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RESUMEN

Los apositos cutaneos elaborados a base de polimeros con estructuras de nanofibras
(electrohilados) permiten mejorar la interaccién del material con células, favoreciendo la
curacion de heridas sin realizar modificaciones adicionales en la superficie del polimero,
que resultarian en un mayor costo de fabricacion. Por tal motivo, se realizé la sintesis de
poli(urea-uretano) incorporando arginina como extensor de cadena (PUUR) para
posteriormente electrohilar el material y determinar su efecto en andamiaje de células de
fibroblastos (hFB), utilizando como control membranas electrohiladas y lisas de Tecoflex
y poli(urea-uretano) con etilendiamina. PUUR se caracteriz6 por infrarrojo, resonancia
magnética nuclear, cromatografia de permeaciéon en gel, calorimetria diferencial de
barrido y andlisis termogravimétrico. Posteriormente, los electrohilados se elaboraron a
una concentracién de polimero de 15%, a una distancia entre la aguja y el colector de 7
o0 13 cm, o con una concentraciéon de 20% a una distancia de 13 cm. Mediante
microscopia electrénica de barrido (SEM) se corroboré que a 20% se generaron fibras
impactadas; lo cual se disminuye al reducir la concentracion a 15%, aunque se observo
la formacion de fibras con granulos alargados. La adherencia y proliferacion celular fue
determinada con la técnica LIVE/DEAD. La adhesion expresada como area superficial
fluorescente de hFB fue mayor en membranas lisas que en PUUR electrohilado.
Asimismo, la proliferacion en las membranas electrohiladas de 20 y 15% de PUUR y
Tecoflex-liso a las 24 h y las 120 h no tuvieron diferencia significativa. Sin embargo,
Tecoflex-electrohilado tuvo la mayor proliferacion a las 120 h, lo cual se adjudica a la
formacion de fibras uniformes, las cuales proveen mayor &area superficial que las
membranas lisas y PUUR con aglomerados. La morfologia celular se determiné
mediante SEM a las 24 h de cultivo, se observé una buena interaccion célula-membrana
por la tipica extension en forma de huso de la célula de fibroblasto sobre los materiales.
Los resultados obtenidos indican que el electrohilado de polimero con ausencia de
aglomerados mejoran la viabilidad de hFB sobre el apésito, siendo en este trabajo la
morfologia del material un factor mas relevante en la respuesta celular que la
composicion del material.






ABSTRACT

Skin dressings made of polymers with nanofiber structures (electro-spun) improve the
interaction of cells with the material, which favors wound healing by avoiding other
modifications on the polymer surface, which would result in a higher manufacturing cost.
For this reason, the synthesis of poly(urea-urethane) was made from poly(caprolactone)
diol and dicyclohexylmethane-4,4’-diisocyanate, incorporating arginine as a chain
extender (PUUR) to subsequently make electrospun membranes with the material and
determine its effect on fibroblast cell scaffolding (hFB), using as control electrospun and
smooth membranes of Tecoflex and poly(urea-urethane) with ethylenediamine. The
polymer was characterized by infrared, nuclear magnetic resonance, gel permeation
chromatography, differential scanning calorimetry and thermogravimetric analysis.
Subsequently, electrospun membranes were made at a polymer concentration of 15%,
at a distance between the needle and the collector of 7 or 13 cm, or at a concentration of
20% at a distance of 13 cm. Scanning electron microscopy (SEM) confirmed that
impacted fibers were generated at concentration of 20%; which is reduced by reducing
the concentration to 15%, although the formation of elongated beads were observed. Cell
adhesion and proliferation were determined with the LIVE / DEAD assays. Adhesion
expressed as a fluorescent surface area of hFB was greater in smooth membranes than
in electrospun PUUR. Likewise, the proliferation in the electrospun membranes of 20 and
15% of PUUR and Tecoflex-smooth at 24 h and 120 h had no significant difference.
However, electrospun Tecoflex had the greatest proliferation at 120 h, which is attributed
to the formation of uniform fibers, which have a greater surface area than smooth and
PUUR with beads membranes. Cell morphology was determined by SEM at 24 h of
cultivate, a good cell-membrane interaction was observed due to the typical spindle-
shaped extension of the fibroblast cell on the materials. The results obtained indicate that
the polymer electrospinning with the absence of agglomerates improves the viability of
hFB on the dressing, being in this work the morphology of the material a more relevant
factor in the cellular response than the composition of the material.
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INTRODUCCION

La piel es el 6rgano mas grande del cuerpo humano cuya funcién principal es proteger
al organismo de cambios bruscos en el ambiente.! El dafio de esta linea de defensa
implica la pérdida de sus funciones y la exposicion del tejido subyacente a invasores
como bacterias, virus y hongos, los cuales promueven el desarrollo de infecciones.? Y
aunque la piel tiene la capacidad de autosanarse, es necesaria una cobertura inmediata
para ayudar a la reparacion y regeneracion del tejido cuando se causen dafios® o cuando
existe una disminucién en la capacidad de curacién del paciente.® Las afecciones de la
piel mas comunes derivan de traumas mecanicos, procedimientos quirdrgicos,
guemaduras y ulceras crénicas. Entre los tratamientos empleados para la curacion de
heridas cutaneas, el injerto de piel es la técnica més utilizada, proporcionando un
ambiente rico en colageno y factores de crecimiento.* Aunque tienen la desventaja de
presentar donantes limitados, riesgo de infeccion, y cicatrizacion lenta.?

Por otro lado, otros tratamientos utilizan andamios celulares o acelulares que pueden
estar conformados por polimeros naturales y por polimeros sintéticos.® Una ventaja del
uso de polimeros naturales es que tienen zonas de reconocimiento celular que
promueven la adhesion y proliferacion, ademas de ser biocompatibles y biodegradables.
Sin embargo, una desventaja es que poseen bajas propiedades mecénicas de
retraccidn-contraccion.® En adicién, implican un riesgo de transmision de enfermedades,
dependiendo del aislamiento y manejo del material,® y son relativamente caros. En caso
inverso, los polimeros sintéticos, como el poliuretano, tienen fuentes menos costosas de
materia prima. Ademas de una amplia gama de propiedades fisicas, dependiendo de su
técnica de fabricacion. Sin embargo, tienen la desventaja de un limitado reconocimiento
celular y, por lo tanto, bajos niveles de unién y proliferacién celular,* lo que retarda la
curacion de la herida cutanea.

Algunas metodologias para mejorar la afinidad biolégica de polimeros sintéticos son
mediante su combinacién con biopolimeros,® la modificacién quimica de su superficie,®
o mediante la insercion de biomoléculas como extensores de cadena, péptidos o
aminoéacidos.” Otra forma de fomentar la respuesta biolégica del polimero es con la
formacion de andamios fibrosos, debido a que la piel, al igual que otros érganos y tejidos,
tiene estructuras fibrosas organizadas y de tamafio nanométrico.® Por lo tanto, la
formacion de nanofibras por electrohilado es una buena propuesta para mejorar el
reconocimiento celular debido a que promueve las interacciones célula-matriz,® al imitar
la morfologia fibrosa de la matriz extracelular (ECM, por sus siglas en inglés Extracellular
matrix).°

Algunos poli(uretano)s electrohilados se han combinado con polimeros naturales como
colageno,’® gelatinal!? y dextrano®® para mejorar la afinidad celular,*® y en el caso de



los dltimos dos utilizados como sustitutos de coladgeno para disminuir costos. Otra opcién
para evitar el uso de biopolimeros es la sintesis de polimeros que tengan secuencias de
aminoacidos en la cadena del material para disminuir costos. Y asi evitar la
funcionalizacion previa de la superficie del material con otras metodologias, por ejemplo,
plasma, para el anclaje del polimero natural.!* A su vez, estudios han demostrado que
la utilizacion de aminoé&cidos polares como la arginina promueven la adhesion y
proliferacion de células.t>®

Por lo tanto, en este trabajo se sintetizaron poli(urea-uretano)s segmentados usando
poli(caprolactona) diol (PCL-diol), diisocianato de 4,4’-diciclohexilmetano y el aminoacido
arginina, como extendedor de cadena. Posteriormente se electrohil6 el material y se
obtuvieron membranas electrohiladas de poli(urea-uretano) segmentado. Siendo la
aportacion de este trabajo el estudio de membranas de electrohilado de poli(urea-
uretano) con arginina como extensor de cadena en andamiaje de células de fibroblastos.



ANTECEDENTES

Piel

La piel es un 6rgano auto-reparador y auto-renovador que cubre toda la superficie del
cuerpo y forma una barrera que separa el ambiente exterior de los 6rganos internos.’
Se subdivide en tres capas principales; la epidermis, la dermis y la hipodermis (Figura
1). La epidermis estd conformada por un 90% de queratinocitos, y su principal funcién
es de regulacion de pérdida de agua y proteccion del cuerpo de elementos extrafios.* La
dermis es la capa mas gruesa y la que sigue a la epidermis. Esta conformada por la
matriz extracelular, y principalmente por células de fibroblastos.* La ECM esta formada
principalmente por colageno tipo |, seguido de elastina, y glicosaminoglicanos (GAG),®
gue proporcionan resistencia mecanica y elasticidad a la piel. La dermis se subdivide en
capa papilar superficial y la capa reticular profunda. La primera esta constituida de fibras
delgadas de colageno irregularmente distribuidas, y una red de fibras de elastina. En la
segunda, el colageno es grueso y denso y las fibras son longitudinales y tienden a ir en
paralelo a la superficie cutanea; también las fibras de elastina son gruesas, pero
presentes en menor cantidad.*®
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Figura 1.- Composicién y estructura de la piel.?’

La ultima capa de la piel es la hipodermis. Consiste principalmente de tejido adiposo y
vasos sanguineos.* Asi, el conjunto organizado de estos componentes forma un entorno



por el cual diferentes tipos de células estaran comunicadas entre si para reparar y
regenerar continuamente la piel durante la homeostasis normal y durante una lesion.’

Lesion

Se considera una lesion o herida a cualquier alteracion en la estructura anatémica normal
e integridad funcional de la piel.}” De manera natural, la curacién de una lesioén requiere
de complejas interacciones entre diferentes tipos de células, factores de crecimiento,
citoquinas y quimiocinas,’® las cuales estan agrupadas en cuatro etapas que acontecen
de manera traslapada: hemostasis, inflamacion, proliferacion y maduracion. En los
primeros segundos se inicia la hemostasia, donde se detiene la pérdida de sangre
mediante vasoconstriccion de los vasos sanguineos dafiados y por la formacién de un
coagulo sanguineo.?® Las plaquetas en el coagulo segregan citosinas y factores de
crecimiento que generan quimiotaxis de neutréfilos, monocitos; transformados
posteriormente a macroéfagos, y linfocitos al codgulo.?°-?2 Estas células se encargan de
fagocitar y eliminar bacterias, tejido necrosado y elementos foraneos del area de la
herida.?! Ademas de estimular la liberacion de mas factores de crecimiento que
promueven la etapa proliferativa, caracterizada por la angiogénesis, formacion de tejido
de granulacion y epitelizacion. En esta etapa proliferativa la principal célula encargada
de regenerar la matriz extracelular es el fibroblasto. Los fibroblastos migran al sitio de la
herida para la formacion del tejido de granulacion mediante la produccion de proteinasas
y la sintesis de colageno y otros componentes de la ECM; este tejido de granulacion
sirve como matriz extracelular provisional y proporciona un medio para la migracién,
crecimiento y diferenciacion celular. En la dltima etapa, los fibroblastos se diferencian a
miofibroblastos, que presentan funcion contractil para disminuir el tamafio de la herida y
cerrar sus bordes. Las células de las etapas anteriores se remueven por apoptosis, y
enzimas proteoliticas desintegran la matriz provisional mientras se remodela el colageno
tipo 11l a colageno tipo | para la reestructuracion de una matriz extracelular madura.? A
Su vez, como se mencion6 anteriormente, la matriz extracelular esta conformada por
distintos tipos de fibras, por lo que un material fibroso puede promover buenas
respuestas celulares de adhesién y proliferacion.

Los pasos mencionados para la curacion de una herida son en condiciones normales de
salud. Sin embargo, existen otros factores que afectan el proceso de cicatrizacién, como
la edad, sexo, historial clinico del paciente, exposicién de la herida al medio ambiente;
oxigenacion y desarrollo de procesos de infeccion y generacion de reacciones de tipo
cuerpo extrafio. Estos ultimos factores ralentizan y dificultan la recuperacion del tejido,
por lo que el tratamiento de curacion debe promover la proteccién de la herida, para la
prevencion de infeccion, la aireacion y la aceleracion en el proceso de cicatrizacion.

El primero registro de tratamiento de heridas cutaneas inicié con los sumerios; con el
uso de cataplasma compuesto de barro, leche y plantas. Los egipcios preparaban yesos



de miel y vendajes de fibras vegetales y grasas animales,? debido a la actividad
antimicrobiana inherente en estos materiales. Con el avance del tiempo se empezaron,
y siguieron, utilizando apositos tradicionales como vendajes naturales o sintéticos,
algoddn y gasas con diferentes grados de absorbencia para el manejo de heridas.?? Sin
embargo, el aumento de conocimientos sobre la fisiopatologia molecular y celular en el
proceso de curacion de heridas y el estudio de nuevos materiales ha llevado al desarrollo
de nuevos apdsitos, como sustitutos de piel.?

Sustitutos cutaneos

Los sustitutos de piel son productos de la ingenieria de tejidos para remplazar,
temporalmente o permanentemente, la funcién y la forma de la piel.?* Un sustituto ideal
tiene las caracteristicas de poseer resistencia bacteriana, baja respuesta inflamatoria,
nula toxicidad, ser no inmunogénico, permitir la transmision de gases y agua, presentar
resistencia mecanica, ser elastico y plegable, de larga vida util y ser relativamente
barato.® Los sustitutos cutaneos se pueden clasificar de acuerdo al tipo de material que
usa, como biolégico o sintético; acelulares o celulares, segin su composicion.*
Actualmente los sustitutos de piel combinan diferentes tipos de materiales y estructuras
anatémicas para disminuir las desventajas que poseen por separado.

Sustitutos acelulares

El uso de andamios acelulares inici6 a finales de 1970 con el objetivo primordial de
funcionar como una barrera de fluidos. Estos estan formados de una matriz con base en
materiales naturales y/o sintéticos con una estructura fisica y quimica que permita el facil
acceso de células huésped durante la curacién de la herida.® Su uso principal es como
sustituto de piel temporal para heridas o quemaduras superficiales, y de espesor parcial
medio dermal.* Algunas marcas comerciales de este tipo de sustitutos de piel son
AlloDerm®, Integra® y Biobrane®.

