento a las zonas con mayor cantidad de
formacion de cristales. Es posible asumir que la formacion de cristales esta
relacionada a falta de purificacion del material. Teniendo en cuenta que este
material contiene la mayor cantidad de coldgeno contemplada en el disefio
experimental, se puede plantear que la purificacion de la extraccién del colageno
fue incompleta, dejando algunas sales que pudieron ser observadas por medio de
la microscopia electronica de barrido.

7.3.2. Caracterizacion de composicion

Se realizdé una espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR) para
identificar los grupos funcionales presentes en el hidrogel propuesto de colageno y
guitosano funcionalizado con 6xidos de grafeno. A continuacién, se realizaron las
identificaciones estructurales y de composicion de los hidrogeles.
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Figura 36
Estructura quimica del quitosano funcionalizado con 6xidos de grafeno y colageno
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Nota: Estructuras quimicas del Oxido de grafeno, quitosano y colageno.
Reproducida de Collagen/chitosan-functionalized graphene oxide hydrogel provide
a 3D matrix for neural stem/precursor cells survival, adhesion, infiltration and
migration, 2021(Rezaei et al., 2021), PubChem Compound Summary for CID
6913668, Collagen I, alpha chain (98-110) (National Center for Biotechnology
Information; 2022).

Para proceder con el analisis de los espectros IR de las muestras obtenidas, es
importante denotas que, debido a su composicién, cada una de las muestras debe
contemplar las bandas denotadas en la figura 36, correspondientes a los espectros
relacionados a los grupos funcionales caracteristicos de las muestras.

La figura 21 muestra que los componentes del hidrogel estan conformados por
grupos carboxilo y oxigenados. Como se mostr6é anteriormente en la figura 17, los
oxidos de grafeno poseen una serie de bandas caracteristicas relacionadas a la
vibracion de la tensién de los enlaces C-O-C alrededor de los 1045 cm™, asi mismo,
también presentan una banda C-OH a los 1213 cm, una banda C=0 de un grupo
carboxilo alos 1718 cm?, y un estiramiento OH a los 3395 cm™ (Rezaei et al., 2021).
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Figura 37
Espectro IR de las muestras M1Col1, M4Coll, M7Col 1 y M10Coll
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M7Col H M10Col1

La figura 37 muestra los espectros infrarrojos de 4 de las muestras que poseen el
nivel 1 de colageno (10 mg). Estas gréaficas demuestran la aparicion de las bandas
del colageno, que se habian mostrado previamente en la figura 11, pero cuya
principal caracteristica es tener un pico mas alto, entre 1636 cm™ y 1650 cm™. Esta
banda correspondiente a la amida | y al estiramiento del enlace C=0 de los 6xidos
de grafeno (Rezaei et al., 2021). Es posible también evidenciar que la profundidad
de los picos se encuentra ligada a las concentraciones de los componentes
presentes en el tratamiento a evaluar.

Este mismo analisis puede verse aplicada a las figuras 38 y 39 que esta vez
muestran los espectros obtenidos de algunas de las muestras con los niveles
medios y altos de colageno. Es posible verificar que, como se menciona
anteriormente, la banda de la amida | se ubica en todas las muestras en un rango
un poco mas alto de lo normal, haciendo referencia a la funcionalizacién exitosa con
oxidos de grafeno.
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Figura 38
Espectro IR de las muestras M1Col2, M2Col2, M4Col2 y M9Col2
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Figura 39
Espectro IR de las muestras M1Col3, M5Col3, M7Col3 y M8Col3
f A M1Col3 Q ”‘-‘n'ul‘.’.-:,r-‘"'* PSR . M5Col3
‘ "“ ~ ’ 1.
g | 1 ° [y v —~
3 w ; \
2 | 1) "‘, | |
_ i — N SN 5 S— -y i”- — . - . .
g | T [y nﬂ_,""“,“l ‘r""‘ ‘ ‘ Ay [ M8Col3
3 . \ “. \
: | H‘

