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RESUMEN

Este trabajo de investigacién tuvo como finalidad sintetizar y caracterizar scaffolds inteligentes
para aplicaciones en regeneracion de cartilago para lo cual se obtuvo scaffolds de Gelatina
Metacriloila (GelMA) cargados con particulas inteligentes que liberaron cantidades controladas
de Oxigeno; se caracterizd los hidrogeles inteligentes a través de técnicas espectroscépicas y
microscopia electronica, ademas los resultados obtenidos fueron comparados con resultados que
se utilizan actualmente en aplicaciones. Este trabajo de investigacién se baso en la construccion
de un scaffolds a base de hidrogel capaz de promover la regeneracién del cartilago, el tipo de
investigacion conllevd a un método mixto: cualitativo y cuantitativo, para cumplir con los
objetivos de estudio se necesité un modelo de investigacion con un enfoque deductivo que dio
una perspectiva mas amplia y general del estudio en cuestién; por ello el método mixto que se
utilizé da una mejor variedad de perspectivas con los datos cuantitativos. Por consiguiente, se
desarroll6 la obtencion del Peréxido de Calcio, juntamente con la elaboraciéon del
fotorreticulante “Irgacure en liquido”, paso posterior fueron sintetizados los scaffolds de
GelMA y GelMA con nanoparticulas de peroxido de calcio (CPO) a diferentes concentraciones.
En conclusidn, se sintetiz6 scaffolds inteligentes a base de gelatina metacriloilo cargadas con
particulas de CPO liberadoras de oxigeno con diferentes concentraciones (0% p/v, 0,1% p/v, 1%
p/v y 2% plv), obteniendo como caracteristicas estructuras porosas y biocompatibles. Donde
estos scaffolds son candidato para la aceleracion y regeneracion de tejidos cartilaginosos que
poseen en ambiente de hipoxia. Al momento de sintetizar el peréxido de calcio se recomienda
realizar un andlisis estequiométrico para tener una ecuacion balanceada que determina las
proporciones entre reactivos y productos, de esta manera no se desperdicia producto y se sabe

las cantidades adecuadas para la obtencion del perdxido de Calcio.

Palabras clave: <SCAFFOLDS>, <PEROXIDO DE CALCIO> <GELATINA
METACRILOILA (GELMA)>, <IRGACURE>, <LIBERADORES DE OXiGENO>,
<CARTiLAGO>, <HIDROGEL>, <REGENERACION>,

Xiv



SUMMARY

The aim of this research work was to synthesise and characterise smart scaffolds for cartilage
regeneration applications by obtaining Gelatine Methacryloyl Gel (GelMA) scaffolds loaded
with smart particles that released controlled amounts of oxygen; the smart hydrogels were
characterised using spectroscopic techniques and electron microscopy, and the results obtained
were compared with results that are currently used in applications. This research work was
based on the construction of a hydrogel-based scaffolds capable of promoting cartilage
regeneration, the type of research led to a mixed method: qualitative and quantitative, to meet
the study objectives a research model with a deductive approach was needed to give a broader
and more general perspective of the study in question; therefore, the mixed method that was
used gives a better variety of perspectives with quantitative data. Consequently, the Calcium
Peroxide was developed, together with the elaboration of the photoreticulant "lrgacure in
liquid", followed by the synthesis of GelMA and GelMA scaffolds with Calcium Peroxide
(CPO) nanoparticles at different concentrations. In conclusion, smart scaffolds based on
methacryloyl gelatine loaded with oxygen releasing CPO particles with different concentrations
(0% wilv, 0.1% wiv, 1% w/v and 2% wi/v) were synthesised, obtaining porous and
biocompatible structures as characteristics. These scaffolds are candidates for the acceleration
and regeneration of cartilaginous tissues in a hypoxic environment. When synthesising calcium
peroxide, it is recommended to carry out a stoichiometric analysis to have a balanced equation
that determines the proportions between reactants and products, in this way no product is

wasted, and the right quantities are known for obtaining calcium peroxide.
Keywords: <SCAFFOLDS>, <CALCIUM PEROXIDE>, <GELATIN METHACRYLOYL

(GELMA)>, <IRGACURE>, <OXYGEN RELEASERS>, <CARTILAGE>, <HYDROGEL>,
<REGENERATION>.
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INTRODUCCION

A nivel mundial se escucha con frecuencia enfermedades acerca del desgaste del cartilago, los
mismos que van lentamente postrandoles a sillas o dejando a personas sin la movilidad
necesaria, es importante contribuir en la medicina por medio de la fisica; ayudando asi a
facilitar la calidad de vida de las personas, dando esperanzas a individuos que nacen con
problemas del cartilago o personas de avanzada edad.

En el Ecuador los indices de patologias asociadas con osteoartrosis muestran indicadores altos,
el desgaste y pérdida de cartilago es una de las anomalias que representa el 0.5-1% de
afectacion a la poblacion a nivel mundial (CENSOS, 2018), ésta anomalia por afios ha venido
siendo un problema generalmente para las personas de la tercera edad, mayor a 60 afios, debido
a que es una enfermedad progresiva y de comienzo insidioso, sin embargo, también puede
afectar a la poblacién més joven, por el estilo de vida que llevan, posibles golpes y exceso de
ejercicio de alto impacto, hacen que exista la pérdida progresiva de cartilago, necesitando asistir
a tratamiento que muchas veces son tranquilizantes, incluyen corticoides, infiltraciones de
plaquetas, terapia combinada alivian los fuertes dolores mas no regeneran el cartilago
desgastado ademas son costosos, la prevalencia es mayor en las mujeres a comparacion de los
hombres 6-8/1 (Alvarez Solorzano and Flores Ledesma, 2020, p. 12).

El Ecuador esta en la capacidad de crear nuevas tecnologias en ingenieria tisular y ser parte de
trabajos que a nivel mundial estan siendo realizados y estudiados, es necesario que las
universidades en el pais realicen convenios con grupos de investigacion a nivel internacional,
con la finalidad de solventar la falta de equipamiento, pudiendo de esta forma generar un mayor
porcentaje de investigacion, participacion y conocimiento en temas de investigacién como es el
uso de biomateriales, mismos que a largo plazo pueden ser aplicados en las personas que

padecen enfermedades degenerativas, como la osteoartrosis.



ANTECEDENTES

El cartilago es un tejido que no posee vasos sanguineos, es decir, que su regeneracion lleva
mucho mas tiempo que los tejidos que estan expuestos al aire, como por ejemplo el tejido de la
piel, por ello muchos cientificos optan que las células alcancen el oxigeno por el método de
difusion.

Teniendo en cuenta las ventajas de los en términos de biocompatibilidad a largo plazo junto con
los problemas técnicos y éticos que acompafian a las cirugias de revision, las investigaciones
sobre la aplicacion de biomateriales biodegradables en lugar de dispositivos protésicos
permanentes ayudar en la reparacion y regeneracion de tejidos se han incrementado
vigorosamente (Yoon et al., 2016, p. 2). Como resultado, los biomateriales poliméricos estan
reemplazando rapidamente a otras clases de materiales, como metales, aleaciones y cerdmicas,
debido a su versatilidad. Dentro del mercado global de biomateriales implantables, se espera
que el sector de biomateriales poliméricos muestre el mayor crecimiento, con una tasa
compuesta anual de 22,1%, debido a su potencial prometedor en una amplia gama de
aplicaciones biomédicas (Song et al., 2018, p. 6).

Desde 1881 el médico Etienne Jules Marey realizé estudios explicando un dispositivo artificial
de un érgano (corazén), pero nunca se alcanzd a construir uno. Cerca de la segunda Guerra
Mundial hasta afios después comenzaron a comercializar polimeros y metales para implantes.
Durante la década de los setenta, fue necesario investigar nuevos materiales para controlar su
estructura, ortodoxia y propiedades fisicas. Estos materiales fueron ceramicas activas y
polimeros biodegradables. Al pasar los afios se ha maximizado el conocimiento en estos
materiales a tal punto que han logrado la unién de la medicina regenerativa y los materiales con
tejidos y células. Finalmente, en el siglo XXI, las propiedades de los materiales e interaccion
celular se unen para alcanzar el biomaterial correcto para el uso adecuado (Horna, 2011, p. 7).