AlloDerm® consiste en una dermis desepidermizada y sin poblacién celular,
posteriormente liofilizada.?* Es de alto costo y propenso a infeccion. Biobrane® esta
constituido por una pelicula delgada de silicona y por una malla de nylon porosa con
colageno tipo |. Este material tiene la ventaja de permitir el drenaje de exudado y la
permeabilidad de antibiéticos debido a su porosidad,? pero al igual que AlloDerm® es
propenso a infeccién. Integra® esta conformado por dos capas; un remplazo dérmico
bicapa de coldgeno bovino reticulado tipo 1 y condroitina 6-sulfato glicosaminoglicano, y
un analogo epidérmico temporal de silicona.?* Es el sustituto cutdneo mas utilizado.
Algunas de sus desventajas es su alto costo, mala adherencia,® pérdida del injerto,
vulnerabilidad a la infeccion*?* y, atrapamiento de liquidos, requiriendo fenestracion del
tejido.*



Sustitutos celulares

A diferencia de los sustitutos acelulares, estos remplazos de piel ya estan provistos de
cultivos celulares crecidos en soporte o andamio para auxiliar en la regeneracion de la
piel nativa del paciente. Estos pueden ser sustitutos celulares aut6logos, los cuales son
cultivos obtenido a través de biopsias de piel del mismo paciente con el fin de evitar su
rechazo,* una de sus desventajas es presentar problemas de fragilidad, contracciéon de
la herida y formacion de cicatrices.® Los sustitutos comerciales de este tipo necesitan un
tiempo de cultivo de aproximadamente tres semanas, tienen un elevado costo, corta vida
de anaquel y predisposicion a generar infecciones.?* Otro tipo de sustituto celular son los
alogénicos, los cuales emplean células obtenidas de donantes y no del paciente. Esto
disminuye los tiempos de preparacion de injertos con material alogénico en comparacion
con la producciéon de injertos autélogos.?! Un sustituto celular alogénico dermal es el
TransCyte®, el cual se compone de fibroblastos alogénicos humanos de prepucio
neonatal sembrados sobre malla de nylon cubierto con silicona.?* Otro sustituto
alogénico es el Dermagraft®, consiste en una malla de poli(galactina) cultivada con
fibroblastos neonatales humanos y criopreservada.?* Apligraf® y OrCel® son sustitutos
alogénicos dermal-epidermal compuestos por una matriz de colageno bovino sembrada
con fibroblastos y queratinocitos del prepucio neonatal.*

La mayoria de las matrices de estos productos son de procedencia biolégica; colageno,
fibrina, piel cadavérica y hoja de células.* Tanto los sustitutos celulares y los sustitutos
acelulares que utilizan fuentes biolégicas de materia prima tienen el inconveniente
principal de ser de alto costo para su adquisicion y presentar vulnerabilidad a la infeccion.
Por lo que el uso de polimeros sintéticos para este tipo de aplicaciones médicas esta en
aumento.

Polimeros sintéticos

Los polimeros sintéticos presentan variadas propiedades fisicas, dependiendo de su
método de fabricacion y procesamiento. En general, la principal desventaja de los
sustitutos sintéticos es el limitado reconocimiento celular y compatibilidad con tejidos.
Debido a esto, existen varios productos que combinan polimeros sintéticos con
polimeros naturales o componentes celulares, para favorecer las propiedades
intrinsecas de los elementos por separado.® Algunos de los materiales sintéticos mas
utilizados son: nylon (Biobrane®), silicon (Integra®), poli(uretano) (PU), poli(acido
lactico) (PLA), poli(acido glicélico) (PGA); poli(glactina) o poli(acido lactico-glictlico)
(PLGA) (Dermagraft®) y poli(caprolactona) (PCL). Tanto el silicbn como el nylon se han
utilizado como analogos epidérmicos en apdsitos cutaneos, posicionandose en la parte
externa de la herida. Sin embargo, no presentan buena biodegradabilidad.® Al contrario,
en el caso de PLA, PGAy PLGA la tasa de degradacion es mas rapida pero su aplicacion
para implantes o productos a largo plazo (2-4 afios) es limitada por éste motivo. Ademas,
algunas investigaciones mencionan que los productos acidos de la degradacion de PLA



resultan citotéxicos.*® En el caso de PU, cuando su formulacién contiene PCL-diol puede
degradarse pero no a corto plazo, y es susceptible a hidrolizarse; presentando productos
de degradacién no toxicos.?®

La semipermeabilidad del PU ha conllevado al uso de este material como sustituto
cutaneo, al ser impermeable a las bacterias, pero permeable a gases; permitiendo el
ambiente himedo deseable para que ocurra la curacion de la lesién,® ademas de sus
buenas propiedades mecanicas, facilidad de procesamiento y biocompatibilidad.?
Algunos productos comerciales basados en PU’s para el vendaje de heridas son
Tegaderm™, OpSite™ y Allevyn.® Opside™ consiste en peliculas delgadas de
poli(uretano) que evita la pérdida de fluidos y permite el intercambio de gases entre la
herida y el ambiente. Ha sido probada en pacientes con quemaduras de grosor parcial,
dando buenos resultados en 80% de los pacientes.?” Tegaderm™ esta conformado por
fibroblastos cutdneos sembrados en un andamio de nanofibras de
poli(caprolactona)/gelatina sobre una membrana de poli(uretano), analogo epidermico.*
Por este componente el material exhibe semipermeabilidad de gas, aumentando la tasa
de epitelizacion.*

Poli(uretano)

Un PU es un polimero que se caracteriza por la presencia de grupos uretano (R-NHCOO-
R’) en la unidad repetitiva de la cadena principal,?® sin importar la composicion quimica
del resto de la cadena, que puede contener hidrocarburos alifaticos y aromaticos, grupos
ésteres, éteres, amidas, ureas e isocianuratos.® La sintesis de PU’s se lleva a cabo por
una polimerizacion por condensacion, donde monémeros bifuncionales reaccionan entre
sf, mediante una adiciéon simple, para producir cadenas largas del polimero.?® Estos
mondmeros corresponden a grupos isocianato (R-NCO) y grupos hidroxilo (R-OH) de un
poliol.

En cuanto a la estructura del isocianato, en la fabricacion industrial del PU se usan
isocianatos aromaticos, los cuales son mas reactivos que los alifaticos, como el
diisocianato de 4,4’-difeniimetano (MDI) y el diisocianato de tolueno (TDI); mezcla de
isbmeros 2,4y 2,6, pero debido a la elevada toxicidad de sus productos de degradacion
se prefiere usar isocianatos alifaticos que al degradarse generan diaminas alifaticas de
menor toxicidad, como son el diisocianato de 1,6-hexametileno (HDI), diisocianato de
1,4-butano (BDI) y diisocianato de 4,4’-diciclohexilmetano (H:-MDI).?

Para promover la selectividad entre los grupos funcionales se emplean diferentes
catalizadores. El catalizador determina parte de las caracteristicas del PU al influenciar
en la estructura del material mediante los tipos de enlace que promueve. Catalizadores
como aminas terciarias, compuestos alcalinos y organometales, tienen diferentes
efectos cataliticos sobre la reactividad del grupo isocianato frente a atomos de hidrégeno



activo de grupos uretano, urea, agua y alcohol.*® Para la reaccién de isocianatos con
grupos hidroxilo el uso de organometales, como el octoato de estafio, es el que tiene el
efecto mas fuerte en la formacién de PU, y a su vez tiene un efecto débil en la reactividad
de isocianato con agua y urea, a diferencia de las aminas terciarias y compuestos
alcalinos que favorecen tanto su reactividad con agua e hidroxilo y la tltima también con
urea y uretano.®® La temperatura es otro factor que afecta la reactividad del isocianato.
Estos reaccionan con grupos hidroxilo, aminas y agua a temperaturas de 25 a 50 °C, y
favorece la formacion de poli(uretano)s lineales. Mientras que a temperaturas altas de
100 a 150 °C se producen enlaces alofanato y biuret, y aumenta el entrecruzamiento y
las ramificaciones del polimero.?°

En la actualidad, se ha mejorado la seleccién de monémeros utilizados en la sintesis de
PU’s, debido a que en el pasado el uso de este polimero se suspendié por la lenta
degradacion y toxicidad del material, dificultando su uso en ingenieria de tejidos.® Los
poli(éteres) o poli(ésteres) alifaticos terminados en grupos hidroxilo son los polioles
convencionales empleados en la sintesis de materiales biomédicos. Algunos de los mas
comunes son la poli(caprolactona) diol (PCL-diol), PLLA, PGA y sus copolimeros.® La
PCL-diol es comunmente usada para generar biodegradabilidad en poliuretanos, debido
a que los grupos éster son susceptibles a la hidrélisis quimica y enzimatica®? y que sus
productos de reaccidon no son téxicos. Para formar poliuretanos con propiedades
elastoméricas se anexa otra molécula de bajo peso molecular que funciona como
extensor de cadena. Esto genera poliuretanos segmentados que pueden ser poli(urea-
uretano) (PUU) o poli(urea-amida) uretano dependiendo del enlace obtenido entre el
grupo funcional del extensor y el isocianato. Diferentes extensores se han utilizado para
generar la biodegradabilidad del polimero y disminuir la toxicidad de los productos de
degradacion.®

Poli(uretanos) segmentados.

El PU segmentado es un PU elastomérico conformado por copolimeros en bloque.?® Se
dice que esta en estado de segmentacién por la separacién marcada de microfases;
dominios cristalinos y amorfos, es decir, segmentos duros y segmentos blandos. Los
dominios amorfos son estructuras desordenadas, cuando las moléculas del polimero
estan dispuestas y entrelazadas de manera aleatoria.?® Este segmento blando
proporciona flexibilidad y regula la biodegradabilidad del material.?® Su morfologia es
amorfa o semicristalina, dependiendo de la longitud de cadena, geometria y estructura
quimica del macrodiol.?® El estado cristalino es cuando se tiene una estructura altamente
orientada, las moléculas del polimero estan ordenadas y cada atomo cae en una posicion
precisa, repetitiva y compactada.?® Estos segmentos rigidos, que corresponden al grupo
isocianato y el extensor de cadena, forman dominios discretos que actian como puentes
y particulas de relleno, reforzando la matriz segmentada blanda.?® Esto se debe a la
accion de fuerzas de Van der Waals y las interacciones de enlaces de hidrégeno entre



los mismos segmentos, generando un efecto de entrecruzamiento virtual entre las
cadenas primarias lineales de PU.?°

La sintesis de PU segmentado precisa tres componentes principales: un compuesto con
grupos isocianato como el diisocianato de 4,4’-diciclohexilmetano; un poliol como la
poli(caprolactona) diol, y un monémero de cadena corta (extensor de cadena). Se ha
reportado el uso de arginina como extensor de cadena en PUU con altos niveles de
adhesion, proliferacion y viabilidad celular comparado con Tecoflex.’® La sintesis se
realiza por dos etapas (fig. 2), iniciando con la reaccion de poliol con un exceso de
isocianato para formar un prepolimero. Mediante una reaccion de adicién al doble enlace
C=N del isocianato, donde el carbono electrofilo es atacado por el centro nucledfilo del
poliol y el hidrogeno de éste es atraido por el atomo de nitrégeno con carga negativa.?®
En la segunda etapa, los grupos isocianato libres del prepolimero reaccionan con las
aminas primarias del extensor de cadena y forman grupos urea, generando un
copolimero de bloques lineales; con blogues alternantes de segmento duro y segmento
blando.®*

Primera etapa:

a] 0 OCN
HJ(\/\/\)L}/\/\/\{JL/V\/% .\

Poli (caprolactona) diol Diisocianato de 4,4’-
diciclohexilmetano

NGO

l 60° C, SnOct, N>
H 8] 8] H
OCN : : NI%OV\/\)}OmOwO{)I\/\NWNO\/O&NCO
0
Prepolimero con grupos terminales isocianato

Segunda etapa:
Prepolimero + H#—0—

l Arginina |

Sttt do oty

Poli(urea-uretano) de arginina (PUUR)
Figura 2.- Esquema de reaccion de la sintesis de poliuretanos en dos etapas.??



Mejoramiento de respuesta celular en poli(uretano)

El poli(luretano) es un polimero que se caracteriza por poseer una superficie
relativamente inerte a la respuesta celular de adhesion y proliferacion; esto puede
conllevar a que se generen reacciones de inflamacion e infecciones cuando se prueban
materiales de PU in vivo. Por lo tanto, para mejorar su aplicacion en ingenieria de tejidos
se han realizado una serie de modificaciones a la estructura y a la composicion del
material. Algunos métodos de funcionalizacién se realizan mediante:**

= Laincorporacién o inmovilizacion de biomoléculas en el material.
= Modificacién quimica o por plasma para introducir grupos funcionales.
= Procesamiento final del material en nanofibras.