77



Los resultados obtenidos en las figuras 37, 38 y 39 fueron comparados a las
caracterizaciones realizadas por (Rezaei et al., 2021) en su articulo
Collagen/chitosan-functionalized graphene oxide hydrogel provide a 3D matrix for
neural stem/precursor cells survival, adhesion, infiltration and migration, publicado
en 2021, donde se realiz6 la fabricacion de un hidrogel a base de una
funcionalizacion de quitosano con 6xidos de grafeno y colageno. Haciendo esta
comparacion, es posible determinar que las bandas obtenidas en los espectros son
comparables a las reportadas en bibliografia, y siguen los patrones estipulados en
la profundidad de los picos a medida que la concentracion de los componentes
aumenta. Adicionalmente, por las variaciones en las bandas del estiramiento C=0,
es posible decir que se dio la funcionalizacion del composito de CSGO.
Adicionalmente, los resultados anteriores también indican que el pico que aparece
alrededor de los 1200 cm™ pueden estar relacionados a estiramiento de los grupos
epoxy de la superficie del 6xido de grafeno y el estiramiento de los grupos N-H y C-
N de la estructura del colageno.

7.3.3. Caracterizacion porcentajes de hinchamiento

Para el célculo del porcentaje de hinchamiento se partié de una masa de 100 mg
de cada una de las muestras (27 muestras) y se realizg este ensayo por triplicado.
Como solvente se emple6 PBS 1X con pH 7,4.

Tabla 26
Porcentaje de hinchamiento de los hidrogeles con el nivel 1 de colageno (10,0 mg)

Tiempo M1Coll M2Coll M3Coll M4Coll M5Coll M6Coll M7Coll M8Coll M9Coll

0,28 92+2 93+11 931 95+0,2 92+4 90+6 98,6+1  87+15 95+2
0,5 9715 95+7 95+1 97+0,2 92+3 97+2 98+2 937 96,3%1
0,71 93+19 95+5 95+2 98,7+2 91,62 97,2+2 95+2 98,243 96+9

1 93+5 94+4 95+4 98,317 91+2 97+1 95,342 98+1 96+3
1,41 90+4 94,843  96+0,3 98+2 91+2 97,412 96+3 98+1 95,243
2 90+6 92+3  96,3x0,3  98+2 92,3+1 97,4+18 95,2+12  98+3 89,1+7

2,23 89+14 92+3 961 92+4 92+2 97,73 956 97,4+1 90+3
2,44 84+11 92+5 96+3 93+3 92+1 97,52 92,5+3 97,3#4 90+2
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Figura 40
Porcentaje de hinchamiento de las muestras con el nivel 1 de colageno (10,0 mg)
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Tabla 27
Porcentaje de hinchamiento de los hidrogeles con el nivel 2 de colageno (12,5 mg)

Tiempo M1Col2 M2Col2 M3Col2 M4Col2 M5Col2 M6Col2 M7Col2 M8Col2 M9Col2

0,28 92+5 90+1 7414 93+1 94+11 97+1 95+1 90+4 95+1
0,5 95+7 95«1 89+4 93+37 94+5 97+1 94+1 90,8+3 98,3+1
0,71 93+6 93+4 89+2 95+10 97+5 97+4 94+4 90+68 98+5

1 94+2 96+8  96,6+0,4 94+10 97,8+4 95,6£3 94,7+3 87,2+34 98+8
1,41 95+1 96+20 94+17 91+6 97+6 951 95+1 87+46  99,4+0,4
2 95+1 96+32 97+28 96+2 94+4 95+1 95+1 87+22 92+0,2

2,23 93+8 96+7 90+5 94+3 93,6+2 95,8+2 94+2 89+86 92+1
2,44 96+6 96+3 83+2 94+6 94+3 96,3+3 94,3+1 88,9+32 931
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Figura 41
Porcentaje de hinchamiento de los hidrogeles con el nivel 2 de colageno (12,5 mg)
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Tabla 28
Porcentaje de hinchamiento de los hidrogeles con el nivel 3 de colageno (15,0 mg)

0,0

0,5

1,0 1,5

20

25

Raiz cuadrada del tiempo en horas

3,0

M1Col2
M2Col2
M3Col2
M4Col2
M5Col2
M6Col2
M7Col2
M8Col2
M9Col2

totrdtive

Tiempo M1Col3 M2Col3 M3Col3 M4Col3 M5Col3 M6Col3 M7Col3 M8Col3 M9Col3

0,28 87+1 90+4 98+1 89+7 94+11 94+1 90+4 92+1 94+1
0,5 90«1 90+3 961 94,3+8 94,845 95+1 90+4 96+1 965
0,71 92,3+4 9145 96+4 94+10 9715 97+1 93,442 96,3+4 967