En el 2010, cientificos del Instituto Tecnol6gico de Massachusetts (MIT) realizaron estudios
sobre la regeneracion del cartilago, este estudio fue una de las primeras investigaciones que
permitié que un farmaco ingresare al interior del cartilago para combatir contra la artrosis y
regenerar el mismo (Velasco, 2018). La artrosis es una enfermedad que desgasta el cartilago por el
motivo de la edad o lesiones que sufren las personas en el diario vivir. Por ello, los cientificos
del MIT han optado por disefiar un nanotransportador calificado para ingresar al interior del
cartilago y trasladar farmacos hasta las células (condrocitos). Este nanotransportador es una
molécula que consiste de una parte en forma de esfera a la que se adhiere un farmaco, su
estructura con la forma de una rama esta con carga positiva (+) y un combinado llamado
polietilenglicol (PEG). Y dado que el cartilago posee carga negativa (-), la carga del

nanotransportador se unen al tejido.



Estudios cientificos han tratado de encontrar biomateriales similares al cartilago que contengan
principalmente colageno que permitan el movimiento adecuado de las articulaciones sin tocar
los huesos, incluso cuando saltemos o corramos por mucho tiempo. Lastimosamente hoy en dia
no existe dicho material que cumpla las mismas funciones y caracteristicas de un cartilago
(Engel, 2019, p. 26).

Hoy en dia se habla mucho de los scaffolds, que son matrices extracelulares en donde las células
son sembradas para que luego crezca el nuevo tejido, con estos tejidos se pueden regenerar piel,
Organos, articulaciones y sobre todo cartilago. Los scaffolds tienen una estructura permeable y
deben tener la consistencia indispensable para similar un tejido como el cartilago. El scaffolds
esta constituido de biomateriales que son materiales aplicados en la produccion de mecanismos
gue se relaciona con sistemas bioldgicos; este uso de biomateriales se ha desarrollado en gran
medida, satisfaciendo funciones en todo el cuerpo. Para que pueda Ilamarse biomaterial debe
constar de tres condiciones, primero debe ser biocompatible (que el organismo no demuestre
ninguna reaccién o anomalia), segundo no debe ser toxico y por Gltimo debe tener resistencia

mecanica.

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En el Ecuador los indices de patologias asociadas con osteoartrosis muestran indicadores altos,
el desgaste y pérdida de cartilago es una de las anomalias que representa el 0.5-1% de
afectacion a la poblacion a nivel mundial (CENSOS, 2018), ésta anomalia por afios ha venido
siendo un problema generalmente para las personas de la tercera edad, mayor a 60 afios, debido
a que es una enfermedad progresiva y de comienzo insidioso, sin embargo, también puede
afectar a la poblacion méas joven, por el estilo de vida que llevan, posibles golpes y exceso de
gjercicio de alto impacto, hacen que exista la pérdida progresiva de cartilago, necesitando asistir
a tratamiento que muchas veces son tranquilizantes, incluyen corticoides, infiltraciones de
plaquetas, terapia combinada alivian los fuertes dolores mas no regeneran el cartilago
desgastado ademas son costosos, la prevalencia es mayor en las mujeres a comparacion de los
hombres 6-8/1 (Alvarez Solorzano and Flores Ledesma, 2020, p. 12).

El Ecuador esta en la capacidad de crear nuevas tecnologias en ingenieria tisular y ser parte de
trabajos que a nivel mundial estan siendo realizados y estudiados, es necesario que las
universidades en el pais realicen convenios con grupos de investigacion a nivel internacional,
con la finalidad de solventar la falta de equipamiento, pudiendo de esta forma generar un mayor
porcentaje de investigacion, participacion y conocimiento en temas de investigacion como es el
uso de biomateriales, mismos que a largo plazo pueden ser aplicados en las personas que

padecen enfermedades degenerativas, como la osteoartrosis.



FORMULACION

¢Como sintetizar scaffolds inteligentes basados en gelatina metacriloilo GelMA con

nanoparticulas inteligentes (particulas liberadoras de oxigeno)?

JUSTIFICACION

La osteoartrosis resulta ser uno de los problemas que ataca paulatinamente al ser humano, la
principal consecuencia es la no regeneracion del tejido hialino, debido a la falta de
vascularizacion de este tipo de requiere sufrir varias intervenciones dolorosas y costosas. Es
importante buscar nuevos materiales y sintetizarlos que actien como una matriz extracelular
usando biomateriales basados en polimeros naturales que, al tejido. En la actualidad se
presentan terapias de corto plazo en las cuales, el individuo ser modificados y reticulados,
permitan formar un material que actué como matriz extracelular, con las mismas propiedades de
la matriz extracelular nativa, la cual permita un cultivo celular, cargar de nanoparticulas
inteligentes o cargar un farmaco en su estructura.

El GelMA es una gelatina metacriloilo que puede ser reticulada mediante procesos fisicos o
quimicos para mejorar sus propiedades y dar como resultado un andamio en el que pardametros
como la temperatura no afecten su estructura y al mismo tiempo este tipo de hidrogeles pueden
estar cargados de particulas inteligentes que permitan una liberacion controlada de cantidades
de oxigeno a través de la porosidad que presentan. Evaluar las propiedades fisicas, quimicas y
mecanicas de los scaffolds es de suma importancia, dependiendo de sus caracteristicas se
podran asumir que se han obtenido matrices que se asemejen a la matriz extracelular del tejido
cartilaginoso.

Este tema de investigacion es viable debido a que los reactivos necesarios son facilitados en
cierta parte por el proponente y los equipos de los laboratorios que posee la Facultad de
Ciencias, da la viabilidad de su realizacién. El resultado de este estudio beneficiara a la Facultad
de Ciencias y a la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo por ser un tema de interés que

permite trabajar en conjunto con otras universidades del exterior y crear vinculos.



OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION

OBJETIVO GENERAL

Sintetizar y caracterizar scaffolds inteligentes para aplicaciones en regeneracion de cartilago.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Sintetizar scaffolds de GeIMA cargados con particulas inteligentes que liberen cantidades
controladas de Oxigeno.

o Caracterizar los hidrogeles inteligentes a través de técnicas espectroscopicas y microscopia
electrénica.

e Comparar los resultados entre nuevos y los que se utilizan actualmente en aplicaciones.



CAPITULO |

1. MARCO TEORICO REFERENCIAL

1.1.  ¢/Qué relacion existe entre el oxigeno y el tejido cartilaginoso?

El cartilago es uno de los tejidos avasculares, es decir, no poseen vasos sanguineos por lo tanto
las células (condrocitos) estan en un ambiente hipdxico y eso dificulta al cartilago en su
regeneracion, es importante la presencia de oxigeno al momento que se realiza el proceso de
regeneracion del tejido, porque el oxigeno es un requerimiento para la proliferacion celular y la
creacion de nuevos tejidos. Y aunque estas células del cartilago son adecuadas para soportar un
ambiente de hipoxia, es necesario un nivel de oxigeno para realizar su actividad metabolica
normalmente (Carrasco Montesdeoca y Salazar Montero, 2021, p. 6).

A comparacion del tejido de la piel que trabaja en un ambiente aerébico, es decir que esta
expuesto al aire y en este caso estamos hablando de un 100% y, no necesita cantidades de
oxigeno es un tejido vascular. el tejido 6seo es un tejido que esta en constante formacion,
contiene un proceso de remodelado gue tiene como finalidad la reabsorcién de una cantidad de
hueso hecho por los osteoclastos, este tejido se caracteriza por su rigidez y porque tiene
suficientes vasos sanguineos.

Por altimo, el tejido cartilaginoso por ser uno de los tejidos que no tienen vasos sanguineos,
necesita cantidades de oxigeno entre 5% y 10%, los condrocitos a ese rango tienen mejor

actividad (Carrasco Montesdeoca y Salazar Montero, 2021, p. 7).

1.2. Scaffolds

El scaffolds perfecto para regenerar el cartilago debe tener una porosidad mayor al 90%, el
diametro de cada poro debe ser aproximadamente entre 10 nanémetros y 500 micrémetros,
ademas sus propiedades mecanicas deben tener una dureza de 2 a 12 MPa %2 y una fuerza de
100 a 200 MPa, por ultimo, el mddulo de compresién debe estar entre 15 a 20 GPa y dentro de

las propiedades bioldgicas debe tener una excelente biocompatibilidad (Rodriguez, 2019, p. 7).
1.3.  Nanoparticulas
Las nanoparticulas son microscopicas de hidrogel, se consideran nanoparticulas por presentar

tamarfios menores de 1x10~2; se condensan a partir de polimerizaciones de emulsion invertida

proporcionando una dispersion estable. Para preparar las nanoparticulas se debe tener en cuenta



la estabilidad quimica y fisica del agente a trabajar, que tan toxica puede ser la nanoparticula, su
perfil de liberacion, el método de sintesis.