En general, se utiliza la combinacién de polimeros naturales como colageno, gelatina,
heparina, fibrina, elastina y celulosa, con los PU para aumentar la afinidad celular. Esta
incorporacién de un polimero natural se realiza mediante el pretratamiento del material
sintético con plasma;** para generar los grupos funcionales necesarios en la adhesion,
o aplicando procesos quimicos.* El uso de polimeros naturales se debe a que la matriz
extracelular contiene zonas o elementos de reconocimiento celular a lo largo de su
estructura,® generando un material biomimético.® La matriz extracelular se encuentra
formada por proteinas estructurales fibrosas como colageno, elastina, fibronectina,
laminina, y proteoglicanos.®” De éstas, la fibronectina y laminina son glucoproteinas
principalmente relevantes para la unién de proteinas y proteoglicanos de la célula.®®
Ambas tienen sitios de unién especificos que interactlian con las células para anclarlas
a la matriz extracelular, o entre ellas mismas. Estas interacciones se deben a secuencias
peptidicas concretas, siendo de las principales la secuencia arginina-glicina-acido
aspartico (RGD).%#3° Descubierta en 1984 por Pierschbacher y Rouslahti como la
secuencia minima en fibronectina que estimula la adhesién celular® al unirse a la familia
de proteinas integrinas presente en superficies celulares.38:3°

Las integrinas son proteinas heterodiméricas con dos subunidades diferentes (a y B)
ancladas a la membrana plasmatica por una hélice transmembrana.*® Los dominios
extracelulares de las subunidades a y B se combinan para formar un sitio de unién
especifico para proteinas extracelulares. Estos receptores varian segun la linea celular,
tienen la capacidad de unirse a una variedad de ligandos y, en viceversa, muchas
proteinas de adhesion de la superficie celular y la matriz extracelular se unen a diversos
receptores de integrina; cuyo rango de afinidad varia. En particular, la secuencia de
tripéptido RGD es una de las secuencias con mayor rango de afinidad y selectividad para
variados receptores de integrina.** La adhesién ocurre cuando RGD se une a la interfaz
entre las subunidades a y 3, el residuo R se ajusta en una hendidura en un médulo de
hélice B en la subunidad a y el D coordina un catién unido en un dominio A de von
Willebrand en la subunidad B.#
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Modificacién de poli(uretano)

La secuencia RGD ha sido utilizada en andamios de PU para uso vascular, y con buenos
resultados en adhesién y proliferacion de células endoteliales.*® Una de las ventajas de
utilizar secuencias cortas de aminoacidos, sobre el uso de la cadena larga nativa, es que
la secuencia corta es mas estable durante los procesos de modificacion del material v,
que la mayoria de los péptidos estan disponibles para interactuar con la célula, a
diferencia de las secuencias largas donde los dominios de anclaje no estan siempre
disponibles por impedimentos estérico.*® Ademas, es mas econdémica la sintesis masiva
de secuencias cortas.*® Otro método mas directo y econémico es la copolimerizacion o
autoensamblaje de aminoacidos que conforman esta secuencia, u otras, en la estructura
de polimeros para fomentar la respuesta biol6gica, o en su mayoria para mejorar la
biodegradabilidad de un material.

Skarja“*? utilizé el aminoacido L-fenilalanina como extensor de cadena para la fabricacion
de elastémeros de PU degradables, debido a que en medio fisiolégico la quimotripsina
degrada la secuencia. Al igual, Parrag®® empleé el dipéptido glicina-leucina en la
estructura de PU para fomentar la degradacion del polimero mediante la escision del
enlace peptidico entre los residuos G y L (L=leucina) por accion de metaloproteinas. El
andamio fue capaz de soportar cultivo de fibroblastos embrionarios de raton durante al
menos 28 dias.

Wang Yy col.'® sintetizaron poli(urea-uretano) biodegradable empleando poli(etilenglicol)
como segmento blando y diisocianato de 1,6-hexametileno como segmento duro. Como
extensor de cadena utiliz6 L-cistina y L-lisina en diferentes proporciones. La viabilidad
celular aumentd en la membrana con mayor proporcion de lisina en su composicion y
disminuy6 al aumentar proporcion de cistina, siendo la hidrofilia de la superficie un factor
clave en la biocompatibilidad del material. Comparando con el control (laminas de vidrio)
no se determind una pérdida significativa de viabilidad celular.'® Esto demostré que el
polimero sintetizado fue no-téxico y biocompatible.

Wang* realiz6 comparaciones de poli(éter-uretano) con diferentes aditivos
modificadores de superficie basados en la secuencia RGD y los aminoacidos arginina,
glicina, acido aspartico y lisina. En la evaluacién de la tasa de adhesién celular se
comprobd que las superficies modificadas con la secuencia RGD y los aminoacidos K y
R, mostraron los niveles mas altos de adhesion celular, 124, 108 y 101%,
respectivamente. En cuanto a la tasa de proliferacion celular, a las 96 h, se repiti6 el
orden de la lista anterior. Respecto al control; placas de poli(estireno), y a los
aminoé&cidos R-G-D, se obtuvieron tasas moderadas de proliferacion. La glicinay el &cido
aspartico solo lograron mantener las células, sin proliferar. En general, la compatibilidad
de células HUVEC mejor6 con la modificacion de la superficie del polimero, respecto al
material sin modificar y respecto al control comercial. Siendo un factor importante el
grupo funcional terminal de los aminoacidos modificadores de superficie.** La lisina y
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arginina son aminoacidos polares con carga positiva a pH fisiol6gico, por lo cual tanto el
acido aspartico como la glicina no tuvieron esa respuesta celular, el primero al ser un
amino&cido con carga negativa y el segundo un aminoacido neutro.

Otros trabajos que emplearon aminoacidos como extensores de cadena son los
presentados por Chan y col.®® y Perales y col.” Chan y col.® utilizaron PU segmentado
con extensor de cadena basado en los aminoacidos de la secuencia RGD debido a la
capacidad de estos aminoacidos de formar especies cargadas; las cuales pueden
promover la adhesién celular, y de aumentar la superficie hidrofilica, mejorando la
proliferacion de células.®® De los resultados obtenidos se seleccioné al poliuretano con
arginina como el sustrato que mejor interacciona con células HUVEC, en comparacion
con los otros dos aminoéacidos y con el control Tecoflex®. Esto se adjudica a la presencia
de mas grupos amino en la estructura del polimero y a la mayor carga positiva que le
proporciona a la superficie del material.®®* En el caso de Perales y col.” se evalu6 la
actividad plaquetaria, la viabilidad y la adhesion de células HUVEC expuestas a PU
segmentados de glutation, acido L-glutamico, L-cisteina y glicina. La adhesion celular
mejord cuando se empled glicina y cisteina como extensor (64-66%). Mientras que la
actividad plaquetaria fue menor en poli(uretano)s con cisteina.’

Por lo tanto, la incorporacion de aminoacidos en PU ha logrado mejorar niveles de
viabilidad celular sobre el material, sin la necesidad de utilizar otros equipos y reactivos
para generar en la superficie del polimero los grupos funcionales de anclaje celular.
Ademas de evitarse el uso de secuencias peptidicas largas, disminuyendo costos. Otro
método de los mencionados para promover una mejor respuesta biol6gica del material
es realizando modificaciones fisicas del polimero a través del procesamiento de éste en
fioras mediante la técnica de electrohilado. Debido a que se mejoraria la
biocompatibilidad de las células con el material al generarse una matriz de nanofibras
del polimero, la cual tendria una estructura similar a las proteinas de la matriz
extracelular fibrosa® y se incrementaria el area superficial disponible para la adhesion de
células.

Electrohilado

El electrohilado es una técnica empleada para fabricar fibras a partir del procesamiento
de polimeros, siendo el didmetro de estas fibras en escala micrometrica y
nandémetrica.®* La técnica fue descubierta por primera vez en 1897, y en 1934 se
patent6 el primer dispositivo de electrohilado.*® Aunque fue hasta después de los 90’s
que la técnica recibi6 mayor atencién.*” Una de sus recientes aplicaciones es en el
campo de la ingenieria biomédica, con el desarrollo de la ingenieria de tejidos para la
reparacion y regeneracion de érganos mediante la fabricacién de andamios fibrosos.*>48
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Los elementos que conforman un equipo de electrohilado son: aguja y jeringa con la
solucion polimérica, bomba para jeringa, placa colectora conectada a tierra y fuente de
alto voltaje conectada entre la aguja y el colector. La técnica consiste en la formacion de
un campo eléctrico sobre el polimero. Se aplica un voltaje especifico a la aguja por la
cual fluira la solucion polimérica; esto causa inestabilidad dentro de la solucién debido a
la induccion de cargas sobre la gota del polimero formado, subsecuentemente la
repulsién reciproca de las cargas inducidas produce una fuerza que se opone a la
tension superficial y, en ultima instancia, la solucion de polimero fluye en forma de hilo
en la direccion del campo eléctrico, depositindose en el colector.84¢ Antes de
depositarse, las fases de la disolucidén se separan y el disolvente se evapora, quedando
solo el polimero procesado.*® El colector puede ser estatico; que consiste en una placa
metdlica, o dinamico; incluye un tambor o disco metalico giratorio.*®

Factores que afectan el proceso de electrohilado

Los principales factores que influyen en el proceso de electrohilado se dividen en tres
categorias: las propiedades de la solucién polimérica, pardmetros de electrohilado y
condiciones ambientales. En el primer grupo se encuentran el tipo de disolvente utilizado,
la concentracién del polimero, la viscosidad y la conductividad de la solucién. El segundo
grupo se conforma por el voltaje aplicado, la distancia entre la aguja y el colector (TCD),
la velocidad de flujo y el didmetro de la aguja. El Gltimo grupo se refiere a la humedad y
temperatura del ambiente.?

* Propiedades de la solucién polimérica

El peso molecular del polimero y la concentracion usada afectan los parametros de
viscosidad, conductividad de la solucién y tension superficial.#”** Un peso molecular y
una concentracion polimérica muy baja dificultan el proceso de electrohilado, no se
forman fibras continuas y aumenta la formacién de burbujas en la membrana. A mayor
peso molecular y a mayor concentracion del polimero aumenta el tamafio de las fibras
formadas, pero si la concentracion es muy alta la viscosidad aumenta y se forman gotas
en lugar de fibras, debido a la dificultad de la solucion para fluir uniformemente a través
de la aguja.*®

En cuanto al disolvente, se prefiere el uso de disolventes no téxicos; por los posibles
residuos que podrian permanecer dentro de la membrana fabricada;® y volatiles, para
que el disolvente se evapore rapidamente al solidificar el polimero.*® Un disolvente poco
volatil genera fibras planas y lisas o coaguladas en el colector.®**? Aunque si el solvente
se evapora muy rapido se afecta el flujo de la solucién debido al taponamiento de la
jeringa. Disolventes volatiles generan nanofibras mas porosas y de mayor tamafio de
poro. Otros parametros del disolvente son su constante dieléctrica y su conductividad.
Una constante dieléctrica alta disminuye la formacion de burbujas y disminuye el
diametro de las fibras.#”*! En cuanto a la conductividad, ésta permite que la solucién
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fluya al haber mayor cantidad de cargas, lo que genera diametros de fibra menores y
disminuye la formacién de gotas.*® Los disolventes mas utilizados para electrohilar PU’s
son dimetilformamida  (DMF),5%% tetrahidrofurano  (THF),%*%  1,1,1,3,3,-
hexafluoroisopropanol (HFIP),% cloroformo?® y diclorometano (DCM).%’

= Paradmetros de electrohilado

El voltaje aplicado determina la forma inicial del cono de Taylor de la solucién
polimérica,*® y ayuda a modificar en un menor grado la morfologia de la fibra®*. Si el
voltaje es muy bajo se observa formacion de gotas, mientras que con un mayor voltaje
se forman las fibras y se puede reducir el didmetro de éstas. Si el voltaje es excesivo el
proceso de electrohilado se vuelve inestable. En general, el voltaje ideal se establece
alrededor de 10-40 kV.* El flujo de la solucién es otro factor que afecta menormente la
morfologia.’® Si el flujo es bajo, se da tiempo a la polarizacién de la solucién.*® No
obstante, esto puede provocar rompimientos en secciones especificas del electrohilado,
produccion de burbujas y gotas, y un mayor tiempo de fabricacion de la fibra.*® Si el flujo
es mayor se incrementa el diametro de la fibra,*% se consigue un chorro sostenido y
sin rompimientos. Pero si este flujo excede un valor critico, el chorro obtenido es
inestable y se forman burbujas en la membrana®. Asimismo, si se excede el valor critico
se produce union de las nanofibras. Esto ocurre al aumentar la deposicion de polimero
en un corto tiempo, lo que puede evitar que el disolvente se evapore,*® segin sea la
distancia entre la aguja y el colector.

La importancia de la distancia entre la punta y el colector esta relacionada con la
evaporacion del disolvente y la fuerza electrostatica.*® Si la distancia es la adecuada, el
disolvente puede evaporarse por completo y el diametro de la fibra ser menor,*>%¢ por el
estiramiento de ésta. Pero, si la distancia es muy corta el disolvente no se evapora, el
didmetro de la fibra aumenta* y se puede promover la fusién y adhesién de fibra en la
superficie del colector,*>° formando superficies planas. Si la distancia es demasiado
grande se forman fibras con burbujas*® o no se logran recolectar en la placa metalica.*®
En cuanto al didmetro interno de la aguja, este estéa relacionado con la formacion de un
cono Taylor estable. El tamafio comUn de la aguja de la jeringa es de 16 a 23 G, menor
a 2 mm de diametro interno.*®> Como se ha mencionado, cada uno de estos parametros
influye en la morfologia del electrohilado, en el diametro de la fibra y porosidad de la
membrana. En la tabla 1 se observan diferentes parametros para la obtencion de fibras
de membranas de PU electrohiladas, siendo el diametro de fibra el valor control
reportado.
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Tabla 1.- ParAmetros de electrohilado de poliuretanos

. . Concentracion  Voltaje Distancia Flujo .Dlametro DlanTetro Porosidad .
Polimero Disolvente internode  de fibra Referencias
(%) (kV) (cm) (mL h-) : (1m)
la aguja (nm)
PU (Desmopan THF/DMF 1" 18 22 - 0.85mm 360480 56,y 1 Carlberg,
9370A) 60/40 2009
PUGM (Lubrizol Cloroformo - 18 10 7 18G 20000 74 Gabriel,
Advanced Rango: 2017
Materials) 50-150
PUCM (Tecoflex Cloroformo 9 18 10 7 20000 Gabriel,
SG-85A) 2016
PU (Pellethane HFIP 5 20 9 0.01 22G 880+440 Grasl, 2009
2363-80A)
PCL:LDI.LEED Clorometa 8 13 20 2 1000-1200 Han, 2011
no 10 1400-1600
12 2100-2500
15 2900-3300
PUCGM (CardioTech DMF/THF 25 18 18 - 0.5 mm 250-300 Khil, 2003
International) 30/70 12 270
12 18 270
6 310
9 12 400
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Diametro  Diametro

Polimero Disolvente Concentracion  Voltaje  Distancia Flujo internode  de fibra Porosidad Referencias
(%) (kV) (cm) (mL h) , (Mm)
la aguja (nm)

PUSM (Tecophilic(S) DMF 15 15 0.1 18G - Mi, 2015
Carbothane(D)):
100%S 20 200-600
25%D 15 200-700
50%D 15 300-900
75%D 15 500-1000
100%D 10 400-1000
PU DMF/THF 7.5 20 20 60 0.8 mm - - Mondal,

30/70 2013
MDI: alquildiol DMF 20 16 10 - - - - Verreck,

2003

PCL:HDI:HDS HFIP 10 15 19 1 1.2 mm - Xu, 2015
1.5:2.0.5 1070+182
1:2:1 5031258
0.5:215 11561414
0.2:2.1.8 456 + 214
pUcM DMF 10 13 15 0.15-0.30 0.6 520-725 - Yekrang,
(Elasthane™55D) 2017
PCL:MDI:BDO DMF 5 12 15 4.8 mmhr - 700-50 - Zhuo, 2008

1

- =No se menciona, BDO= Butanodiol, D= Segmento duro, DMF=Dimetilformamida, GM= Grado médico, GR= Grado reactivo, HDI= 1,6-
diisocianato de hexametileno, HDS= Disulfuro de hidroxietilo, HFIP= 1,1,1,3,3,3-hexafluoroisopropanol, LEED= Dihidrocloruro de éster
etilico de L-lisina, LDI= L-lisina etil ester diisocianato, MDI= Metileno difenil diisocianato, PCL= Poli(caprolactona) diol, PU= Poli(uretano),
S= Segmento suave, THF= Tetrahidrofurano.
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Como se observa en la Tabla 1, la concentracion de la solucién polimérica a electrohilar
es el pardmetro que reporta mayor influencia. Mi y col.>* compararon poli(uretano)s de
distintas proporciones de segmento duro y segmento blando. A una proporcion de 100%
de segmento duro la concentracion de la solucién polimérica usada fue de 10% debido
al aumento de la viscosidad, lo que ocasion6 un incremento en el didmetro de fibra, entre
400-1000 nm. En las siguientes proporciones se fue disminuyendo la porcién del
segmento duro, y por consecuencia se aumentd la concentracion de la solucién
polimérica, obteniéndose didmetros menores de fibra. La proporcién de los segmentos
también modifico la superficie de las fibras, siendo lisas a mayor proporcion del
segmento suave y rugosas al aumento el segmento duro.>* Xu y col.?® también variaron
la proporcién de precursores para la sintesis del poliuretano a electrohilar; en cuanto a
los diametros de fibras no se observo una correlacion al variar las proporciones.