1 9548 89+5 95,9+3  95+19 98+4 97,8+1 9545 96+8 94+7
1,41 94+27 95,449 961 95+32 98+6 94+7 95,7¢5 96,848 94+1

2 93,6£33  97+2 97,1+2  97+14  98,3+4 93+3 95+2 96+3 93+3
2,23 93,6+4 94,844 97+2 98+2 98+2 93+3 95+1 95,7+7 93+3
2,44 92,5+7 95+3 97«1 98+1 98+3 93,716 94+2 95,2+3 89+1
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Figura 42
Porcentaje de hinchamiento de los hidrogeles con el nivel 3 de colageno (15,0 mg)
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Las tablas 26, 27 y 28 junto con las figuras 40, 41 y 42 muestran los porcentajes de
hinchamiento de los hidrogeles de CSGO propuestos, separados en base a su
cantidad de colageno, que, a pesar de no mostrar grandes diferencias entre sus
variaciones de colageno, si permite identificar la importancia del quitosano para la
capacidad de hinchamiento del hidrogel, y con su funcionalizacion con los niveles
mas altos de 6xidos de grafeno, permite una mayor retencién del PBS en el material,
aumentando asi su capacidad de hinchamiento y corroborando la informacién
existente en bibliografia (Rezaei et al., 2021; Sabzevari et al., 2018).

Comparando los resultados obtenidos con los resultados base de la metodologia
seleccionada, se pueden observar algunas variaciones, pues en el articulo
Collagen/chitopsan-functionalized Graphene oxide hydrogel provide a 3D matrix for
neural, stem/precursor cells survival, adhesion, infiltration and migration de (Rezaei
et al., 2021) se puede observar una tendencia lineal en los porcentajes de
hinchamiento de las muestras. Aunque el comportamiento de las muestras dista de
los resultados obtenidos por los autores, es posible deducir que las mayores
cantidades de quitosano y Oxidos de grafeno aportan un perfil importante en la
caracteristica de hinchamiento de los hidrogeles, aunque para este ensayo no fuera
cierto en todos los casos.
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7.3.4. Caracterizacion reolégica del material

El comportamiento reolégico de un material, en este caso, de un hidrogel para
futuras aplicaciones clinicas, es de crucial importancia ya que provee informacion
mecanica sobre el comportamiento del material. Las mediciones reoldgicas se
realizaron empleando un redmetro (AntonPaar MCR 92) y utilizando la geometria
de medicién PP50. La placa se precalenté a una temperatura estdndar de 25°C y
las muestras fueron extraidas y puestas una por una sobre la placa.

A continuacion, en las figuras 37 y 38 se puede apreciar que el hidrogel propuesto
tiene un comportamiento no newtoniano, evidente por su adelgazamiento por
cizallamiento, pues es posible notar como la viscosidad del material disminuye a
medida que aumenta el esfuerzo cortante (M. H. Chen et al., 2017; Stojkov et al.,
2021). Esta primera muestra gréafica, permite catalogar el material obtenido como
un pseudoplastico, siendo consistente con lo esperado de un material basado en
una solucion de polimeros (Kocen et al., 2017).

La figura 43 compila los resultados de viscosidad de las muestras M5Col2 (azul
oscuro), M4Coll (rojo), M3Coll (azul claro) y la muestra M3Col2 (verde
aguamarina). Esta gréafica permite identificar la muestra M4Coll con una viscosidad
mayor, y sostenida en el tiempo a diferencia de las otras muestras evaluadas,
seguida de la muestra M5Col2. A diferencia de la figura 43, las muestras de la figura
44 estan compuestas por los tratamientos mas bajos de CSGO.

La figura 44 muestra los resultados de viscosidad de las muestras M1Coll (gris
claro), M1Col2 (verde), M1Col3 (rosado), M2Coll (azul opaco), M2Col2 (negro) y
M2Col3 (gris opaco).
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Figura 43
Resultados viscosidad muestras en funcion de la tasa de corte.
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Figura 44
Resultados viscosidad muestras en funcion de la tasa de corte.
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En analisis de estas gréaficas permite identificar un patron relacionado a la cantidad
de quitosano con 6xidos de grafeno, pues las muestras que poseian un tratamiento
gue considerara un nivel de CSGO alto, la viscosidad del material aumenta, por lo
gue son dos variables directamente proporcionales.