Para sintetizar las nanoparticulas se suelen agrupar en dos categorias que son: “Top down” y
“Bottom up” que significa aproximaciones hacia abajo y hacia arriba respectivamente (Marquez
etal., 2021, p. 13). El método “top down” consiste en dividir sélidos masicos en partes muy
pequefias, este método se enfoca en involucrar el desgaste y volatilidad de un soélido, seguido
por la condensacion de los elementos volatiles, mientras que el método “bottom up” es la
produccion de nanoparticulas por medio de la condensacion de entidades moleculares en una

solucion o fase gaseosa.

—f _, 17
2

Bulk Fragments

Nanoscale

\ Structures )

Figura 1-1. Esquema de la sintesis de las nanoparticulas

Bottom-up

Fuente: Marquez et al., 2021.

Después de haber obtenido las nanoparticulas por cualquier método, se clasifican en dos tipos
metéalicas y no metélicas. Las nanoparticulas metalicas tienen resultados mayores de absorcién y
dispersién de la luz, en efecto estas particulas tienen la disposicion de constituirse en sistemas
biolégicos. Por otra parte, tenemos las nanoparticulas no metalicas, que pueden ser de
hidrogeles que estan constituidos por una malla de polimeros hidrofilicos en escala pequefia.
Como inconveniente tenemos la cinética de liberacion, que se puede controlar cambiando la
velocidad de degradacion de los enlaces entrelazados y por medio de estimulos externos, esta
degradacion se puede controlar por medio de la temperatura y el pH (Kompella et al., 2013, p. 12).

Las nanoparticulas a base de peroxidos liberadores de oxigeno son muy importantes debido a
que tienen gran versatilidad y la oxigenacién se puede controlar, lo que quiere decir es que no
debe exceder el rango entre 5% y 10% de oxigeno liberado caso contrario podria dafar la

vascularizacion.
1.4.  Perdxidos liberadores de oxigeno

Los materiales inteligentes que emiten oxigeno se pueden generar al instalar perdxidos solidos,

liquidos y fluorados, integrados en fabricaciones de distintas formas como nanoparticulas,

scaffolds, nanofibras, electrohilado y microesferas (Carrasco Montesdeoca y Salazar Montero, 2021, p. 8).
7



1.4.1. Perbxidos inorganicos solidos

En los ultimos afios los perdxidos inorganicos solidos se han utilizado en la aplicacion de
ingenieria de los tejidos; los perdxidos mas utilizados en este campo son los perdxidos de calcio
(Ca02), percarbonato de sodio (Na2CO3) y perdxido de magnesio (MgO2) (Gholipourmalekabadi et
al., 2016, p. 26). Cuando estos materiales reaccionan con el agua se dispersan en perdxidos de

hidrogeno. A continuacion, las reacciones de los materiales mencionados:

Ca0, + 2H,0 - Ca(OH), + H,0,

11
MgOZ + 2H20 b Mg(OH)Z + H202
2.1
(NayCO5), + 3H,0, — 4Na + 2 CO5 % + 3H,0,
3.1

El peroxido de calcio (Ca02) se convirtié en uno de los nanobiomateriales mas usados en la
aplicacién de tejidos gracias a que posee el 70% de pureza y se encuentra accesible en el &mbito
comercial. En cambio, el peroxido de magnesio tiene baja solubilidad por ello tiene una
velocidad lenta de reaccidn (Gholipourmalekabadi et al., 2016, p. 26-27).

1.4.2. Pero6xido de Calcio

El compuesto que libera oxigeno de una mejor manera es el peréxido de calcio (16%-18% por
peso de oxigeno) también conocido como diéxido de Calcio y su formula quimica es CaO2, este
compuesto quimico se colapsa para liberar oxigeno, cuando se pone en contacto con materiales
hidratados. Este peroxido se caracteriza por ser estable a la temperatura y se desintegra en el
aire himedo lentamente. Este perdxido pertenece a los sélidos por ser un polvo de color blanco

0 amarillento que no tiene aroma ni sabor (Schuurman et al., 2013, parr. 5)

1.5.  Scaffolds (andamios) a base de hidrogel

Los scaffolds son matrices porosas, poliméricas y biodegradables, cuyo objetivo es que
funcione como plataforma para el crecimiento de células, estos scaffolds se fabrican a base de
hidrogel. Este proceso consta de cuatro etapas; la primera se trata sobre la disolucion que es la
preparacion de una disolucion de un biopolimero, en dicho proceso se emplea el colageno como
materia prima y como disolvente acido acético, luego viene la segunda etapa que se procede a

centrifugar usando un tubo falcon durante siete minutos; la disolucion una vez centrifugada se

8



congela a 40 °C esto consta como la tercera etapa, por Ultimo, se realiza la etapa de liofilizacion

durante 24 horas con el objetivo de subliminar el solvente congelado.

1.6.  ¢Quéson los hidrogeles?

Los hidrogeles como su palabra lo indica, son geles poliméricos hidrofilicos que se caracterizan
por tener una red tridimensional de cadenas flexibles que se hinchan cuando se relacionan con
medios acuosos sin perder su forma alcanzando asi su mayor nivel de hidratacion e indice de
hinchamiento. Los hidrogeles tienen un comportamiento de gran movilidad de las cadenas
debido a la presencia del agua que poseen.

El hidrogel es un tipo de andamio polimérico, pueden estar constituidos de polimeros naturales
y sintéticos, pueden absorber agua, en un 90% de peso, ademas tienen la caracteristica de
intercambiar oxigeno y nutrientes. Los tipos de hidrogeles se pueden clasificar dependiendo de

su estructura quimica y componentes que se utilizan para su sintesis.

Figura 2-1. Hidrogeles en forma de red tridimensional.
Fuente: EcuRed, 2022.

1.6.1. Hidrogeles copolimeros

Los hidrogeles se componen de dos 0 mas mondmeros que se pueden polimerizar en cadenas
aleatorias o0 de bloques (dependiendo de la reactividad y las condiciones de reaccion de los
mondémeros. Los hidrogeles copolimeros se pueden sintetizar cuando se desee combinar o

fortalecer el material para conferir una propiedad particular al monémero (Ramirez et al., 2016, p.3).



LS . ;Jm- 1
Figura 3-1. Fotografia de copolimeros hidrogeles

Fuente: Ramirez, y otros, 2016.

1.6.2. Hidrogeles de redes semi-interpenetradas

Este tipo de hidrogeles con redes semi-interpenetradas se componen entre la reticulacion y
polimerizacion de los mondémeros en presencia del polimero a formar. Quedando atrapado el
polimero en una red tridimensional de hidrogeles. Esta es una habilidad disefiada para renovar
las propiedades mecanicas del hidrogel e incrementar las propiedades de los polimeros al

material final (Ramirez et al., 2016, p. 3).

~—— Folimero |
== Polimera Il
Enirecruzzmienios

(@) (®)
Figura 4-1. Estructura de hidrogeles: (a) semi-IPN; (b) full IPN3

Fuente: Laya, y otros, 2017.

1.6.3. Hidrogeles de doble red

Este tipo de hidrogeles constan de dos redes interpenetradas, que lo hacen suave y a la vez
fuerte y ofrecen excelentes propiedades mecanicas. Estos hidrogeles suaves y himedos son
buenos candidatos como alternativas a las estructuras de soporte. En cuanto a sus propiedades
mecanicas superiores en comparacion con los hidrogeles convencionales se obtienen mediante
sintesis de dos fases en donde que la red dos se forma a partir de la red uno (Ramirez et al., 2016, p.
4).
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Figura 5-1. Estructura de las redes poliméricas de doble
red (DN).

Fuente: Ramirez, y otros, 2016.

1.6.4. Hidrogeles hibridos

Este tipo de hidrogeles se caracteriza por tener una fase organica formada por cadenas
poliméricas reticulares, asi como una fase inorganica que interactia quimicamente o
fisicamente. Considerando las propiedades, este tipo de hidrogeles presenta propiedades

superiores en cuanto a los hidrogeles tradicionales (Ramirez et al., 2016, 4).
1.7. ¢Qué es el GelMA?