Zhuo y col.®® estudiaron la influencia del voltaje aplicado para electrohilar. Encontré que
a 5% de concentracién de la solucion del polimero preparada en DMF y a 12 kV obtenia
fibras sin grumos de 880 + 440 nm de didmetro, mientras que si el voltaje disminuia a 10
KV la solucién no se electrohila debido a la baja fuerza eléctrica aplicada. Sin embargo,
cuando el voltaje se mantuvo en 20 o 25 kV, se formaron bucles y fibras irregulares a
causa del exceso de la fuerza eléctrica, volviendo inestable el proceso. Khil y col.>®
probaron distintos parametros de voltaje, proporciones de disolvente y distancias entre
la punta y el colector, hasta obtener diametros de fibra de 250 a 300 nm. Al aumentar la
proporcion al 70% de THF y disminuir el DMF al 30% se produjeron diametros mayores,
esto es debido a la conductividad y viscosidad de los solventes, mayor proporcion de
THF genera fibras de mayor tamafio por el aumento en la viscosidad y disminucion de la
conductividad, y a su vez mayores tamafios de poro por su menor punto de ebullicion.
En la variacion de voltaje, el incremento de 9 a 18 kV produjo una disminucion del
diametro de fibra de 400 a 270 nm. Ademas, el diametro promedio de la fibra disminuy6
de 310 a 270 nm, con un aumento de TCD de 6 a 18 cm.> En el primer caso hay una
mayor salida de polimero que combinado con una mayor distancia estira suficiente la
fibra y el didmetro disminuye. Mondal®® obtuvo membranas no uniformes con presencia
de aglomerados debido al uso de disolventes de baja conductividad como el THF el cual
afecta la velocidad del flujo y la tasa de transferencia del material, por lo que no puede
electrohilar continuamente.

Asimismo, Han y col.” reportaron que al aumentar el porcentaje de concentraciéon de su
PU con éster etilico de L-lisina de 8 a 15% éste aumenta en diametro de fibra de 1.0-1.2
a 2.9-3.3 um, manteniendo fijas las demés variables de electrohilado. Al contrario, otros
trabajos consiguieron diametros de fibra mayores, 20 um, a una concentracion baja (9%)
y distancia no muy alta (10 cm).*® Sin embargo, los autores reportan un flujp a 7 ml hty
la aplicacion de un voltaje considerado (18 kV), esto provoca que la solucion polimérica
se polarice a tiempo, consiguiendo un chorro sostenido y sin defectos, con un aumento
en el didametro de la fibra por las distancias y tamafio de aguja reportados. Chen y col.®*
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obtuvieron didmetros de fibra entre 117 a 1647 nm al variar la concentracion de su
solucion entre 8 y 20%, aunque para la menor concentracibn obtuvo fibras con
aglomerados cuyo diametro fue el menor registrado por ellos, los aglomerados
desaparecieron en las membranas a 428 nm y a su concentracion mayor la distribucién
de las fibras cambio a una bimodal, probablemente por inestabilidad en el proceso. En
general, es complicado realizar una comparacion de los parametros utilizados en cada
estudio debido a las variaciones en la composicion de las soluciones poliméricas.

Factores que afectan la interaccion andamio electrohilado-célula.

Diversos estudios han sugerido que la geometria en membranas electrohiladas puede
potenciar la actividad biologica de adhesion y la proliferacion celular sobre la membrana
polimérica.®1%% Estos pardmetros son porosidad, diametro de poro y didametro de fibra,
siendo este Ultimo el mas estudiado.®? Otros factores que afectan en el proceso de
interaccion es la composicién del material, 0 su recubrimiento, asi como el angulo de
contacto, el cual es un indicador de la capacidad hidrofilica o hidrofébica del material.
Siento estos factores descritos a continuacion:

= Composicion

La composicion quimica de los materiales repercute en la biocompatibilidad del material
y la adhesién celular. El tipo de célula también afecta la respuesta de adhesion, una
misma superficie de un material puede dar una respuesta diferente en dos tipos de
células.®® Estudios fabricaron nanofibras con mezclas de polimeros naturales y PU, o
con el acoplamiento superficial del polimero natural sobre PU. En el primer caso, la
combinacién de dextrano, PU vy ciprofloxacina, generé andamios con actividad
bacteriana y con un aumento de la fijaciéon celular y su viabilidad.'® El crecimiento de
fibroblastos se incrementé en un 40% al noveno dia, mientras que en ausencia de
dextrano la proliferacion celular sélo aumenté un 10%. Kim y col.*! reportaron que el
electrohilado de la mezcla de gelatina y PU aumenté la proliferacion de fibroblastos y la
degradabilidad del andamio. Sin la presencia de gelatina la superficie del PU sélo se
recubre en un 10% en el primer dia y un 20% al séptimo, a diferencia del andamio con
mayor contenido de gelatina, el cual se recubre a mas del 80-90%.*

En relacién al uso de aminoacidos, Han y col.®” compararon su membrana electrohilada
de PU con LEED contra dos controles: membrana de PU con BDO y vaso sanguineo
artificial de PTEF comercial. Los PU electrohilados con LEED resultaron tener mejores
propiedades de adhesion y proliferacion celular que los controles. Parrag®® estudio el
namero de células viables soportadas en PU con extensor de cadena de glicina-leucina
y fenilalanina, donde el PU con fenilalanina fue capaz de soportar un nimero mayor de
células. También, respecto a la incorporacion de arginina, estd se ha usado como
monocapa autoensamblada* y como extensor de cadena en PU,® dando altos niveles
de adhesion de células endoteliales debido a los grupos funcionales amina expuestos
en la cadena.
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= Porosidad

La porosidad es un factor que permite que las células y los nutrientes penetren en el
entorno interno.®? El tamafio de poro también afecta las propiedades antibacterianas de
la membrana electrohilada. Un apésito fibroso tipico con un tamafio de poro inferior a 5
um es capaz de evitar que las bacterias lleguen a la herida.®* En la literatura se menciona
que para el cultivo de fibroblastos el tamafio de poro optimo es de 20 uym.% Otros
estudios de poli(acido lactico-co-acido glicélico) sin funcionalizar y funcionalizado con
colageno | muestran tamafios de poro de 5 a 20 ym para el crecimiento interno de células
de fibroblastos dérmicos humanos.®®

Lowery y col.®2 aludieron a que el tamafio de poro ideal de fibras de PCL para fibroblastos
fue mayor a 6 um, pero menor a 20 um debido a que la velocidad de proliferacién celular
aumenté en los apésitos con didmetros de poro mayores a 6 uym, mientras que a valores
de poro de 12 a 23 ym las células cambiaron su conformacion y se observd un
alineamiento a lo largo de las fibras. También, no se observé formacion de ECM en
membranas con tamafios de poro >15um, debido a que la interacciéon célula-célula
disminuye.®? Huang® encontré que en porosidad cercana al 90% la dispersiéon de las
células fue més uniforme y aumento la viabilidad y proliferacién. Concluyendo que la
estructura del poro tiene un gran efecto en la infiltracion de las células en el material®® y
en la morfologia adoptada por la célula.

= Diametro de fibra

El diametro de la fibra define caracteristicas estructurales como el tamafio de poro y
permeabilidad del apésito, ademas de la adhesion, proliferacion® y morfologia celular.
Una medida patrén que se puede utilizar para establecer el diametro adecuado de las
fibras es con la consideracién del diametro del colageno nativo de la matriz extracelular,
el cual es una estructura fibrilar con un didmetro de 50 a 500 nm.#” Diametros de fibra
generalmente submicrométricos aumentan el area superficial especifica del material y
esto genera adsorcion de proteinas de adhesién ubicadas en el suero bovino fetal del
medio de cultivo. Chen y col.5! obtuvieron mayor adhesién y proliferacién celular con el
diametro de fibra de 428 nm, este valor disminuy6 al aumentar el diametros de fibra. Esto
se debid a que en fibras pequefias se forma una capa mayor de proteina de adhesion
que estimula a las células.®* Sin embargo, diametros de fibra de PU electrohilado de 20
um permiten la adhesion y extension de células de fibroblastos en superficie siguiendo
la morfologia de la fibra,? debido al tamafio del diametro.

Otros estudios mencionan que fibras grandes suprimen la expresion de Col1at,
proteinas del ligamento coldgeno 7a1, por fibroblastos dérmicos humanos. Y fibras con
didmetros intermedios, entre 0.350 y 1,100, nm, aumentan la proliferacién y expresion
de colageno tipo Il y elastina.” Esto se corrobora con los resultados de Bashury col.,”*
donde diametros de 0.82 y 2.3 um disminuyen los niveles de Col/7a1. En cuestion de la
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densidad celular, ésta fue mayor al tercer dia a 0.28 y 0.82 um, aumentando més al
séptimo dia en 0.28 pm de diametro.”

= Angulo de contacto

La humectabilidad del polimero esta relacionada con el angulo de contacto (AC), un AC
bajo significa una alta adhesion del fluido al sélido, una superficie hidrofilica, y un AC alto
indica baja humectabilidad o una superficie sélida hidréfoba.”? A su vez este valor esta
relacionado con la composicién del material”® y su topografia superficial.”* EI AC se
relaciona con la respuesta de adhesion celular debido a que la humectabilidad de la
superficie regula la adsorcion de proteinas de adhesién del suero bovino fetal sobre el
polimero, y da como resultado diferentes estructuras secundarias que a su vez regulan
la adhesion.®

Miy col.®* evaluaron la respuesta de fibroblastos expuestos a diferentes concentraciones
de segmentos duros y blandos en PU termoplastico. Se obtuvo mayor unién celular tanto
en el PU electrohilado como en su control en placa a una mayor proporcion del segmento
duro en su composicién, generado por la adsorcion de proteinas en la superficie del
andamio a causa del incremento de su hidrofobicidad, en cambio en las membranas mas
hidrofilicas las proteinas ingresaron en los poros de las membranas, por lo que las
proteinas en la superficie disminuyeron y se mengud la adhesion celular. EI AC también
influye en la morfologia de las células de fibroblastos adheridas al material.>*

Fibroblastos expuestos a materiales extremamente hidrofilicos o hidréfobos redujeron su
crecimiento. En fibroblastos, los angulos de contacto moderadamente hidrofilicos son
ideales.” Otro trabajo menciona que para fibroblastos y otras células de mamifero el
rango de angulo de contacto éptimo es entre 60 y 80°.7° A su vez, Tamada e lkada’
reportaron que un angulo de contacto de 70° promueve una favorable adhesion, una
tasa de proliferacibn mayor y una morfologia ordenada de fibroblastos.

» Malformaciones en la membrana electrohilada
La formacion de aglomerados es un fenémeno comdn que autores asocian
principalmente a la concentracion,® viscosidad, tensién superficial, inestabilidad del
chorro, y alta fluidez del material.®> En el caso de Chen y col.,®! obtuvieron aglomerados
en una membrana de PCL de 117 nm de diametro, lo que ocasion6 que los niveles de
adhesion y de cinética de crecimiento de fibroblastos fueran bajos en comparacién con
membranas sin aglomerados, a pesar del diametro pequefio de fibra. Esto es posible
gue sea por la menor relacién de area superficie-volumen, por lo que no hay zona para
la unién celular, al igual, las cuencas formadas no permiten la distribuciéon uniforme de
las células por la estructura de bola de los aglomerados. Lowery y col.®? obtuvieron igual
una membrana con formacion de aglomerados, de 730 nm de diametro, cuyo pico de
diametro de poro fue de 6.5 um, lo que ocasiond que hubiera un espacio considerable
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para alentar a la célula a formar ECM, a pesar de esto, los niveles de proliferacion celular
fueron bajos en comparacién al resto de membranas obtenidas.