Estos resultados corroboran otros estudios sonde se evidencia que la adicion de
oxidos de grafeno, (en el caso de este trabajo, las concentraciones mas altas),
muestran un aumento en la viscosidad del material, esto se debe a la presencia de
un alto niumero de grupos funcionales que contienen oxigeno interactuando con los
grupos amino del quitosano (Kosowska et al., 2020).

7.3.5. Analisis de superficie de respuesta

El andlisis de superficie de respuesta es un grupo de técnicas tanto mateméaticas
como estadisticas, cuyo principal objetivo es optimizar una respuesta de interés a
través del estudio de la influencia de las variables. Este analisis produce como
resultado una figura (véase figura 45) que permite visualizar de manera grafica y
tridimensional como varia la respuesta del material al realizar una variacion sobre
sus variables independientes (Myers et al., 2016).

Figura 45
Referencia de un analisis de superficie de respuesta

b T T

B= Lecithin g A= Cholesterol A= Cholesterol e C = Surfactant B= Lecithin

Nota: Metodologia de superficie de respuesta para la optimizacion de una
formulacién. Reproducida de Development and Evaluation of Optimized Thiolated
Chitosan Proniosomal Gel Containing Duloxetine for Intranasal Delivery (Khatoon et
al., 2019).
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De manera matemdtica, un analisis de superficie de respuesta de modela a partir
de modelos de regresion de primer o segundo orden, de esta manera se brinda una
mejor aproximacion al modelo. Para el caso de dos variables independientes, se
puede emplear el modelo expuesto en la ecuacion 2. Esta ecuacion representa a n
como la variable respuesta y B1, B2, ... Pk como las variables independientes o
variables del proceso. También te tiene en cuenta € como error estadistico (Myers
et al., 2016).

Ecuacion 2
Modelo de regresion de primer orden

n= Po+Pix1+Brx>+¢

A través del software Statgraphics, se procedido a hacer el disefio del modelo
matematico con el fin de optimizar los efectos de las variables de CSGO y masa de
colageno sobre algunas de las evaluaciones realizadas. Los resultados se observan
a continuacion.

Figura 46

Andlisis de superficie de respuesta de la relacion concentracion de colageno,
concentracion de quitosano, y concentracion de GO sobre el porcentaje de
hinchamiento
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Tabla 29
Analisis de varianza % de hinchamiento

Fuente Suma de cuadrados Df Cuadrado medio F-Ratio P-Value
A:Col 6,125 1 6,125 0,64 0,4596
B:CS 45,125 1 45,125 4,73 0,0818
C.GO 12,5 1 12,5 1,31 0,3044
AA 96,9808 1 96,9808 10,16 0,0244
AB 0,25 1 0,25 0,03 0,8778
AC 81,0 1 81,0 8,48 0,0333
BB 0,0576923 1 0,0576923 0,01 0,9411
BC 16,0 1 16,0 1,68 0,2521
CcC 0,519231 1 0,519231 0,05 0,8249
Total error 47,75 5 9,55

Total (corr.) 306,0 14

La figura 46 presenta la superficie de respuesta de las condiciones 6ptimas de
respuesta de la masa de colageno, quitosano y 6xidos de grafeno en relacion con
el porcentaje de hinchamiento del material. A través de este andlisis, y su respectivo
analisis de varianza, es posible establecer que, para maximizar el porcentaje de
hinchamiento del material, con un valor 6ptimo de 99,35%, la masa de colageno a
emplear es de 12,5 mg (correspondientes a la muestra 2), y la combinacién del
disefio de CSGO que relaciona el nivel bajo de quitosano con el nivel intermedio de
oxidos de grafeno (M2).