GelMA (Gelatina de metacriloilo), es una gelatina que ha llamado la atencién en el ambito de
biomedicina ya que tiene una biocompatibilidad con las células y una disposicion para crear
hidrogeles polimerizados cuando se encuentra con un fotoiniciador. Cientificos y estudios han
evidenciado que el GelMA posee una capacidad extraordinaria para regenerar tejidos en 3
dimensiones.

En la revista Biofabrication en el afio 2017, se publicé que los hidrogeles a base de GelMA
fueron disefiados para la regeneracion en medicina, esta gelatina es una biotinta que simula
materia prima para la fabricacion bioldgica. A consecuencia de que es facil de sintetizar, por
altimo, el GelMA cuando esta soluble a temperaturas bajas puede crear gotitas uniformes y una
mayor estabilidad a temperaturas ambientes, lo que es una buena opcién para realizar bio-

impresiones en 3 dimensiones (Nakamura et al., 2021, p. 2).
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Figura 6-1. Cadena de Gelatina de metacriloilo
Fuente: Dong, y otros, 2019.

1.8. Técnicas de caracterizaciones

En los solidos se realizan caracterizaciones de distintas formas, esto tiene como objetivo obtener
cualitativa y cuantitativamente para aprender como el catalizador consisten simultaneamente en
el bulk y en la superficie y sus transformaciones tiene como consecuencia un tratamiento

térmico.

1.8.1. Microscopia Electrénica de Barrido (MEB)

Este método se basa en usar electrones para crear imagenes de cualquier tipo incluyendo los
hidrogeles. Estas imagenes son de alta resolucion, es decir, que la muestra puede verse
estrechamente examinada con una alta amplificacién. La produccion de estas muestras es
parcialmente simple por que la mayor parte de MEB solo deben ser conductoras. En esta técnica
la muestra por lo general se cubre con una capa delgada de metal (puede ser el oro) para
proporcionarles las propiedades conductoras de la muestra. Luego se arrastra de los electrones
acelerados que pasan por el cafion. Un detector calcula la cantidad de electrones transmitidos, lo
gue da la intensidad de la zona de muestreo en la que se pueden observar figuras

tridimensionales, proyectadas en una imagen de television.
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Figura 7-1. Cabeza de hormiga, vista con un

microscopio electronico de barrido.

Realizado por: Ayora, 2004.

1.8.2. [Espectroscopia Infrarroja con Transformada de Fourier (FTIR)

Esta espectroscopia es un método de uso técnico, por lo general se la utiliza para estudiar y
comprobar la incorporacion de los mondmeros en la construccion del hidrogel, ademas permite
la existencia de grupos funcionales que caracterizan cada mondmero. En el campo ambiental,
donde se aplican los hidrogeles al proceso de pruebas acuosas para eliminar contaminantes tales
como metalizaciones pesadas, tintes, aniones, etc. La FTIR tiene la posibilidad de examinar sus

interacciones que pasan entre los contaminantes y la matriz reticular.
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Figura 8-1. Absorcion [% A] versus longitud de onda [cm-1].
Fuente: Piqué y Vasquez, 2012.

1.9.  Propiedades Mecanicas del hidrogel GelIMA

Estas propiedades pueden ser medidas mediante dos pruebas, de compresion y de traccion.
Mismas que se pueden regular modificando su concentracion de GelMA vy el tiempo expuesto
en los rayos ultravioleta (UV). Esto se debe a que existe una relacion entre el médulo de
compresién del hidrogel GelMA y la concentracion de ley y potencia, ademéas tenian una
relacién exponencial con el tiempo (Schuurman et al., 2013, p. 7). Para controlar el médulo de
compresién se debe regular el grado de GelMA. Segun (Nichol et al., 2010, p. 5) las propiedades
mecanicas estan relacionadas con la concentracion GelMA vy el grado de metacrilacién. Para
aumentar el modulo de compresion del hidrogel, se debe aumentar el grado de metacrilacion y

mantener la concentracion del GelMA.
1.10. Degradabilidad

En el ambito de la biomedicina, es necesario estudiar la biodegrabilidad en los componentes del
hidrogel. Para poder tener un tejido desarrollado y maduro, las células se tienen que regenerar y
degradar al &mbito del hidrogel. Anteriormente GelMA ya ha sido comprobado, de la misma
manera que la gelatina en su forma original, conserva su sensibilidad a la degradacion
enzimatica. Por ende, el influjo del hidrogel encanalizado por los perfiles nanoliposoma o

nanoemulsién debe ser investigado alrededor del movimiento enzimatico (Rahali et al., 2017, p. 5-6).

14



100
[ —o— GelVA
v GelMA-Nanoliposomes

80 4 B— GelMAEmulsion

60 {

Mass loss (%)

40 {

—

T T T

0 100 200 300 400 500

Time (min)
Figura 9-1. Degradabilidad del GeIMA
Fuente: Rahali, y otros, 2017.

1.11. Estudio de hinchamiento

El estudio del hinchamiento se da en un medio acuoso, debido a que los hidrogeles se hinchan al
tener contacto con el agua, esta técnica se utiliza para cuantificar el agua captada. La cantidad

de agua que absorbe un hidrogel se puede medir mediante la siguiente ecuacion:

. . W —-Ww,
% Hinchamiento = W * 100
0

4.1
Donde:
W es el peso del hidrogel a diferentes tiempos.
Woes el peso inicial del hidrogel.

1.12. Cinética de liberacion

Para que las nanoparticulas puedan ser liberadas es necesario que se encuentre en presencia de
una solucion acuosa. La disolucion es el proceso por el cual una sustancia sélida cuando esta en
un solvente tiene la propiedad de disolverse. Este proceso se Ilama liberacion y abarca tres
procesos: disgregacion, disolucion y difusion.

Por lo general, la velocidad para la liberacion se controla por medio de la difusién interior.
Cuando tenemos una liberacién con una reaccion quimica la degradacién de polimeros permite
reaccionar con el entorno liberado en sus poros. Las moléculas liberadas del entorno se esparcen

a los poros del entorno del hidrogel. (zarzycki, Modrzejewska y Nawrotek, 2010, p. 12).
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Los modelos cinéticos para la liberacion de un farmaco se clasifican en dos tipos: Modelo de
orden cero y modelo de primer orden, esta investigacién se realizara por medio del modelo de
orden cero, donde describe sistemas de velocidades constantes en un determinado periodo de

tiempo y se logra representar mediante la siguiente ecuacion:

Qr = Qo + Kot
5.1
Donde:
Q;: es la cantidad acumulada de las nanoparticulas liberadas en un tiempo t.
Q,: es la cantidad inicial de las nanoparticulas.
K: es la constante de la cinética de liberacion.
t: es el tiempo en el que se libera el farmaco.
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CAPITULO II
2. MARCO METODOLOGICO
En el siguiente Proyecto Integrador se desarroll6 en primera instancia la obtencién del Perdxido
de Calcio, juntamente con la elaboracion del fotorreticulante “Irgacure en liquido”, paso

posterior fueron sintetizados los scaffolds de GelMA y GelMA con nanoparticulas de peréxido
de calcio (CPO).

2.1.  Equipos
- Agitador Shaker
Estos agitadores sirven para mezclar liquidos o preparar disoluciones, por lo general se mezclan

voluimenes entre 1-5 galones. Este agitador es facil de adaptarse a lugares pequefios y es sencillo

de trasladar de un lugar a otro; se caracteriza por tener una placa que oscila horizontalmente,

generado por un motor eléctrico que vibra a 400 rpm.
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Figura 10-2. Agitador Shaker

Realizado por: Avilez Velasco, Beverly, 2022.

17



- Balanza Digital

Estas balanzas estan disefiadas para pesar o medir la masa de algln cuerpo o sustancia, pero con
gran precisién para ello es importante tener una correcta calibracién. Su minima medida es
0,001 gr; ademas su rapida estabilizacion es en un lapso de tiempo pequefio y su precision de

los resultados es eficiente.

Figura 11-2. Balanza Digital

Realizado por: Avilez Velasco, Beverly, 2022.