En los antecedentes de poli(uretano)s utilizados para la curacién de heridas se puede
notar que la composicién del PU y la morfologia del material son factores que influyen
en la construcciobn de andamios celulares para promover la adhesion y crecimiento
celular. Para que ésta se vea favorecida es necesario la incorporacién de componentes
especifico y un buen procesamiento del polimero. Por lo que un objetivo de este trabajo
fue incorporar el aminoécido arginina como extensor de cadena debido a los resultados
positivos que se tiene de ella en otros estudios.’®3344 Y, mejorar la funcionalidad del
polimero mediante su electrohilado para obtener materiales fibrosos y asi aumentar el
area superficial disponible para la adhesién de fibroblastos.
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HIPOTESIS

Las membranas electrohiladas de poli(urea-uretano)s con aminoacido de arginina como
extensor de cadena promueven una mayor adhesién y proliferacion de hFB con respecto
a membranas electrohiladas y lisas de poli(uretano)s obtenidos con diferentes
precursores, poli(urea-uretano) con un extendedor no aminoacidico y Tecoflex.
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JUSTIFICACION

En el &rea de la salud existe la necesidad de apdsitos econémicos que permitan la union
y proliferacién celular para favorecer la curaciéon de lesiones cutaneas, ademas de ser
una barrera fisica contra la infeccion externa. Algunos polimeros naturales presentan la
ventaja de favorecer esta proliferacion celular, pero poseen bajas propiedades de
retraccion-contraccion, son costosos y vulnerables a la infeccién, lo cual dificulta su
empleo. Por el contrario, los polimeros como el PU son mas retractiles y econdmicos,
pero deben ser modificados para presentar la propiedad de adhesion celular.

En este sentido, la sintesis de poliuretanos con la incorporacion de aminoacidos es una
estrategia de interés debido a que es mas econdmico y directo que realizar la
funcionalizacion previa del poliuretano para anclar largas cadenas proteicas de
polimeros naturales, o secuencias peptidicas. En la bibliografia se ha mencionado el
potencial uso de aminoacidos, como arginina, para promover la adhesion y proliferacién
de células. Aunado a esto, el uso de andamios fibrosos recrea la matriz extracelular y
mejora la respuesta biolégica. Por consecuencia, se propuso sintetizar y electrohilar el
polimero PUUR a partir de distintos parametros de electrohilado; distancia,
concentracion del polimero, voltaje y flujo, con la finalidad de determinar su efecto sobre
la adhesion de fibroblastos humanos para la regeneracion de la matriz extracelular; punto
critico en la curacion de heridas.
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OBJETIVO GENERAL

Comparar la capacidad de andamiaje celular de membranas electrohiladas de
poli(urea-uretano) con arginina con membranas electrohiladas y lisas de
poli(urea-uretano) con un extendedor no aminoacidico y Tecoflex.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Caracterizar fisicoquimicamente el polimero de poli(urea-uretano) por GPC,
ATR-FTIR, DSC, TGAy RMN.

Determinar el efecto de los parametros de electrohilado de voltaje, flujo y
concentracion en las caracteristicas fisicoquimicas de las membranas
electrohiladas, diametro de fibra, diametro de poro y angulo de contacto.
Evaluar la citotoxicidad de membranas electrohiladas mediante crecimiento de
hFB en periferia del material y por analisis de lixiviado de membrana por MTT.
Comparar la adhesion y proliferacién de fibroblastos humano entre membranas
electrohiladas de poli(urea-uretano) con arginina, membranas electrohiladas de
Tecoflex y poli(urea-uretano) con etilendiamina y membranas lisas mediante
ensayo fluorescente LIVE/DEAD® y SEM.
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METODOLOGIA

La metodologia para el desarrollo de este trabajo se describe en tres etapas principales.
El primer rubro inicia con la sintesis y obtencion de membranas (electrohiladas vy lisas)
del polimero PUUR y PU con extensor no aminoacidico de etilendiamina (PUUE). La
segunda parte corresponde a la caracterizacion del polimero PUUR vy la caracterizaciéon
de las membranas electrohiladas y lisas para finalmente dar paso a la tercera y tltima
etapa la cual consiste en la evaluacion biolégica de los materiales, mediante el andlisis
de toxicidad, adhesién y proliferacién de fibroblastos.

Etapa 1: Sintesis y procesamiento de poliuretano con extensor de cadena.

Sintesis de poliuretano:

La sintesis de PUU se realiz6 empleando la metodologia descrita por Chan,*® mediante
la reaccion de los precursores poli(caprolactona) diol (PCL-diol)(Sigma), diisocianato de
4.4 -diciclohexilmetano (HMDI)(Sigma) y Arginina (Extensor de cadena)(Hycel) en una
proporcién molar 1:2.05:1, respectivamente.'® La reaccion se llevé a cabo en dos etapas,
en la primera etapa una parte de PCL-diol reacciondé con 2.05 partes de HDMI,
conservando el HDMI en exceso para tener la mitad de grupos terminales libres
necesarios en la segunda etapa de reaccién con la arginina. Primero, la PCL-diol se sec6
por 12 h a 60°C y se disolvié en una disolucion de dimetilformamida (DMF)(Sigma). La
solucioén se hizo reaccionar en agitacion con HMDI a 60°C por 4 h, en presencia de
octoato de estafio (SnO)(Sigma) al 0.3% p/p, en atmésfera de nitrégeno. Al terminar este
tiempo se obtuvo un prepolimero con grupos terminales —NCO. En el segundo paso, se
disolvié el extensor de cadena de arginina en DMF, acidificando el medio con HCI, y se
agrego6 al prepolimero, agitando durante 2 h.” Al terminar las dos horas, el polimero se
precipitdé en agua destilada por 12 h, se cortd y se lavé en agitacién durante 2 h, esto se
repitié en total 3 veces. Finalmente, se sec6 el polimero a 60°C y presién reducida por
tres dias. Se sintetizd otro polimero con un extensor de cadena no aminoacidico de
etilendiamina, con la misma proporcion mencionada, para comparar los efectos del
extensor de arginina. El poli(urea-uretano) con extensor de cadena de arginina se
nombré como PUUR vy el poli(urea-uretano) de etilendiamina como PUUE. También se
compar6 el material con un poli(uretano) de grado médico, Tecoflex.

Formacion de membranas con electrohilado

Las membranas electrohiladas se obtuvieron mediante un equipo de electrohilado
ensamblado y una bomba de infusién B Braun Perfusor Space, en la cual se colocé una
jeringa cargada con solucion polimérica del respectivo polimero. La punta de la jeringa
(8 G) se conect6 a la salida positiva de una fuente de alimentacion de alto voltaje y el

29



contraelectrodo a una placa metélica cubierta con aluminio donde se depositaron las
fibras obtenidas a medida que se aplicaba el potencial eléctrico. La solucién polimérica
se prepar6 en una mezcla de 30% de DMF y 70% de tetrahidrofurano (THF)(Fermont),
dejdndose en agitacion ligera una noche previa. Los valores de los parametros de
concentracion de la solucién polimérica, distancia entre la punta y el colector y voltaje
aplicado se variaron para obtener diferentes membranas electrohiladas.?5557 Al
conseguir un espesor manejable en la membranas electrohiladas se dejaron secar a
vacio y a temperatura ambiente una semana.

Etapa 2: Caracterizacion fisicoquimica de polimeros y membranas
Una vez sintetizado los polimeros y obtenidas las membranas se procedié a la
caracterizacién fisicoquimica de estas. Se utilizaron diversas técnicas las cuales se

resumen en la tabla 2.

Tabla 2.- Técnicas de caracterizacioén por polimero.

Material GPC FTIIR RMN DSC TGA SEM AC
PCL-diol X X X
PUUR X X X X X X
Tecoflex SG80A X

Membrana electrohilada PUUR
Membrana electrohilada PUUE
Membrana electrohilada Tecoflex
Membrana PUUR L

Membrana PUUE L

Membrana Tecoflex L X

AC: Angulo de contacto, DSC: Calorimetria Diferencial de Barrido, FT-IR: Espectroscopia de
infrarrojo con transformada de Fourier, GPC: Cromatografia de permeacién en gel, Membrana
PUUR L: Poli(urea-uretano) con extensor de cadena de arginina liso, Membrana PUUE L:
Poli(urea-uretano) de etilendiamina liso, RMN: Resonancia magnética nuclear, SEM: Microscopia
electrénica de barrido, TGA: Analisis Termogravimétrico.

X X X X X
X X X X X X

Determinacion de la masa molar

La masa molar se determiné mediante cromatografia de permeacion en gel, utilizando el
equipo Agilent 1100 Series acoplado con dos columnas Phenogel de 102y 10° A°. Se
emple6 como fase mévil THF a un flujo de 1 mL min?. La curva de calibracién se
construyé con estandares de poli(estireno) monodisperso (10 mg mL?) de 1,660 a
170,800 g mol™.
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Espectroscopia de infrarrojo con transformada de Fourier

Se caracterizdé mediante un espectrofotometro de infrarrojo Nicolet 380 FT-IR de Thermo
Electron Corporation la estructura y los principales grupos funcionales presentes en
PUUR y su precursor PCL-diol. Se disolvié 10 mg de polimero en 1 mL de THF, se tomé
una alicuota de la muestra disuelta y se deposité en una pastilla limpia y seca de KBr
para formar una pelicula del polimero. El analisis se llevo a cabo en un intervalo de 4000
a 650 cm?, promediando 100 barridos con 4 cm de resolucion.’

Resonancia Magnética nuclear

Se obtuvieron los espectros de *H RMN y *C NMR para obtener informacion de la
estructura quimica del polimero segun los desplazamientos obtenidos. Se utilizé el
equipo Bruker Avance 400 Ultrashield a 400 MHz, como estandar interno tetrametilsilano
y como disolvente cloroformo deuterado (Sigma).

Andlisis Termogravimétrico

El andlisis se llevo a cabo utilizando el equipo de analisis simultdneo TGA-DSC, Netzsch
STA 449 F3 Jupiter para obtener la estabilidad térmica de las muestras. Se emple6 una
temperatura de 28 a 700 °C con una velocidad de calentamiento de 20 °C min? en
atmasfera de nitrégeno.

Calorimetria Diferencial de Barrido

Se realiz6 una calorimetria diferencial de barrido para determinar las transiciones
térmicas de los polimeros. Se presentan dos andlisis, uno con el equipo DSC 6 Perkin
Elmer a una temperatura de 10 a 100 °C con una velocidad de calentamiento de 10 °C
min‘1, y otro con el equipo de andlisis simultdneo TGA-DSC, Netzsch STA 449 F3 Jupiter
a una temperatura de 28 a 700 °C con una velocidad de calentamiento de 20 °C min™.
Ambos analisis se realizaron en atmdésfera de nitrégeno.

Microscopia electrénica de barrido

La morfologia, tamafio de poro y didmetro de las nanofibras se determind con
microscopio electrénico de barrido (SEM, por sus siglas en inglés Scanning electron
microscope). Se deposité una capa muy fina de oro/paladio (60/40%) sobre la membrana
durante 40 s con una metalizadora Quorum Q150R ES. Posteriormente la muestra se
colocé en la camara del microscopio electronico de barrido JSM-7500F a vacio. Las
imagenes se tomaron a una aceleracion de 5 kV y una ampliacién de 10,000X. Para
obtener el promedio del diametro y poro de fibra en la muestra las imagenes se
procesaron con el programa ImageJ 1.8.0 112, tomando como n=50.
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Angulo de contacto

Se determiné el angulo de contacto de las membranas electrohiladas, con ayuda de un
goniémetro Optico Rame-Hart Instrument Co model 250, utilizando el método de gota
sésil a temperatura ambiente para evaluar sus propiedades hidréfilas/hidréfobas. Se
tomé una muestra de cada andamio y se colocé una gota de 5 pL de agua desionizada
sobre su superficie. Se utilizaron cinco puntos de medicién por cada muestra.” El angulo
de contacto se determiné mediante el programa DropProfiler.

Etapa 3: Ensayos biolégicos In vitro de membranas electrohiladas y lisas

Debido a que las células de fibroblastos tienen un papel principal en la formacion del
tejido de granulacion de “relleno” para restaurar la matriz extracelular en heridas, se
escogio esta célula como modelo para la evaluacion de la calidad de andamio celular del
polimero sintético, evaluando su adhesion y proliferacion en membranas mediante
ensayos colorimétricos de LIVE/DEAD, MTT (bromuro de (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolio) y SEM.

Descongelamiento de células

Primero, se descongelaron viables criopreservados en nitrégeno liquido de células de
fibroblastos humanos (hFB, por sus siglas en ingles human fibroblasts) mediante
frotacion manual. Al descongelarse, el vial se vacié rapidamente en un tubo cénico con
5 mL de medio de cultivo frio Eagle modificado por Dulbecco (DMEM, por sus siglas en
inglés Dulbecco’s modified Eagle’s medium)/Ham’s F-12 (Caisson Labs), proporciéon 1:1.
Las células se centrifugaron a 1000 rpm por 5 min a 20 °C, el pellet obtenido se
resuspendié con 5 ml de medio fresco y se colocé en caja T de 75 cm (Corning) con 5
ml previos de medio.

Cultivo de células de fibroblastos

Las células descongeladas se cultivaron en cajas T con el medio de cultivo DMEM/Ham’s
F-12 preparado de acuerdo a las especificaciones del proveedor y suplementado con
10% (v/v) de suero bovino fetal (Biowest) y 1% de antibiético y antimicético (100 U/mLt
de penicilina 'y 0.1 mg/mL* de estreptomicina) (Gibco).!! Las células se incubaron a 37
°C y en atmosfera con 5% de CO..”” Las células se cultivaron de manera rutinaria
remplazando el medio de cultivo cada tercer dia; se retiré el medio de la caja y se agregé
PBS 1x (PBS, por sus siglas en ingles phosphate-buffered saline) (Sigma) para eliminar
solidos suspendidos y células muertas, se retir6 el PBS y se agregé medio de cultivo
nuevo.!

Inoculacion de hFB sobre membranas

Al llegar a confluencia celular se retiré el medio de cultivo de la caja T. Se agregé PBS
para lavar y eliminar residuos de suero bovino fetal de la caja, se retird y se afiadio 5 mL
de 0.5% de tripsina (Caisson Labs) y se incubé a 37 °C por 5 min para despegar las
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células de la superficie. Para detener la accion de la tripsina se adicion6 5 mL de medio
de cultivo a la caja, posteriormente ésta se elimind del medio mediante una
centrifugacion a 1,000 rpm por 5 min a 20 °C. El pellet se resuspendié en medio
DMEM/Ham’s F-12. Se determino la concentracion celular mediante una camara de
Neubauer; se tomdé una alicuota de 50 yL de medio con células previamente
resuspendido y homogenizado a la que se le adicioné 20 pL de azul tripano. Se tomé 20
Ml y se coloco en la camara de Neubauer por cada lado, se realiz6 el conteo celular y se
calculd la concentracion.” A partir de esta concentracion se calculé el volumen necesario
para obtener la concentracion de interés.