Asi mismo, bajo la misma metodologia, se procedié a realizar el andlisis de la
viscosidad de las muestras que dio como resultado la gréfica observada en la figura
47. Esta superficie de respuesta representa las condiciones de viscosidad 6ptimas
para el hidrogel a partir de su porcentaje de hinchamiento y la composicién del
material en términos de colageno y quitosano. De esta manera, y por medio de la
funcion de optimizacién, es posible encontrar los rangos de composicién, que, al
relacionarse con el porcentaje de hinchamiento y la viscosidad del material, permite
establecer la composicion con las mejores caracteristicas para este material.
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Figura 47
Andlisis de superficie de respuesta de la relacion concentracion de colageno,
concentracion de quitosano, y concentracion de GO sobre la viscosidad
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Tabla 30
Andlisis de varianza para la superficie de respuesta de viscosidad
Fuente Suma de cuadrados Df Cuadrado medio F-Ratio P-Value
A:Col 4,33401E6 1 4,33401E6 0,01 0,9284
B:CS 5,33441E7 1  5,33441E7 0,11 0,7538
C:GO 2,58034E8 1  2,58034ES8 0,53 0,4988
AA 2,25339E8 1 2,25339E8 0,46 0,5261
AB 4,1984E8 1 4,1984E8 0,86 0,3952
AC 2,53706E8 1 2,53706E8 0,52 0,5022
BB 1,45829E9 1 1,45829E9 3,00 0,1437
BC 2,38424E8 1 2,38424E8 0,49 0,5148
CcC 1,29271E7 1 1,29271E7 0,03 0,8768
Total error 2,42873E9 5  4,85745E8
Total (corr.) 5,46666E9 14

El andlisis ANOVA para la variabilidad de la viscosidad muestra las relaciones de
cada uno de los factores considerados. En este caso, 0 efectos tienen valores P
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inferiores a 0,05, lo que indica que son significativamente diferentes de cero al nivel
de confianza del 95,0%. En respuesta a este analisis, se establece que las
concentraciones Optimas para el resultado de viscosidad del material corresponden
al nivel medio del colageno Col2, con lo niveles de quitosano medio y alto para el
oxido de grafeno, con un valor 6ptimo de viscosidad de 52335,8 cP.

Para el establecimiento de la metodologia con mejores resultados sobre el tamafio
del poro del material, se realiz6 un andlisis de superficie de respuesta teniendo
como variables la cantidad de 6xidos de grafeno y el porcentaje de hinchamiento de
la muestra. La figura 47 muestra el resultado de este proceso.

Figura 48
Andlisis de superficie de respuesta de la relacién concentracién de GO y el
porcentaje de hinchamiento sobre el tamafio del poro
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Tabla 31
Andlisis de varianza tamafo del poro

Fuente Suma de cuadrados Df Mean Square F-Ratio P-Value
A:GO 1642,92 1 1642,92 88,19 0,0002
B:%Hinchamiento 22,2684 1 22,2684 1,20 0,3241
AA 27,3847 1 27,3847 1,47 0,2795
AB 1,01909 1 1,01909 0,05 0,8243
BB 2,15441 1 2,15441 0,12 0,7476
Total error 93,1481 5 18,6296

Total (corr.) 1786,74 10

El analisis ANOVA para la variabilidad del tamafio del poro muestra las relaciones
de cada uno de los factores considerados. En este caso, 1 de los efectos (la
concentracion de 6xidos de grafeno) tienen valores P inferiores a 0,05, lo que indica
gue son significativamente diferentes de cero al nivel de confianza del 95,0%. En
respuesta a este analisis, se establece que las concentraciones Optimas para el
resultado de tamafio de poro del material corresponden al nivel mas alto de 6xidos
de grafeno, 46,8 mg.

A partir de cada uno de los analisis de varianza realizados en la superficie de
respuesta, se pudo determinar que algunas de las variables eran significativas
estadisticamente para algunas caracteristicas especificas. Cada una de las tablas
obtenidas muestra en color rojo la relacién y relevancia de la variable dentro del
ensayo realizado. Esto da como resultado, que el disefio que considera las mejores
caracteristicas para el disefio de un biomaterial con potencial aplicacion como
soporte a la microglia en procesos de regeneracién corresponde a la muestra
M3Col2. Esta muestra presenta la combinacion Optima establecida a través del
analisis realizado de la superficie de respuesta en donde los valores que optimizan
las caracteristicas que se consideran relevantes en el disefio de un biomaterial, para
este proyecto son las de tamafo de poro, porcentaje de hinchamiento y viscosidad.
Se considera que la formulacion del material debe de componerse del nivel mas alto
de 6xidos de grafeno, y niveles medios de colageno y quitosano. De esta manera
se procedi6 a plantear la siguiente metodologia para la obtencion de un biomaterial
tipo hidrogel que sirva como soporte para la linea celular microgia en los procesos
de regeneracion celular del sistema nervioso central (véase Figura 49).
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Figura 49
Metodologia de obtencion propuesta