- Espectrofotometro de infrarrojo

Este equipo es muy utilizado en los laboratorios para identificar y estudiar grupos funcionales
en forma sélida, liquida o gaseosa. Su técnica es por medio de un espectrdmetro infrarrojo que
produce un espectro del mismo. Sus resultados se pueden visualizar por medios de graficas de
transmitancia o absorbancia. Las unidades de longitud de onda IR por lo general son en

micrometros.
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Figura 12-2. Espectrometro de infrarrojo

Realizado por: Avilez Velasco, Beverly, 2022.

- Microscopio electronico de barrido

Este microscopio es capaz de producir iméagenes de alta calidad del &rea de una muestra usando
las interacciones de electron-materia. Este tipo de microscopio electronico aplica un haz de

electrones en lugar de un haz de luz para asi formar una imagen.

2

Figura 13-2. Microscopio electronico de barrido

Realizado por: Avilez Velasco, Beverly, 2022.

- Estufa

Estas estufas son indispensables en cualquier laboratorio ya sea para secar los propios
instrumentos dentro del laboratorio como también para secar ciertas muestras. La estufa es una
camara con cavidad que permite que su temperatura alcance entre la temperatura ambiente hasta

350 °C, estas estufas son fabricadas de acero inoxidable tanto en la parte interior como en la
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exterior, ademas tienen un microprocesador para mantener una temperatura uniforme y

manipular digitalmente.

Figura 14-2. Estufa del Laboratorio
Realizado por: Avilez Velasco, Beverly, 2022.

- Lampara UV

Son utilizadas en los laboratorios para la iluminacion o exposicion de materiales con luz UV.
Estas lamparas producen radiacion ultravioleta que quiere decir, radiacion no ionizante por lo
que es emitida por el sol o fuentes artificiales; aunque, asi como tiene beneficios de producir

vitamina D, también es perjudicial para la salud.

Figura 15-2. Lampara UV
Realizado por: Avilez Velasco, Beverly, 2022.
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2.2. Sintesis del Peréxido de Calcio

Para obtener el Perdxido de Calcio primero se consiguio los compuestos gue fueron Perdxido de
Hidrogeno (H:0;) al 50% de pureza e Hidréxido de Calcio (Ca(OH).) técnico, luego se
realizaron unos célculos debido a sus purezas, a continuacion, para calcular el 15% de pureza

del peréxido de Hidrégeno se realiz6 un calculo de concentraciones:

C1V1 = C2V2
50%.V, = 15%. 25 ml

Vo= 15%.25ml
7 50%
Vi =75mlde H,0, al 50%

Lo que se calculd fue la concentracién al 15% (volumen/volumen) del H.O; por lo que teniamos
al 50% en el Laboratorio de Electromagnetismo, después se procedié a realizar la
estequiometria para comprobar si la ecuacion esta balanceada:

CQ(OH)Z + H202 d CaOZ + 2H20

Posteriormente, en un balén de aforo de 25 ml, se afiadié 7,5 ml de la concentracion H,O; al
50%, luego se afladié agua destilada hasta aforar, a continuacion se peso los 6g del Ca(OH), en
la balanza digital y aparte en un vaso de precipitacion se procedié a mezclar la nueva
concentracion de H2O y los 6g de Ca(OH); hasta conseguir una solucion homogénea; después,
se tapo el vaso de precipitacion con un papel filtro y se realizdé pequefios huecos en aquel papel
filtro para que se pudiera secar al ambiente por alrededor de una semana; por Gltimo, para
realizar la caracterizacién, se tuvo que triturar la mezcla con una espéatula hasta que quedara

hecho polvo.
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Calcio

‘Figra 16-2. Peréxido de

Realizado por: Avilez Velasco, Beverly, 2022.
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2.3. Obtencion del PBS

El PBS (Buffer Fosfato Salino) se obtuvo a partir de los elementos y concentraciones como se

observa a continuacién en la Tabla 1-2.

Tabla 1-2: Elementos para la concentracion del PBS
Elemento Formula Concentracion (g/L) Concentracion (mmol/L)
Cloruro de Sodio NaCl 8,0 137
Cloruro de Potasio KCI 0,2 2,7
Fosfato de Potasio KH2PO4 0,24 1,8
Fosfato de Sodio Na;HPO, 1,44 10

Realizado por: Avilez Velasco, Beverly, 2022.

Primero se procedié a medir dichas cantidades mencionadas en la Tabla 1-2, luego en un vaso
de precipitacion se agregd 800ml de agua Vivant (debido a que no contiene cloro como el agua
potable y por ende es mas pura) y se disolvid las concentraciones mencionadas de las sales,
después se agregd agua destilada hasta obtener un volumen de 1 litro, por Gltimo, se procedi6 a

ajustar con el Hidroxido de Sodio (NaOH) el pH hasta que estuviera en 7,4.

2.4.  Sintesis del Irgacure

Para la preparacion del Irgacure se necesitd el compuesto llamado Irgacure y el PBS que se
obtuvo en el punto (2.2.), este paso fue muy sencillo ya que en un tubo falcon se procedié a
tapar con aluminio en la parte exterior del envase por ser un material fotosensible. Posterior se
agreg6 15ml de PBS y 0,375 g de Irgacure, después esta mezcla fue colocada en una estufa
durante 5 minutos a una temperatura de 30 °C, finalmente se uso el vortex (agitador de tubos

falcon) por 10 minutos para una mejor homogenizacion.

2.5.  Obtencion de la Gelatina Metacriolio (GelMA)

Para la sintesis del GelMA primero se pes6 15 g de gelatina de piel porcina (de SIGMA), en 150
ml de PBS, se homogenizo la sintesis con la ayuda de un agitador magnético durante una hora 'y
con un temperatura constante de 50 °C hasta disolver completamente la gelatina, se afiadié 12
ml de anhidrido metacrilico gota a gota, manteniendo la agitacién durante una hora a una

temperatura de 50 °C, finalmente se agregé 300ml de PBS a la solucién final y se agit6 por 15

22



minutos mas, la solucién fue filtrada al vacio y dializada por 5 dias, usando membranas de
dialisis de 30 cm de largo aproximadamente, las membranas fueron colocadas en vasos de
precipitacion con suficiente agua destilada hasta que queden totalmente sumergidas, este
proceso se realizé durante una semana y cambiando de agua diariamente.

Al finalizar este proceso se traslad6 las muestras de las membranas a tubos falcon de 50 ml para

poder realizar el proceso de liofilizacion (proceso que duro aproximadamente 15 dias).
2.6.  Preparacion de los envases para los tests
Para este apartado se necesitd 4 portaobjetos, tapas de unos mili-envases y cinta adhesiva; en

cada porta objeto se colocd 4 tapas y se sefialaron: 0%, 0.1%, 1% y 2% que son las
concentraciones del CPO.

A7 =0 ; .)u;,” L b B3

Figura 17-2. Envases para los test

Realizado por: Avilez Velasco, Beverly, 2022.

2.7.  Preparacion de las muestras

Las muestras fueron colocadas en 4 tubos falcon completamente aislados de la luz, para evitar la

reaccion del fotorreticulador, en la Tabla 2 - 2 se detallan las concentraciones respectivas.

Tabla 2-2: Tabla de contenido de cada tubo falcon
Tubo Falcon GelMA PBS CPO Irgacure
1 0,75 gr 4ml 0% 1ml
2 0,75 gr 4 ml 0.1% iml
3 0,75 gr 4 ml 1% iml
4 0,75 gr 4 ml 2% iml

Realizado por: Avilez Velasco, Beverly, 2022.

Fue afadido 0,75 gr de GelIMA en 4 ml de PBS y se coloco a la estufa durante 5 minutos a 50
°C, la homogenizacion se llevé a cabo con vortex por otros 5 minutos, terminado ese tiempo se
agrego el CPO en diferentes concentraciones para cada tubo falcon, nuevamente de colocd en la

estufa por 5 minutos més a 50 °C y se volvié a agitar durante 5 minutos; finalmente se afiadi6 1
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ml de Irgacure y se agitdé por 5 minutos. Este proceso se realizd con cada una de las diferentes

concentraciones y se la dejé reposar en una gradilla.

R

Figura 18-2. Tubos falcons con cada etiqueta

Realizado por: Avilez Velasco, Beverly, 2022.