Preparacion y esterilizacién de las membranas electrohiladas y lisas

Las membranas electrohiladas se cortaron en circulos de ~3 mm de diametro. Para su
esterilizacion, los andamios cortados se expusieron a luz ultravioleta (UV) en una
campana de flujo laminar durante 20 minutos, por cada lado.’® Las membranas se
colocaron en tubos y se agreg6 agua destilada estéril, se snico por una hora con agua
fria y se dejo en agitacion tres dias, con cambio de agua cada 24 h. Las muestras se
colocaron en placas de 24 pozos y expusieron a 20 min de luz UV, se agregdé PBS
suplementados con 1% de antibiético y antimicético, se dejé en reposo 24 h. El PBS
suplementado se retird y se realizé un lavado con PBS para eliminar residuos.

Prueba de citotoxicidad
= Crecimiento celular en periferia de membrana.

Después del proceso de esterilizacion, se colocaron membranas electrohiladas en cajas
de 24 pozos y se sembraron células hFB a una concentracion de 1x10° células por
pocillo, se incubo por 24 h para asegurar la adhesion de las células y su interaccién con
el material. Al terminar ese tiempo se observé en un microscopio 6ptico invertido LEITZ
Labovert FS la presencia y morfologia de las células alrededor de las membranas y se
compard con las células incubadas sin material polimérico.

* Analisis de citotoxicidad de los lixiviados de las membranas

Se colocaron membranas electrohiladas y lisas (n=3), previamente esterilizadas, en
medio de cultivo estéril en una relacién de 100 mg de polimero por cada mL de medio.*®
Las membranas se incubaron en las condiciones anteriormente mencionadas durante
48 h para promover la difusion de lixiviados del polimero al medio de cultivo. Células de
fibroblastos se inocularon en cajas de 24 pozos a una concentracién de 1x10° células
por pocillo y se incubaron por 24 h para asegurar la adhesion de las células. Al terminar
los tiempos de incubacion, se retiré el medio de cultivo de las placas con fibroblastos y
se agrego el medio de cultivo con lixiviados de las respectivas membranas. A los pocillos
control se les agregé medio fresco. Después de incubar por 24 h se determind el
porcentaje de viabilidad celular mediante el ensayo colorimétrico con MTT.*®
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El ensayo de MTT consisti6 en la reduccién de tetrazolio por deshidrogenasas
mitocondriales, obteniéndose formazan de coloracién purpura que es directamente
proporcional al nimero de células viables en el pocillo.” Primero, se retiré el medio de
cultivo de los pocillos y se adicioné 200 uL de medio de cultivo y 20 ul de reactivo MTT
a 5 mg ml! preparado en PBS." Las placas se incubaron durante 4 h a 37°C, después
de éste tiempo se descartd el medio y se adiciond 300 pL de dimetilsulfoxido (DMS) para
disolver el formazan.®° Después, se leyo la densidad éptica de las muestras por
espectrofotometria a 570 nm.” El porcentaje de viabilidad celular (%VC) se calcul6 a
partir de la ecuacion:

% viabilidad celul Absorbancia de células incubadas con lixiviados (100)
viabilidad celular = x
0 Absorbancia de células incubadas en medio normal

Adhesion celular

Se analiz6 la adhesion celular utilizando el ensayo colorimétrico LIVE/DEAD Invitrogen™
para observar la viabilidad celular por microscopia y confirmar asi la adhesion en
membrana. El ensayo consistid en la tincibn simultdnea con calceina AM verde
fluorescente para células vivas, que presentaron actividad de esterasa intracelular, y con
homodimero-1 de etidio rojo fluorescente para células muertas, que habran perdido la
integridad de la membrana plasmatica.®! Se colocaron membranas electrohiladas y lisas
de PUUR, PUUE y Tecoflex (n=3), previamente esterilizadas, en placas de 24 pozos y
se sembraron células de hFB a 1x10° células por pocillo con un volumen de medio de
600 pl. Después de 48 h de siembra se removieron las células no adheridas y el medio
de cultivo de los pocillos y se lavaron las células adheridas con PBS. Se agreg6 a los
pocillos la mezcla preparada en PBS de calceina AM y homodimero-1 de etidio, segin
las especificaciones del proveedor, hasta cubrir la superficie de las membranas y se
incubd durante 40 minutos en oscuridad y a temperatura ambiente.®® Las muestras se
observaron en un estereomicroscopio de fluorescencia LEICA MZ FLIIl y se tomaron
registros fotograficos para evidenciar la adherencia de células en la superficie de los
materiales poliméricos. Las imagenes se procesaron con ImageJ 1.8.0 112 para calcular
el area superficial fluorescente correspondiente a células hFB.

Proliferacion celular

Se determind la proliferacion de fibroblastos en membranas lisas y electrohiladas de
PUUR, PUUE y Tecoflex al primer, tercer y quinto dia de cultivo. Se inocul6 células hFB
a una concentracion de 2x10* células por pocillo en placas de 24 pozos con las
respectivas membranas estériles (n=3). Al termino del tiempo sefialado se utilizé el
ensayo colorimétrico LIVE/DEAD Invitrogen™; se observé la viabilidad celular y se
interpretd la proliferacion celular mediante la observacion por microscopia, a diferentes
tiempos, el area fluorescente en membranas. Se tomaron registros fotograficos para
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evidenciar el comportamiento de las células en la superficie de los materiales poliméricos
y las imagenes se procesaron con ImageJ 1.8.0 112 para calcular el area superficial
fluorescente correspondiente a células hFB.

Morfologia celular

Se inocularon andamios (n=3) con 1x10° células por pocillo en cajas de 24 pozos y
después de 24 h de cultivo se realiz6 una microscopia electrénica de barrido para
observar la interaccion célula-apdsito. Al terminar el tiempo, las muestras se lavaron con
PBS y se agrego glutaraldehido al 2.5 % (Sigma), preparado en cacodilato de sodio 0.1
M pH 7.2, para fijar las células, manteniendo en contacto el compuesto con las muestras
durante 1 h, al terminar este tiempo se retir6 el exceso de glutaraldehido y se realizé un
lavado con PBS. La deshidratacion de las muestras se llevo a cabo sumergiéndolas en
concentraciones crecientes de etanol (30, 50, 70, 90 y 100 % v/v) durante 10 min por
cada concentracién. Al retirar el etanol se afiadié hexametildisilazano (Sigma) durante 3
min para el proceso de secado,®? las muestras se dejaron secar por dos horas en
campana de flujo laminar para eliminar el compuesto. Se deposité una capa muy fina de
oro/paladio (60/40%) sobre la membrana seca durante 40 s con una metalizadora
Quorum Q150R ES. Posteriormente la muestra se coloco6 en la camara del microscopio
electrénico de barrido JSM-7500F a vacio y se tomaron registros fotograficos a una
ampliacion de 1000x.

Andlisis estadistico

Los resultados obtenidos se presentaron con el dato promedio y su respectiva desviacion
estandar. De las pruebas de didametro de fibra, angulo de contacto, analisis de
citotoxicidad de los lixiviados de las membranas, adhesién y proliferacién celular se
realizé un Andlisis de Varianza (ANOVA) de una via, usando una prueba post hoc de
Tukey para la comparacion de medias (P<0.05). Los softwares utilizados para procesar
datos fueron Minitab 7, OriginPro 8 y DropProfiler.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Se obtuvo el poli(urea-uretano) con arginina a partir de la sintesis en dos pasos de los
precursores PCL-diol, HDMI y arginina. El material se seleccioné a partir de la
bibliografia, la cual le adjudica al uso del aminoacido como extensor de cadena la
capacidad de promover significativamente la proliferacion celular en comparacion con
otros aminoacidos empleados provenientes de la secuencia RGD y de poliuretano de
grado médico como Tecoflex.*®> Aunado a esto, el material se electrohilé debido a que
datos bibliograficos mencionan la capacidad de mejorar la respuesta celular en
materiales poliméricos mediante el procesamiento en fibras. La primera parte de los
resultados la conforma la caracterizacion del material para corroborar la obtencion del
mismo, seguido de la caracterizacion del electrohilado y posteriormente su uso como
andamio celular.

Caracterizacion fisicoquimica de polimeros y membranas

Se obtuvo la masa molar de los poliuretanos PUUR, Tecoflex y PCL-diol, como se
observa en la Tabla 3, existe un aumento en la masa molar de PUUR con respectos a la
masa molar del precursor PCL-diol, confirmando asi la reaccién de éste con los demas
precursores para la formacion del polimero debido a la extension de la cadena
polimérica.

Tabla 3.- Masa molar de polimeros.

Polimero Mn Mw Polidispersidad
PCL-diol 3.64x10° 5.25x103 1.44
Tecoflex 1.13x105 1.69x10° 1.51
PUUR 1.98X104 4.11x104 2.06

Mn = Masa molar promedio en niimero
Mw = Masa molar promedio en peso

Espectroscopia de infrarrojo con transformada de Fourier

En la Figura 3 se presentan los espectros de infrarrojo correspondientes al polimero de
poli(urea-uretano) de arginina (PUUR) y al precursos PCL-diol. Al espectro se le recortd
la zona entre 2600 y 2200 cm™ debido a la ausencia de sefiales en dicha area y para
mejorar la apreciacion de los demas picos. A primera vista se observa semejanzas en
los dos polimeros debido a que la PCL-diol abarca gran porcentaje de PUUR. La sintesis
de PUUR inicia con la formacién de un prepolimero mediante la reaccién entre grupos
hidroxilo de la PCL-diol y grupos isocianato en H1>2MDI para formar el enlace uretano (-
NH-COOQ), cuya sefial se compone de diferentes picos. Uno de ellos a 1724 cm™?, sefial
correspondiente a estiramiento de grupos carbonilo (v C=0), en el cual se enmascaran
bandas pertenecientes tanto al -C=0 del grupo éster de PCL-diol como al carbonilo del
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uretano, debido a la alta proporcién de PCL en PUUR.8 Mientras que la desaparicion de
grupos hidroxilo en PCL-diol (v O-H) y la aparicién de picos a 3377 cm?ty 1524 cm™ en
PUUR confirma la vibracion de aminas referentes al nuevo enlace uretano, siendo la
primera sefial vibraciones de estiramiento de amina (v N-H) y la segunda a sefiales de
torsidon (5 N-H).”*"8 Otra sefal de interés es a 1640 cm™ en PUUR que corresponde a
estiramiento del grupo carbonilo de la urea, formada en la segunda etapa de la reaccién,
entre las aminas primarias de la arginina y los grupos isocianato del prepolimero.8#
Debido a que en PUUR no se observé la sefial correspondiente al grupo isocianato
(2275-2263 cm'*) de H1,MDI 578 se confirma la reaccion completa del compuesto sin la
presencia de residuos para la formacién de un poli(urea-uretano).
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Figura 3.- Espectros de IR-FTIR KBr de poli(urea-uretano) de arginina (PUUR) y
poli(caprolactona) diol (PCL-diol).
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Resonancia Magnética nuclear

Los espectros de *H NMR y ¥C NMR determinaron principalmente los protones de la
PCL diol, al ser el compuesto de mayor porcentaje en el polimero.*® La resonancia a 4.06
ppm es asighada a los protones del carbono adyacente al enlace uretano en PCL, en
2.3 ppm al carbonilo del grupo éster y los valores de 1.85, 1.62 y 1.38 ppm a los protones
de metilenos.**#¢ Esto se corrobora con el espectro de **C NMR, donde a 173.56 ppm
se observa el carbonilo del grupo éster, a 64.16 ppm el carbono unido al oxigeno del
uretano y los metilenos a 34.14, 28.37, 25.55 y 24.59 ppm.* En cuanto al segmento
duro, los protones en HMDI correspondientes a metino se observan a 3.41 y 1.65, y
metileno a 1.97, 1.10 y 0.96. Sin embargo, no se observan picos caracteristicos para
grupos amida y uretanos entre 5- 9y 4.5 - 7.5 ppm, respectivamente, para *H NMR. Aun
asi, protones adyacentes al grupo uretano se localizaron a 3.41 ppm,**#% confirmando la
reaccion del prepolimero. En caso de la amida, su rango de aparicion en *C NMR es
entre 150-175 ppm, por lo que la sefial del carbonilo del grupo éster interfiere con su
aparicion.*?
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Figura 4.- Espectros 'H NMR de poli(urea-uretano) de arginina (PUUR). Se sefialan,
mediante una letra alfabética, los picos obtenidos que corresponden a una sefial
especifica de protén en la estructura del polimero. *H NMR & (ppm): a) 4.06 (-HN-O=C-
O-CH2-(CHz)s-), b) 1.85 (-HN-O=C-O-CH2-CH2-(CH3)3z-), ¢) 1.38 (-HN-O=C-O-(CH2)2-
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CH2-(CHy2)2-), d) 1.62 (-HN-O=C-O-(CH3)3-CH.-CH>-), e) 2.3 (-HN-O=C-O-(CH)4-CH>-),
f) 3.38 (O=C-0O-CH;-CH;-0-), g) 3.74 (O=C-O-CH>-CH-0O-), h) 3.41 (-O-C=0-HN-(CH-
CsHg)-CH2-(CeH10)-), i) 1.97 (-O-C=0O-HN-(CH-CH,-CsH7)-CH»>-(CeH10)-), j) 0.96 (-O-
CZO-HN-(C2H3-CH2-C3H5)-CH2-(C6H10)-), k) 1.65 (-O-CZO-HN-(Cng-CH)-CHz-(CeHlo)-
), ) 1.10 (-O-C=0-HN-(CsH10)-CH2-(CsH10)-).La letra en negritas indica la respectiva
sefal de protdn obtenida, como disolvente se utilizé cloroformo deuterado (CDCIs).
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Figura 5.- Espectro *C NMR de poli(urea-uretano) de arginina (PUUR). Se sefialan,
mediante un valor numérico, los picos obtenidos que corresponden a una sefial
especifica de carbono en la estructura del polimero. **C NMR & (ppm): 1) 173.56 (-O-
C=0-(CH)s-), 2) 34.14 (-O-C=0-CH2-(CH2)4-), 3) 24.59 (-C=0-CH2-CH2-(CH2)3), 4)
25.55 (-C=0-(CH2)2-CH>-(CHy)2), 5) 28.37 (-C=0-(CH,)3-CH>-CH»-O-C=0-NH), 6) 67.98
(-C=0-(CH2)4-CH>-O-C=0-NH), 7) 64.16, (-O-CH,-CH,-O-C=0), 8) 69.06 (-O-CH>-CH.-
0O-C=0). La letra en negritas indica la respectiva sefial de carbono, como disolvente se
utilizé cloroformo deuterado (CDCls).