—
Se disuelven 12,4 mg de Se anade el volumen de 0,85 mL de la Se lleva a vortex para dispersar
colageno en 4cido acético suspension de CSGO para alcanzar 0,9 mL completamente el CSGO.

de solucién

La soluci6n es incubada a 37°C para X 2h & 37°C

permitir la fibrilacion del colageno y la
respectiva formacion del hidrogel

Se afladen 0,9 mL de PBS a la solucién.
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8. CONCLUSIONES

La metodologia encontrada a partir de la revision sistematica planteada permitio el
establecimiento de las condiciones de sintesis y obtencion de un biomaterial tipo
hidrogel que tuviese en cuenta los requisitos fisicos y de interaccion de la microglia
gue se establecieron como criterios de disefio detallado.

Se pudo evidenciar que los componentes basados en carbono, como lo son los
oxidos de grafeno, aportan un mayor porcentaje de hidratacion a los hidrogeles, y
es posible observar tal cambio en los hidrogeles con mayor composicion de
quitosano y 6xidos de grafeno.

Se pudo comprobar que el proceso de secado por liofilizado no es la mejor opcién
para observar la naturaleza porosa del material obtenido, pues el material tiende a
convertirse en polvo y no evidencia las caracteristicas que se desean observar, asi
mismo, se evidencian residuos de cristales que pueden estar relacionados a la
purificacion del material y su secado.

El espectro FTIR de los hidrogeles demuestran una funcionalizacién exitosa del
CSGO con el colageno, pues su relacion entre las bandas caracteristicas de cada
uno de los componentes se mantiene y es comparable a los reportes previos en
bibliografia.

La liofilizacion de las muestras para la evaluacion morfolégica demostré que, por la
naturaleza del material, este proceso hizo que las muestras no pudieran ser
analizadas en su totalidad, pues por este proceso de secado, la muestra sufre
algunos cambios y fracturas que impiden su correcto andlisis. Para futuras pruebas,
seria necesario hacer un congelamiento del gel y analizarlo mediante CrioMEB.

A partir del analisis de superficie de respuesta, fue posible determinar el disefio
M3Col2 como disefio que contempla las mejores caracteristicas para el soporte de
la microglia, debido a su porcentaje de hinchamiento y su viscosidad.

Se pudo determinar que la composiciéon de 12,5 mg de colageno, 0,75g de quitosano
y 46,8 mg de oOxidos de grafeno posee los requerimientos de un biomaterial
planteado para a microglia, pues cumple con la superficie establecida, asi como los
tamafios de poro e hinchamiento planteados en el disefio conceptual del material.
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9. RECOMENDACIONES

Con la finalizacion de este proyecto, se evidencia que para futuros desarrollos
similares es necesario tener en cuenta una evaluacion bioldgica, de ser posible con
una linea celular precursora del sistema nervioso central, esta informacion biologica
resulta pertinentes para determinar otras caracteristicas necesarias en el material y
evaluar su capacidad de migracion y perfusion.

Adicionalmente, se recomienda la consideracién de un componente seroso dentro
de la composicion del hidrogel, ya que, como se ha mencionado anteriormente, la
microglia es un tipo celular particularmente sensible a la composicion serosa, por lo
gue tener en cuenta este factor puede brindar un acercamiento exitoso en las
transiciones in-vivo.

Se sugiere también la comparacién y consideracibn de dentro del disefio
experimental de un hidrogel con coldgeno comercial, de esta manera se tendra un
punto de comparacion y un control que pueda brindar informacién sobre la
composicién. Dentro del disefio experimental, se considera también la adicién de
una cuarta variable relacionada a un agente reticulante, con el fin de obtener
informacion respecto a la viscosidad y, por ende, imprimibilidad de la biotinta.

Para los futuros analisis de hidrogeles, se sugiere realizar el proceso de CrioSEM
en lugar de MEB, de esta manera la estructura del hidrogel se conserva y se aprecia
de mejor manera su topografia y morfologia interna.

Para tener un mayor entendimiento del comportamiento mecanico del material, se
sugieren realizar pruebas que evalien su comportamiento tixotropico, con el fin de
entender como la estructura del hidrogel responde a las tasas de corte mas altas.
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