2.8.  Exposicién UV de las muestras

Para este proceso se necesito los envases para las tests, una micropipeta de 150 um, una fuente
UV y una caja negra, para ello se realiz6 el montaje adecuado y seguro de la fuente UV en el
laboratorio de Optica, la fuente se instal6 a 10 cm de la mesa donde se expuso las muestras; con
la ayuda de una caja negra se logré cubrir el montaje de la fuente UV para protegerse de la
irradiacién, las muestras fueron expuestas durante 120 segundos para obtener hidrogeles

GelMA con cadenas reticuladas para el libre movimiento celular dentro de la matriz.
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Figura 19-2. Exposicion UV de las

muestras con la caja negra
Realizado por: Avilez Velasco, Beverly, 2022.

Figura 20-2. Exposicion UV de las
muestras dentro de la
caja negra

Realizado por: Avilez Velasco, Beverly, 2022.

2.8.1. Montaje del UV

Se procedi6 a realizar un montaje para la fuente UV, en la mesa éptica apropiada para este

dispositivo, con el fin de evitar perturbaciones al momento de exponer las muestras, se usé un
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soporte universal y una nuez para sujetar la fuente de manera vertical como se muestra en la
Fig. 19., para mayor estabilidad se coloc6 un espuma-Flex debajo de todo el equipo montado,

ademas se afiadio la caja negra al montaje y se usé un regulador de energia.

st

Figura 21-2. Montaje UV dentro de

la caja negra

Realizado por: Avilez Velasco, Beverly, 2022.

2.8.2. Montaje de caja negra para la exposicion UV

En un carton grande, se realizaron algunos cortes en la parte superior y lateral y fueron cubiertas

sus paredes con una tela de color negro, como se muestra en la Figura 22-2.

Figura 22-2. Montaje de la caja negra para
la exposicion UV

Realizado por: Avilez Velasco, Beverly, 2022.
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2.9. Pruebas de caracterizacion

o Espectroscopia Infrarroja con Transformada de Fourier (FTIR)

Este equipo se encuentra en el laboratorio de Quimica Instrumental de la Facultad de Ciencias
de la ESPOCH es de la marca Jasco FT/IR-4100. El proceso consiste en conectar el equipo a un
tomacorriente de 110 V, se requiere esperar 30 minutos hasta que los parametros de analisis
estén listos para comenzar a realizar las micrografias, antes de colocar las muestras se debe
limpiar el &rea donde serdn colocadas. Para realizar el barrido espectral se utiliza el programa
Spectra Analysis para procesar el espectro,

o Microscopia Electronica de Barrido (MEB)

Este equipo se encuentra en el laboratorio de Materiales de la Facultad de Mecéanica de la
ESPOCH, su uso lo llevo a cabo el técnico docente a cargo; en primer instante se prendi6 el
equipo y se procedid a extraer los portaobjetos; posteriormente se limpid, se situé pequefios
pedazos de cinta conductora de doble cara, dos en cada sector y se colocé todas las muestras en
el anterior nombrado situdndolas de una manera correcta, luego se rosio aire comprimido para
evitar el polvo e inmediatamente se volvio a poner el portaobjetos donde corresponde y se
comenz6 con la prueba obteniendo imagenes que fueron guardadas en un CD, finalmente fueron
tratadas en el programa ImagenJ donde se encuentra el perimetro de cada poro y estos datos
obtenidos son graficados en OriginPro 9.0.
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CAPITULO III
3. MARCO DE ANALISIS E INTERPRETACION DE RESULTADOS
En este capitulo se presentan los resultados obtenidos a partir de las caracterizaciones FTIR y
SEM de scaffolds inteligentes a base de la gelatina metacriloilo, comprendidos durante el
periodo académico de enero a julio de 2022, en los laboratorios de la institucion.

3.1. Resultados de la caracterizacion FTIR del Peréxido de Calcio

Una vez ya sintetizado y caracterizado el peroxido de Calcio los resultados fueron los

siguientes:
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Gréfico 1-3. Espectros FTIR del Peréxido de Calcio

Realizado por: Avilez Velasco, Beverly, 2022.

Para realizar un analisis de esta caracterizacion tomamos en cuenta valores determinados en
funcién del nimero de onda, lo cual esté estipulado en tablas y esto ayuda a conocer cada uno

de los grupos funcionales que existen en cada benda de la gréfica.

e Como punto N.° 1. A 3640.95 (cm™) aparece el grupo -OH en alcoholes y fenoles,
estiramiento OH (sélidos y liquidos), teniendo una transmitancia aproximada de 73.1984%.
e Como punto N.2 2. A 1477.21 (cm-1), aparece el grupo CH2 en compuesto alifatico,

flexion CH2 (tijeras) vibracion, teniendo una transmitancia aproximada de 78.1633%.
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e Como punto N.° 3. A 1415.49 (cm-1) aparece el grupo C-N en amidas primarias,
estiramiento C-N (banda de amida Ill), teniendo una transmitancia aproximada de
72.6452%.

e Como punto N.° 4. A 1099.23 (cm-1) aparece el grupo Si-O-Si en siloxanos, estiramiento
antisimétrico Si-O-Si, teniendo una transmitancia aproximada de 97.415%.

e Como punto N.° 5. A 871.667 (cm-1) aparece el grupo peroxido, estiramiento O-O,
teniendo una transmitancia aproximada de 92.8107%.

El peroxido final se obtuvo en estado solido y fue triturado hasta que qued6 en polvo, de color

amarillento y sin olor, como se muestra en la Figura 23-3.

Figura 23-3. Perdxido de Calcio sintetizado

Realizado por: Avilez Velasco, Beverly, 2022.

3.2.  Resultados de la caracterizacion FTIR de scaffold inteligentes a base de GelMA

El espectro FTIR de la sintesis de scaffold inteligentes muestra en general los grupos
funcionales quimicos y los grupos funcionales metacrilicos, para cada concentracion se tomaron
n=3.

3.2.1. Muestra de control (Concentracion 0% de Perdxido de Calcio)

Como se puede observar en el Grafico. 2-3 se encuentran 3 lineas de grafica (negra, roja y azul)
que representan los espectros FTIR de las muestras 1, 2 y 3 respectivamente. En las 3 muestras
se encuentra un pico que representa el grupo aminoacido con deformacion de NHs*; sin
embargo, existe una diferencia de transmitancia entre las 3 muestras, observando asi que la
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muestra 3 tiene menor transmitancia y la muestra 1 discrepa con las muestras 2 y 3 sin importar
que tuvieron el mismo tratamiento, esto se debe a que al momento de caracterizar se trizan las
pastillas y no se pueden observar con exactitud los grupos funcionales. Pero aun asi la muestra 2
y 3 se forma de mejor manera los picos que van de 1631 a 1639 cm™,

Se observd que la muestra 1 debido a que la estructura no encajo bien con el equipo no se pudo
tener una mejor gréfica y a 91,098% de transmitancia queda alejada de la muestra 2 y 3. Por
otro lado, tenemos otro pico que estd en 3301 cm™ aproximadamente, este pico representa
acetilenos con estiramiento = C — H, asi mismo la muestra 3 tiene una menor transmitancia,

seguida de la muestra 2.
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Gréfico 2-3. Espectro FTIR de la muestra de control.

Realizado por: Avilez Velasco, Beverly, 2022.

3.2.2. Muestra con 0,1% de concentracion de Peréxido de Calcio

En este apartado de igual manera se presentan 3 lineas de color negro, rojo y azul; las cuales
representan los espectros del FTIR, se realizaron 3 muestras de esta concentracion por lo tanto
seran llamadas muestras 1, 2 y 3 respectivamente con los colores antes dichos. Se puede
visualizar que las 3 muestras tienen los mismos sesgos por lo que al analizar tomaremos los

picos méas pronunciados.

30



Primero tenemos un pico de 1631,48 cm™ que pertenece al grupo aminoacido con deformacién
de NHs* en las 3 muestras, lo que varia es la transmitancia que va desde 69,8804 a 76,4353%;
guedando la muestra 1 con la menor transmitancia y la muestra 3 como la de mayor
transmitancia. Otro pico que se puede observar es de 3297,68 cm™ aproximadamente que
representa al grupo amidas secundarias con estiramiento -NH en solidos y también en
polipéptidos y proteinas, ademas la transmitancia es de 75,7802% que se mantiene en las 3

muestras. Todo esto se puede corroborar en el gréafico 3-3.
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Gréfico 3-3. Espectro FTIR de la muestra 0,1% de concentracion.

Realizado por: Avilez Velasco, Beverly, 2022.