Analisis Termogravimétrico

En cuanto al analisis termogravimétrico, se observo que los polimeros son termoestables
a temperaturas inferiores de 280° C. Después de esa temperatura el material present6
dos zonas de degradacion térmica, la primera de 283 a 390° C que represento el 82.39%
de pérdida de masa correspondiente primeramente a la degradacion del grupo uretano
en el segmento rigido y posteriormente de los grupos esteres del segmento suave. La
segunda &rea de 390 a 500 °C con el 15.95% de pérdida masa corresponde Unicamente
al segmento rigido.”®” PUUR tuvo una degradacion térmica maxima a 356°.
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Figura 6.- Termograma del andlisis termogravimétrico de la masa residual de poli(urea-
uretano) de arginina (PUUR) y la derivada de la masa residual.

Calorimetria Diferencial de Barrido

Con respecto al termograma de DSC (Figura 7), los polimeros muestran un pico
endotérmico a bajas temperaturas, caracteristico de los poliuretanos cuya composiciéon
contiene PCL-diol. En la figura 7 se aprecia el solapamiento de picos endotérmicos para
la primera corrida de PCL-diol, correspondiente a una temperatura de fusion (Tm) de
51°C, esté punto de fusidon es mayor que el obtenido con la sintesis de PCL-HMDI (1:1)
(48 °C) y PUUR (47°C). Esta disminucion en la Tm es ocasionada por restricciones
inducidas en la separacion de fases y cristalizacion de los segmentos de PCL-diol debido
al enlace quimico entre éste con los bloques de uretano.® Asimismo, en los termogramas
correspondientes a la segunda corrida se puede observar la aparicion de dos picos
definidos para PCL-diol, caracteristicos de morfologias multiples,® y la ausencia de pico
en PUUR, no asi en PCL-HMDI (1:1). La desaparicion del pico endotérmico se debe al
uso de extensor de cadena, el cual como se menciond restringe la cristalizacion de
PCL.®® En cuanto a la Tg, no se observa en el intervalo de temperatura descrito.
Respecto a los picos exotérmicos en PUUR, alrededor de 317°C y 498°C, corresponden
a reacciones de degradacion del material, tal como lo confirma el andlisis de TGA.
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Figura 7.- Termograma de calorimetria diferencial de barrido de poli(urea-uretano) de
arginina (PUUR), poli(caprolactona) diol y poli(uretano) sin aminoacido conformado por
poli(caprolactona) diol y diisocianato de 4,4’-diciclohexilmetano en proporcién 1:1 (PCL-
diol-HDMI (1:1)).

Microscopia electronica de barrido

Las figuras 8-B y C correspondientes a membranas electrohiladas obtenidas a 15% de
concentracion, 13 cm de distancias y 20 kV presentan formacion de particulas o beads
alargados. Estos conglomerados son atribuidos al exceso de cargas por un voltaje alto,
lo que provoca la formacién de un chorro no estable al electrohilar.*® Al aumentar el flujo
(figura 8-C) se obtienen fibras mas definidas, pero persiste la presencia particulas en las
membranas. Los diametros promedio de fibra entre B y C no presentan gran diferencia,
por lo que el pardmetro de voltaje ejerci6 una mayor influencia. Por lo tanto, se
experiment6 electrohilar una membrana a un menor voltaje (10 kV) y a su vez una
membrana con una concentracion mayor (20%). La concentracion de 15% vy el flujo de
1.6 ml h't se prob6 a 10 kV, se observé goteo de la solucién polimérica al no haber la
polarizacién necesaria de la solucién,® por tal motivo no se pudo fabricar una membrana.
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En el caso de la concentracion de 20%, se disminuyo el voltaje a 18 kV y el flujo a 1.2
ml h' con el objetivo de disminuir tiempos de electrohilado. Sin embargo, la
concentracion fue muy alta para los demas parametros colocados, por lo que se formé
un conjunto de fibras de aspecto aplastado (figura 8-a). Un aumento en la concentracion
implica el aumento del diametro de fibra, como se observa en la Tabla 4 para
experimentos a 20%. Mientras que un aumento en el voltaje genera fibras méas delgadas.
De las membranas obtenidas no se observa una apariencia remarcada completamente
definida debido a que el material es un polimero elastomérico, estos materiales son
complicados de electrohilar por su baja temperatura de transicion vitrea debido a la una
relajacion en sus cadenas lo que dificulta un electrohilado estable.®! Con las membranas
obtenidas se procedi6 a realizar la siguiente prueba de caracterizacién y ensayos
biolégicos para observar el comportamiento de células en el material.

Figura 8.- Microscopias de barrido electronico de poli(urea-uretano) de arginina
(PUUR), A) 20%, 18 Kv, 1.2 ml h'; B) 15%, 20 kV, 0.8 ml h', C) 15%, 20 kV, 1.6 ml
h. Distancia 13 cm.
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Tabla 4.- Medidas de didmetro de fibra y tamafio de poro de datos obtenidos por
variacién de concentracion, voltaje y flujo.

Polimero Concentracion  Voltaje Flujo (ml h) Didmetrode  Diametro de
(%) (kV) fibra (nm) poro (um)
Tecoflex - - - 733 £ 51° 3.6360.797°
PUUE 20 10 1.2 2166+ 4942 3.949 +0.7922
PUUR A 20 18 1.2 620 + 99° 1.139 £ 0.275°
PUUR B 15 20 0.8 329 £78¢ 1.120 £0.239¢
PUURC 1.6 323+ 66° 1.075 £0.266°

PUUR= Poli(urea-uretano) de arginina
PUUE= Poli(urea-uretano) de etilendiamina
a, b y c= Diferentes letras sefialan diferencia significativa entre los materiales.

Angulo de contacto

El AC es un parametro que determina que tan hidrofilico o hidréfobo es un material, y
repercute en la interaccion de las células con la superficie del polimero, principalmente
en su adhesién debido a la interaccion con proteinas de adhesion del medio.

En el caso de materiales electrohilados la superficie generada por las fibras, no plana y
con textura, influye en la medicién de un angulo de contacto aparente. Un material se
considera hidrofébico cuando su angulo de contacto es mayor a 90°,’* e hidréfilo a
angulos menores. En la figura 9 se muestran los angulos de contacto a tiempo cero de
los materiales de PUUR, PUUE y Tecoflex, procesados en membranas lisas, por
evaporacion de solvente, y membranas electrohiladas para su comparacion. En las
membranas lisas se obtienen angulos de contacto entre 65y 73°, siendo el orden de los
angulos PUUE L>Tecoflex L>PUUR L. Donde PUUR L y PUUE L difieren sélo en la
composicion del extendedor de cadena, el cual en el caso de PUUR esta conformado
por arginina y en PUUE de etilendiamina, ambos aportan grupos amino para su anclaje
al prepolimero. Sin embargo, la arginina aporta grupos funcionales polares libres en su
cadena, como grupos amina y acido carboxilico, lo que explicaria el aumento en la
mojabilidad del material, a diferencia de Tecoflex que se conforma de enlaces uretano.
Aun asi, no hay diferencia significativa entre los AC de Tecoflex y PUUR L,

En el caso de los materiales electrohilados, se observa un comportamiento menos
hidréfilo, comparado a sus respectivos polimeros en forma de pelicula. Siendo el &ngulo
contacto de PUUE>Tecoflex>PUUR C>PUUR B>PUUR A. Resultados similares fueron
obtenidos por Szewczyky col.”, quienes realizaron estudios de mojabilidad en diferentes
polimeros, fibrosos y lisos, y observé un aumento directo del angulo de contacto en
polimeros electrohilados comparados a sus respectivas peliculas. Esto se debié a que
en polimeros electrohilados la formacion de fibras genera un aumento en la rugosidad
del material y, si en el material se disminuye la fraccion de fibra, existe un aumento de
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aire atrapado entre las fibras, ocasionando el incremento en el &ngulo de contacto. Wang
y Wang®? también mencionaron que el aumento de poros en nanofibras genera una
superficie mas rugosa que no permite la penetraciéon de agua en los poros de la
membrana, por lo que el liquido queda suspendido en una superficie solido-aire y
aumenta el angulo de contacto. Esto confirma que el material no es necesariamente
hidréfobo, pues al pasar el tiempo se modifica este valor, segin la composicion y
morfologia del material. Mi y col.>* observaron cambios en el AC de sus materiales
electrohilados entre el tiempo cero y a los dos segundos, altamente influenciado por la
composicion del material.

El aumento del &ngulo de contacto en PUUE y Tecoflex es concordante con el diametro
promedio de poro, en comparacién a las membranas de PUUR. Como se menciond, en
poli(uretano)s electrohilados la topografia de la superficie del material afecta la
mojabilidad,®® PUUR A mostré mayor mojabilidad debido a la mayor formacién de fibras
aplanadas, por lo que no se manifiesta el comportamiento de PUUR By C. A su vez,
este angulo de contacto es aparente, debido a que conforme pasa el tiempo el angulo
de contacto en las membranas electrohiladas decrece. Estudios sefialan que el rango de
angulo de contacto 6ptimo para la adhesién de fibroblastos es entre 60 y 80°,” angulos
similares a los presentados en este trabajo.

PUUR A? PUUR B¢ PUUR C¢ PUUE?
0=58.44+0.93° 6=75.90+0.23 6=113.27+1.05° 6=147.11+0.54°

Tecoflex? PUUR Lisaf PUUE Lisa® Tecoflex Lisa'
0=121.76%0.64° 6=65.36+0.51° 6=72.96+0.23° 0=66.32+1.11°

Figura 9.- Angulos de contacto a tiempo cero de membranas electrohiladas y lisas.
a-g = Diferentes vocales sefialan diferencia significativa entre los materiales.
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Caracterizacion de los materiales en cultivo de células de fibroblastos

Citotoxicidad del material.

El poliuretano es un polimero que no es considerado téxico, teratogénico ni mutagénico.
Sin embargo, puede presentar lixiviacion de sustancias potencialmente citotoxicas de
bajo peso molecular. Estas sustancias pueden provenir de los productos de degradacion,
de residuos de mondémero sin reaccionar o del catalizador metélico, compuestos
derivados del proceso de esterilizacién?® y, en este caso, de residuo de solventes del
proceso de electrohilado.5!

Un método utilizado para la deteccién de citotoxicidad por parte del material fue colocar
los polimeros en un cultivo de células de fibroblastos durante 24 h para después observar
el comportamiento de las células en la periferia del polimero.?° La figura 10 corresponde
a la periferia de membranas electrohiladas en pocillos de placa después de 24 horas de
siembra. Se puede observar que en todos los materiales electrohilados existe
disminucion en la viabilidad celular y cambios en la morfologia de las células en
comparacion del control, donde hFB mantiene su forma alargada tipo huso. Debido a
que PUUR no se degrada térmicamente hasta los 280 °C (figura 6) y segun
investigaciones de Chan®® el material presenta resistencia a la degradacion en contacto
con agua destilada (a 100°C por 24h) y PBS (37°C por mas de 24 semanas) a pH 7.4,
no se le adjudica la citotoxicidad en células por liberacién de productos de degradacion.
Ademas, tanto a PUUR como a PUUE se le realizaron lavados al terminar su sintesis
para retirar residuos sin reaccionar de su composicion. Confirmandose en el andlisis de
FTIR (figura 3) la ausencia de grupos isocianato libres, los cuales son citotoxicos.?®
Debido a que Tecoflex es un polimero comercial de grado médico que presentd un
comportamiento similar a los demas materiales electrohilados, se le adjudic6 un efecto
citotoxico a los solventes empleados en el procesamiento del material en fibras.
Principalmente a DMF cuyo punto de ebullicién es a 153°C, debido a que THF tiene un
punto de ebullicion a 66°C,** lo que facilita su evaporacién durante el electrohilado y
secado a vaci6 del material a temperatura ambiente. Se ha reportado que la exposicién
de DMF en células de fibroblastos genera desprendimiento celular y cambios en la
morfologia,®* asi como muerte por apoptosis después de 24 h.%®

Debido a que tanto DMF como THF son miscibles en agua® se realizaron lavados con
agua destilada estéril a las membranas previo a la siembra celular. Se inocularon
fibroblastos en placas con membranas y se observo la periferia a las 24 h (figura 10-B),
también se realiz6 un ensayo de citotoxicidad del material con MTT a partir de la
obtencion de lixiviados de cada una de las membranas electrohiladas (figura 11). En las
imagenes obtenidas se observd una mejora en la morfologia de las células después de
los lavados de los materiales. La figura. 10 corrobora la presencia de solvente en las
membranas electrohiladas sin lavar (figura 10-B) debido al cambio drastico en la
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morfologia y viabilidad celular observada en las imagenes en comparacion con el control
(figura 10-A) y las membranas con lavado previo (figura 10-C). Varios trabajos de
electrohilado que emplean como solvente DMF o una mezcla de éste con otro solvente
no reportan este problema, adjudicado a los tratamientos previos a la siembra celular.
Nanofibras de PCL preparadas con cloroformo y DMF (8.5:1.5) obtuvieron buena
viabilidad y proliferacion celular debido al tratamiento de esterilizacion que consistié en
remojar las membranas en una mezcla de etanol (70%) antes del sembrado de
fibroblastos.®” Como el cloroformo es un solvente volatil y el DMF un solvente miscible
en compuestos organicos como el etanol®® esto asegurd que residuos del compuesto no
afectara el cultivo celular. Khil y col.®® reportaron membranas electrohiladas de PU grado
medico fabricadas con 70% THF y 30% DMF, sin reportar inflamacion o dafio en tejido
en las pruebas In vivo, cabe mencionar que las membranas son colocadas a vacio y a
60°C para retirar el solvente. Lo cual, debido al punto de fusién de las membranas PUUR
no se puede aplicar.