3.2.3. Muestra con 1% de concentracion de Per6xido de Calcio

Se puede visualizar en el Grafico 4-3 que existe 3 lineas graficas de colores (negra, roja 'y azul)
que representan las muestras 1, 2 y 3 respectivamente. Estas muestras representan el espectro
FTIR de la concentracién 1% de peréxido de Calcio.

Tenemos un pico pronunciado que representa al grupo aminoacido con deformacion de NHs* en
las 3 muestras tiene un nimero de onda de 1635,34 cm con diferentes transmitancias entre las
3 muestras que son 68,9945%; 78,4064% y 62,9229% respectivamente, quedando la tercera
muestra como la de menor transmitancia. Por otro lado, tenemos un pico del grupo amidas
secundarias con estiramiento -NH en sélidos, también en polipéptidos y proteinas, este pico se

encuentra entre los 3297-3328 cm, aqui las muestras varian en su transmitancia entre 65,616%
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y 79,0241% quedando la muestra 3 como la de menor transmitancia y con un pico mas
pronunciado. Teniendo en cuenta que todas las muestras tienen el mismo tratamiento, sin
embargo, varian las graficas por lo que al momento de caracterizar se trizan 0 no son bien

colocas en el espectro.
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Gréfico 4-3. Espectro FTIR de la muestra 1% de concentracion.
Realizado por: Avilez Velasco, Beverly, 2022.

3.2.4. Muestra con 2% de concentracion de Per6xido de Calcio

En el Gréafico 5-3 se observan 3 lineas graficas de colores (negra, roja y azul) que representan
las muestras 1, 2 y 3 respectivamente. Estas muestras representan el espectro FTIR de la
concentracion 2% de peréxido de Calcio.

Se visualiza un pico que se encuentra en la longitud de onda de 1635,34 cm™ que representa al
grupo aminoacido con deformaciéon de NHs*, asi mismo su transmitancia varia entre 83,7416%
y 86,1653% quedando la muestra 2 como la de menor transmitancia. Por otro lado, se puede
apreciar distorsion en los siguientes picos, esto puede ser debido a la textura de la muestra al
momento de caracterizar. El siguiente pico se encuentra en el grupo —-CH3 y —CH2- en
compuestos alifaticos con estiramientos CH simétricos y antisimétricos y se encuentra en la
longitud de onda de 2927,41 cm™ con una transmitancia alrededor de 84,7252%. Por Gltimo, el

tercer pico se encuentra en 3313.11 cm-! que pertenece al grupo de —OH en oximas con
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estiramiento O—H, este pico se forma entre 3200 cm™ y 3300 por lo que existe distorsién y su
transmitancia se encuentra 82,7388% y 84,6661%, sin embargo, la muestra 2 tiene menor

transmitancia.
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Gréfico 5-3. Espectro FTIR de la muestra 2% de concentracion.
Realizado por: Avilez Velasco, Beverly, 2022.

3.3.  Resultados de la caracterizacion SEM de scaffold inteligentes a base de GelMA

Para la medida de la porosidad se us6 el software ImagenJ, se tomaron 10 poros al azar de cada
muestra y se midi6 el perimetro y angulo, fue calculado el promedio, desviacién estandar,

méaximo y minimo del grupo de datos. Los datos méas relevantes fueron los del perimetro.

3.3.1. Muestra de control (Concentracion 0% de Peroxido de Calcio)

Esta muestra se realiz6 con un lente x35 a una escala de 500 um y un voltaje de aceleracién de
12 kV; en la Fig. 24-3 se puede observar que no existe porosidad en la estructura del scaffold, lo

que se puede visualizar es una estructura plana debido a que no contiene particulas inteligentes

de scaffolds.
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SED 12.0kV
SED ESPOCH

Figura 24-3. Muestra de control o concentracién 0% en el SEM.

Realizado por: Avilez Velasco, Beverly, 2022.

3.3.2. Muestra con 0,1% de concentracién de Peréxido de Calcio

Esta muestra se realizd con un lente x70 a una escala de 200 um y un voltaje de aceleracién de
12 kV; en la Fig. 25-3 se puede observar una cantidad de poros que se encuentra en la estructura
del scaffold y para ello procedemos a obtener las medidas necesarias para poder calcular su
promedio y desviacion estandar.

SED 12.0kV
SED ESPOCH §

Figura 25-3. Muestra con 0,1% de concentracién en el SEM.
Realizado por: Avilez Velasco, Beverly, 2022.

En la tabla 3-3, se detallan las medidas realizadas, por ello se puede afirmar que la inclusion de
nanoparticulas de CPO al 0.1%, aumento la porosidad del GelMA, su perimetro maximo es de
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5,683 um, mientras que el perimetro minimo mide 0,781 um; con una desviacion estandar de

1,509 um y un promedio para las 10 de 3,044 um.

Tabla 3-3:  Medidas de angulos y perimetros tomados en ImageJ

Ne Angulo (°C) Perimetro (um)
1 -63,435 2,236
2 -154,231 4,025
3 -7,765 2,082
4 -106,260 0,781
5 171,781 5,683
6 8,881 4,049
7 -73,540 1,434
8 -151,113 4,140
9 -8,673 3,730
10 -69,075 2,275
Promedio -45,343 3,044
Desviaciéon Estandar 95,032 1,509
Maximo 171,781 5,683
Minimo -151,113 0,781

Realizado por: Avilez Velasco, Beverly, 2022.

3.3.3.  Muestra con 1% de concentracion de Peroxido de Calcio
Esta muestra se realiz6 con un lente x1300 a una escala de 10 um y un voltaje de aceleracion de

12 kV; en la Fig. 26-3 se puede observar una cantidad de poros en menor cantidad y con un

perimetro menor en la estructura del scaffold.
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Figura 26-3. Muestra con 1% de concentracion en el SEM.

Realizado por: Avilez Velasco, Beverly, 2022.

En la Tabla 4-3, se detallan las medidas obtenidas, un perimetro méximo de 4,786 um, mientras
que el perimetro minimo mide 1,790 um; con una desviacion estdndar de 1,103 um, el perimetro
de las 10 medidas fue de 2,773 um.

Tabla 4-3: Medidas de angulos y perimetros tomados en ImageJ

No Angulo (°C) Perimetro (um)
1 -52,306 3,475
2 -40,764 4,786
3 -20,925 4,550
4 -90,000 2,000
5 132,274 1,858
6 -164,476 2,335
7 -168,111 2,427
8 160,560 2,253
9 -160,560 2,253
10 -77,905 1,790
Promedio -48,221 2,773
Desviacion Estandar 115,528 1,103
Maximo 160,560 4,786
Minimo -168,111 1,790

Realizado por: Avilez Velasco, Beverly, 2022.
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3.3.4. Muestra con 2% de concentracion de Peréxido de Calcio

Esta muestra se realizé con un lente x650 a una escala de 20 um y un voltaje de aceleracién de 9
kV; en la Fig. 27-3, se visualizan poros con fracturas y asi mismo un poro que no tiene

fracturas.

SED 12.0kV x450 50pm
SED ESPOCH

Figura 27-3. Muestra con 2% de concentracion en el SEM.

Realizado por: Avilez Velasco, Beverly, 2022.

En la Tabla 5-3, se detallan las medidas obtenidas, un perimetro maximo de 2,115 um, mientras
que el perimetro minimo mide 0,732 um; con una desviacion estandar de 0,529um, el perimetro
de las 10 medidas fue 1,307um.

Tabla5-3: Medidas de angulos y perimetros tomados en ImageJ

Ne Angulo (°C) Perimetro (um)
1 -49,574 1,108
2 27,474 0,881
3 -53,616 0,738
4 -75,256 1,228
5 -160,017 0,732
6 -68,000 1,742
7 146,070 2,071
8 -95,906 0,911
9 -167,196 2,115

10 -60,832 1,539

Promedio -55,685 1,307
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Desviacion Estandar 90,161 0,529
Maximo 146,070 2,115

Minimo -167,196 0,732
Realizado por: Avilez Velasco, Beverly, 2022.

3.4.  Anadlisis de liberacion de oxigeno del CPO con investigaciones ya publicadas

Segun Carrasco y Salazar (2021, p. 9) en su articulo “Hidrogeles inteligentes que entregan
oxigeno para la regeneracion del tejido cartilaginoso: Una revision” dicen que las
nanoparticulas del peréxido de Calcio es el mejor biomaterial, porque tiene mayor pureza,
mejores caracteristicas y sobre todo se puede controlar su oxigenacidn, en su estudio refleja un
coeficiente de solubilidad de 1,65 g/L a una temperatura de 20 °C y su cantidad de oxigeno
liberado es de 22+3,3 mg/L. Por lo que se usa en varias aplicaciones, en especial la regeneracion
de tejidos.

Segun Garcia, Rodriguez y Velandia (2020, p. 12) en su tesis “Desarrollo de un biomaterial a
partir de peroxido de calcio encapsuladas en alginato como alternativa de prevencion para la
isquemia distal digital generada por vasopresores” argumentan que debido a las propiedades
quimicas y fisicas el peroxido de calcio tiene una gran capacidad de oxigeno, este muestra un
potencial de liberacion de 0,2222 g O,/ g CPO. Asimismo, su tasa de liberacién es baja por lo
que al momento de relacionarla con alguna concentracion no va haber contrariedades.

Segun Suvarnapathaki et al. (2019, p. 3) en su articulo “Breathing life into engineered tissues
using oxygen-releasing biomaterials” deducen que dependiendo el coeficiente de solubilidad se
libera la cantidad de oxigeno en los perdéxidos sélidos, el mas destacado es el peréxido de calcio
gue produce mayor cantidad de oxigeno en varias aplicaciones, este perdxido cuenta con 22+3,3
mg/L de oxigeno liberado, su mecanismo de liberacion es por medio de la descomposicién

hidrolitica.
3.5.  Comparacion de resultados con investigaciones ya publicadas
En este apartado se realizd una tabla con diferentes articulos, donde se aprecia las diferentes

variables, efectos que producen las propiedades mecanicas, los resultados obtenidos en sus

estudios y las respectivas referencias.
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Tabla 6-3. Comparacion de Resultados

Variable Efecto en las )
) . Resultados Referencias
Regulables propiedades mecanicas

Concentracion de Bajo maodulo de Al 10% (p/v) de (Carrasco y Salazar,
GelMA hinchamiento y alto de hidrogeles de GelMA, 2021, p. 15)
compresion hay un 60+£10% de la
porosidad con un

tamaiio promedio de

250£65mm de poro.

Concentracion de Fuerza de 100-200 MPa, Gran porosidad (Rodrigo, 2019, p.7)
peroxido de Dureza de 2-12 MPam¥z (mayor al 90%)
calcio (Ca0O2) y un moédulo de

compresion de 15-20

GPa.
Concentracion de El maodulo de Alta porosidad y (Garcia, Rodriguez y
peréxido de compresion esta entre tamafio  de poro Velandia, 2020, p.
calcio (Ca02) (427,88 kPa y 833,73 promedio. 22)

kPa)

Realizado por: Avilez Velasco, Beverly, 2022.

Comparando los resultados que se utilizan actualmente en aplicaciones con los resultados
obtenidos en este trabajo de investigacion se puede observar que dependiendo las
concentraciones de peroxido de calcio cambia su modulo de compresion, pero los resultados
siempre deben tener una porosidad mayor a 90%, ademas el perimetro entre cada poro debe
estar aproximadamente entre 10 nanémetros y 500 micrometros. Y su médulo de compresion
debe estar entre 15 a 20 GPa.

Con la previa informacion vista se puede afirmar que en la muestra de concentracién 0% p/v
tenemos una estructura plana sin porosidad porque lo que no contiene particulas de CPO, en
cambio las muestras de concentracion 0,1% plv, 1% p/v y 2% p/v tienen una estructura de

porosidad que se encuentra en el rango aceptable de poros para la aplicacion de tejidos.
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CONCLUSIONES

e En este trabajo de titulacién se sintetizé scaffolds inteligentes a base de gelatina
metacriloilo cargadas con particulas de CPO liberadoras de oxigeno con diferentes
concentraciones (0% p/v, 0,1% p/v, 1% p/v y 2% pl/v), obteniendo como caracteristicas
estructuras porosas y biocompatibles. Donde estos scaffolds son candidato para la
aceleracion y regeneracion de tejidos cartilaginosos que poseen en ambiente de hipoxia.

e Se dedujo que entre més alta es la concentracion del CPO existe mayor rigidez en los
scaffolds para la adhesion celular combinadas con una resistencia suficientemente
prolongada.

e  Se concluye que los biomateriales a base de Gelatina Metacriloilo (GelMA) cubiertos con
nanoparticulas inteligentes de CPO (liberadoras de oxigeno) en un ambiente de hipoxia
propaga oxigeno que permite la existencia de y proliferacion de condrocitos, lo que podria
conducir a la regeneracion completa del cartilago.

e  Se caracteriz6 las muestras con concentraciones diferentes de CPO en el scaffolds a través
de la microscopia electrénica de barrido que nos entrega imagenes de su universo celular a
longitud de micrémetros dando como resultados 3,044 um; 2,773 um y 1,307 um que son
aceptables en el rango de porosidad para la aplicacion de tejidos. Por otro lado, al momento
de caracterizar en el FTIR nos manda como resultados los grupos funcionales que existen
en las muestras con la finalidad de comprobar que es un material biocompatible.

e  Se compararon los resultados obtenidos en este estudio con resultados que actualmente son
aplicables y llegando a la conclusion puede observar que dependiendo las concentraciones

de perdxido de calcio cambia su modulo de compresion.
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RECOMENDACIONES

e Antes de utilizar cualquier material en el laboratorio se recomienda lavar con jabon y agua
destilada para evitar la contaminacion al momento de preparar o poner compuestos
importantes en los envases, ademas para entrar en el laboratorio es necesario utilizar
mandil y guantes.

e Al momento de sintetizar el peroxido de calcio se recomienda realizar un analisis
estequiométrico para tener una ecuacion balanceada que determina las proporciones entre
reactivos y productos, de esta manera no se desperdicia producto y se sabe las cantidades
adecuadas para la obtencién del peréxido de Calcio.

e Al momento de preparar las muestras se recomienda utilizar mascarilla para evitar los
olores fuertes que provoca dichas muestras.

e  Por otra parte, se recomienda realizar calculos necesarios antes de preparar las muestras por
3 razones:

e  Primero, para evitar pérdidas en los materiales, ya que son dificiles de conseguir y de alto
costo.

e Segundo, para que al momento de preparar las muestras ya tenga presente cuando tiene que
afiadir a la preparacion.

e  Tercero, para que tenga un mejor seguimiento.

e  Se recomienda cubrir los tubos falcon con aluminio o cinta negra para que al momento de
afiadir el irgacure no empiece a reticular la muestra

e Para realizar la exposicion UV de las muestras es necesario realizar una caja negra y
ademas utilizar lentes para tener una mayor precaucién contra los rayos UV.

e  Se recomienda que al momento de caracterizar en el SEM las muestras sean metalizadas,
pues al no ser conductoras el sistema no puede analizarlas perfectamente ya que el haz de
electrones no se centra en el area adecuada.

e  Por dltimo, al momento de poner la muestra en los envases se recomienda poner plastico de
cocina para que al momento de gelificar las muestras se puedan desprender con mayor
facilidad.
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GLOSARIO

Espectro: La gama completa de todos los tipos de radiacion que tienen tanto campos eléctricos
como magnéticos, y que se desplazan en ondas. Este espectro abarca desde la radiacion de
energia baja que se traslada en ondas largas (Lépez, 2014, parr. 3).

Espectroscopia: es el estudio de la descomposicion de la luz midiendo de esa manera distintas
longitudes de onda de luz visible y no visible (IEQFB, 2021, parr.2).

GelMA: es una gelatina que posee la mayoria de los grupos metacrilamida3 y en menor
cantidad grupos metacrilato; por ello se Ilama metacrilato de gelatina y en abreviaturas mas
conocido como GelMA (Sun et al., 2018, pérr. 2).

Scaffolds: son andamios que estan disefiados con distintos tamafios de poros, para que se
puedan adherir y evaluar de distintos tipos celulares.

Transmitancia: es la razon de la luz transmitida respecto a la luz incidente, esto se lleva a cabo

basandonos en contextos geométricos determinados (Ibéfiez et al., 2006, pp. 47).
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ANEXOS

ANEXO A. MANIPULACION DEL GELMA
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ANEXO E. PREPARACION DEL PEROXIDO DE CALCIO