En cuanto al ensayo de citotoxicidad de los lixiviados obtenidos de membranas
sometidas a lavados, los resultados se presentan en la figura 11 en términos de
porcentaje de viabilidad celular (%VC). Se obtuvieron porcentajes mayores al 80%,
porcentajes similares a los adquiridos en otros trabajos con membranas electrohiladas®®
y membranas lisas.'® Se encontrd diferencia significativa (a=0.05) en el %VC de los
tratamientos de PUUR B y PUUR C, debido a remanente de disolvente en las
membranas. Aun asi, los porcentajes obtenidos se consideran no citotdéxicos debido a
que no hay reduccion mayor al 30% de viabilidad celular, con base en la norma I1SO
10993-5:2009 para Evaluacion bioldgica de dispositivos médicos. Por lo tanto, el lavado
previo de las membranas a la siembra celular ayuda a retirar remanentes de solvente
del proceso de electrohilado.
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Figura 10.- Ensayo de citotoxicidad de células de fibroblastos cultivadas durante 24 h
en la periferia de membranas electrohiladas de poli(urea-uretano) con arginina (PUUR)
a diferentes parametros de electrohilado (A, By C), poli(urea-uretano) con etilendiamina

(PUUE) y Tecoflex.
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Figura 11.- Histograma del porcentaje de viabilidad celular de fibroblastos humanos
expuestos a lixiviados de polimeros (100 mg/ml). *Diferencia significativa entre los
tratamientos.

Adherencia de células de fibroblastos

Se evalué la adherencia de hFB en membranas electrohiladas y lisas a las 24 h de
siembra. Antes del ensayo los apdsitos se lavaron con PBS para retirar las células no
adheridas a su superficie y se realizé el ensayo LIVE/DEAD. A su vez se incorpor6é un
control de cada membrana sin presencia de células para corroborar la no fluorescencia
del polimero (Anexo figura 17). En la figura 12 se observan membranas con sefiales de
florescencia verde correspondientes a células vivas y sefiales rojas para células muertas.

En todas las membranas se obtuvo la presencia de células hFB adheridas, vivas y
muertas, observandose zonas de fluorescencia agrupada. La formacion de estas zonas
de hFB pueden indicar buena interaccion de las células con el material, promoviendo la
adhesion y extension de células de fibroblasto,®® o al contrario, deberse a una baja
interaccion entre la célula y el material y mayor fuerza de interaccion célula-célula, lo que
ocasiona aglomeramiento y cambios en la morfologia tipica de fibroblastos,? al haber
menos puntos focales de adhesién. Esto esta relacionado con la mojabilidad y morfologia
del material.

En el primer caso, el angulo de contacto es un indicativo de la mojabilidad de un
polimero. La adhesién celular en materiales se lleva a cabo por la interaccién entre la
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superficie del material y las proteinas adhesivas del suero bovino fetal incorporado en el
medio de cultivo, estas proteinas son las que se encargan de la adhesién celular
mediada por integrinas.”? Se ha demostrado que la adherencia de estas proteinas esta
limitada en superficies altamente hidrofilicas e hidro6fobas, valores de angulo de contacto
por debajo de 40° y por lo alto de 90°, respectivamente, para células de fibroblasto, cuyo
valor 6ptimo para adhesion se encuentran entre 50-60°.2°* Mi y col.>* observaron un
comportamiento similar de zonas amplias fluorescentes en poliuretanos electrohilados
de superficies hidrofilicas. Debido a la alta hidrofilia se favoreci6 la absorcion de agua en
la superficie del material, lo que disminuy0 la interaccion célula-material y los fibroblastos
se adhirieron con una conformacién redonda, formando aglomerados.>* Sin embargo, los
angulos de contacto obtenidos de las membranas lisas no son altamente hidrofilicos e
hidréfobos, sus angulos estan dentro de los valores reportados para adhesiéon celular,
siendo PUUE L mas hidr6fobo y no habiendo diferencia significativa en los angulos de
los materiales PUUR L y Tecoflex L. En el caso de las membranas electrohiladas, el
angulo de contacto es un valor aparente el cual es afectado por el aire atrapado en los
poros de las fibras, por lo que el valor disminuye al pasar el tiempo segun la morfologia
del material y su composicién; en ambiente fisiolégico las cadenas del polimero rotan y
la parte hidrofilica se expone a la zona en contacto con agua, por lo que la mojabilidad
aumenta.®> En general, los material como tal de los polimeros electrohilados son
parcialmente hidrofilicos y por lo tanto tienen la capacidad de mojar la superficie
electrohilada, esto se confirma con la morfologia celular observada por SEM de los
materiales electrohilados.

Debido a las zonas grandes de fluorescencia no fue posible realizar un conteo de las
células adheridas para comparar cuantitativamente las membranas. A su vez, no se logré
realizar la técnica colorimétrica MTT por la coloracioén intrinseca del material al incubarse
en ausencia de células (Anexo figura 18). Por tal motivo, las imagenes de la figura 12 se
procesaron con el programa ImageJ para obtener un valor representativo del area celular
proyectada en las membranas, expresado como area superficial fluorescente. En la
figura 13 se reportan los valores obtenidos, puede observarse gue tanto en membrana
lisa como electrohilada de PUUE hay una menor area correspondiente a células vivas,
concordando con un valor mayor de angulo de contacto (figura 13 A). En el caso de los
materiales de Tecoflex y PUUR L, la evidencia fotografica no permitié los procesamientos
optimos de la imagen por falta de nitidez en los costados de estas, pero visualmente se
contempla un valor mayor de area superficial fluorescente de lo que se reporta en los
graficos.

Con respecto a la morfologia de las membranas, el diametro de fibra esta relacionado
con la existencia de puntos focales de adhesion disponibles;!? diametros
submicrométricos se han reportado como buenos precursores de adhesion celular. A su
vez, morfologias con presencia de aglomerados en el proceso de electrohilado
perjudican la adhesién al proporcionar menor area,® como se observa en la figura 13 B-
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PUUR By Cy PUUR Ay Tecoflex los cuales tienen el promedio de didmetros de fibra
similares, pero la respuesta biologia difiere en los dos grupos por la morfologia del
material, sobre todo se observa en PUUR By C, al ser el mismo polimero. Esto establece
la importancia de la superficie de las membranas en comparacion de la composicion del
material dentro de las 24 h.

Respecto a las células muertas, son células que se adhirieron a la superficie del material,
pero comenzaron un proceso apoptético, debido a que no se retiraron con el lavado
realizado antes del ensayo de tincion. Si bien en el analisis de citotoxica se encuentra
una disminucién significativa de viabilidad celular de PUUR B y C, se observa que las
zonas de fluorescencia roja se superponen paralelamente a las zonas de fluorescencia
verde, rodeandose de células vivas tanto en materiales electrohilados como lisos. Por lo
tanto, gran parte de la muerte celular se debe a muerte por dificultad de obtencion de
nutrientes por la distribucion de las células, expuestas en el centro de dichas zonas.>*
Otra causa probable es por residuos de disolvente en los materiales o una interaccién
baja con el material.
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Figura 12.- Ensayo de adherencia celular con LIVE/DEAD de hFB a las 24 h de incubacién en membranas electrohiladas y
lisas de poli(urea-uretano) con arginina (PUUR) a diferentes parametros de electrohilado (A, B y C), poli(urea-uretano) con
etilendiamina (PUUE) y Tecoflex.
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Figura 13.- Area superficial celular de hFB vivas sobre membranas electrohiladas y
lisas con respecto a angulo de contacto (A) y diametro de fibra (B).

Morfologia celular

En el andlisis anterior se confirmé la adhesion de células hFB sobre los polimeros a las
24 h de incubacion. No obstante, no se obtiene informacién de la morfologia celular en
este proceso, el cual es un dato esencial para determinar la interaccion entre la célula y
el material. Por lo tanto, se realizé6 SEM a andamios inoculados con hFB, a concentracién
celular y tiempo de incubacion iguales al ensayo anterior y se realizé el mismo
tratamiento a andamios incubados en ausencia de células como control (figura 14). El
tratamiento para deshidratar las células con etanol afectd a los materiales por la
solubilidad o hinchazén que presentaron en el disolvente, por lo que la apariencia de
fibras difiere a la del material sin tratar.

La morfologia de los fibroblastos observados en la figura 14 corresponden a la tipica

forma bipolar de huso y multipolar estrellada, lo que indica una buena interaccion entre
el material y la célula debido al alargamiento y extension de hFB sobre el polimero, junto
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con la formacion de puntos de adhesion focal. Se visualiza movilidad celular por la
elongaciéon de hFB y extension de lamelipodios (flechas blancas) lo cual es sefial de
locomocion celular.®® A su vez, las células se encontraron adheridas en la superficie de
los materiales sin infiltracién en la estructura de las membranas electrohiladas debido a
los valores de diametro de poro obtenidos (< 4 um).

Se aprecia en la figura 14 la expansiéon de hFB y extension de filopodios en interacciones
célula-célula (figura 15 B) lo cual es caracteristico de células sanas.'® También se
observan la formacién de peliculas de célula que recubren parte de las fibras
superficiales del andamio (figura 15 A). En general, no se encontré la presencia de
morfologias pequefias y redondeadas de hFB, lo cual indicaria una pobre adhesién a la
superficie del material, detencién de crecimiento o inicio de una respuesta apoptotica,'®
con excepcion en Tecoflex L. La ausencia de estas morfologias corrobora que las zonas
fluorescentes localizadas en la metodologia anterior se deben principalmente a la
extension de hFB en lugar de una pobre interaccion con el material, descartando a su
vez problemas de mojabilidad del polimero y angulos de contacto aparente extremos.
Sin embargo, se observa en la figura 15 A que la hoja celular presenta levantamientos
en los bordes de hFB cerca del material, lo cual da indicios de que la interaccion célula-
material se estd perdiendo y permanece la comunicacion célula-célula, lo que podria
significar problemas con el material, como problemas de disolvente, debido a que las
células adheridas tienen cambios morfoldgicos. Igualmente, la intercalacion de células,
explica la dificultad de estas para obtener nutrientes, siendo una causa de muerte celular.

En el caso de Tecoflex se observan distintas morfologias; células redondas o alargadas,
lo cual indica una interaccion menor en el material liso, en el cual, si bien esta adherida
la célula, ésta en una conformacién no proliferativa-apoptética. Esto cambia en sus
andamios electrohilados, se observa cambios en la superficie polimérica en presencia y
ausencia de células, en la primera se aprecia un recubrimiento sobre la superficie que
forma puentes en los poros, esto no se visualiza en el andamio en ausencia de hFB, por
lo deben ser componentes de la matriz extracelular excretados por las células.®? Una vez
que la célula se adhiere a un sustrato se contindan realizando un intercambio de sefales
que pueden culminar en la deposicion de compuestos de la matriz extracelular o
proliferacion. Lowery y col.®? encontraron que el tamafio de poro influye en la produccién
de ECM en fibroblastos, diametros de poro menores a 15 um segregan mas rapido ECM
mientras que a didmetros mayores se tarda mas tiempo. En cuestion del didametro de
fibra, se ha encontrado que la expresién de colageno lll y elastina es aumentada en
diametros de fibra de entre 0.350 a 1.100 pm, aumentando al disminuir el didmetro.”

Comparando materiales lisos y electrohilados del ensayo anterior se observa mayor area
superficial en materiales lisos que en materiales electrohilados debido a que hay mas
cumulos de células en los ultimos. Las imagenes SEM nos muestran las agrupaciones
que se llevan a cabo en materiales electrohilados, dando buenos indicios en interaccién
célula-material, sin embargo, las fuerzas de cohesién célula-célula son altas en los
materiales electrohilados de PUUR a concentraciones altas, un motivo de esto es la
variacion en las areas de adhesion focal, al haber no uniformidad en las fibras los puntos
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de adhesion focal disminuyen (figura 15 Ay C) y aumentan los de cohesion célula-célula.
De ahi que en la figura 15 A-PUUR C presente los bordes de la célula cercanos al
material enrollados y mayor extension de filopodios célula-célula. Esto no se visualiza en
PUUR L, la cual tiene mejor interaccion con el material.
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Figura 14.- Micrografia electrénica de barrido de células de hFB a las 24 h de
incubacién en membranas electrohiladas y lisas (L).de poli(urea-uretano) con arginina
(PUUR) a diferentes parametros de electrohilado (A, B y C), poli(urea-uretano) con
etilendiamina (PUUE) y Tecoflex. Fecha negra indica células, flecha blanca sefiala
lamelipodios. Amplificacion x1000, 5 kV.
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A.- Formacion de hoja celular

_PUURB

B.- Interaccion célula-célula

C.- Interaccion célula-polimero

Figura 15.- Micrografia electrénica de barrido de diferentes interacciones entre la
célula y el material, a las 24 h de incubacién. Poli(urea-uretano) con arginina (PUUR)
a diferentes parametros de electrohilado (A, B y C) y Tecoflex Liso (Tecoflex L).
Amplificacién x1000, 5 kV.

Proliferacion celular

En andlisis previos se observo que las células no penetran en las membranas, a su vez
de presentar extension de hFB sobre los andamios lo cual es necesario para realizar
division celular. Por lo cual el siguiente paso es evaluar la proliferacion de hFB. Se
empleo la metodologia de adhesion celular a tres tiempos diferentes para determinar la
variacion de area superficial fluorescente sobre las membranas, debido a que en los
andlisis de citotoxicidad se observo que el extracto de silicon disminuy6 la viabilidad
celular en un 10% en esta ocasion las membranas no se fijaron en los pocillos.

De los resultados obtenidos en la figura 16, a las 24 h las membranas Tecoflex L, PUUR
C, PUUE y PUUR B tuvieron las areas superficiales mas amplias, sin diferencia
significativa entre ellas. Sin embargo, tanto PUUR L y PUUE L obtuvieron bajos niveles
de superficie celular. Al contrario del analisis de adhesion, esto se debe a la flotacion
parcial o completa de los andamios en el medio de cultivo durante el ensayo, lo que
previno la interaccion completa entre el material y el medio con células, reduciendo la
respuesta biolégica. Esto se repite en tomas posteriores, por lo que es necesario utilizar
en ensayos futuros un método para la fijacion del material al fondo del pocillo, otros
trabajos con membranas poliméricas recurren al uso de anillos de acero inoxidable,'%
titanio% o vidrio.207
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A las 72 h Tecoflex L, PUUR A y PUUR B tuvieron los valores mas altos de area
superficial fluorescente. Finalmente, al quinto dia Tecoflex tuvo la mayor fluorescencia
seguido por Tecoflex liso, PUUE L, PUUR B, PUUR C y PUUR A, los cuales no
presentaron diferencia significativa entre si. De estds membranas una de las mas
destacadas fue Tecoflex L, seguido de PUUR A y PUUR B, las cuales no tienen
diferencia significativa entre si mismas a lo largo del tiempo, por lo que se puede decir
que se mantiene la cantidad de area en fluorescencia. A su vez, en la figura 15 se
observa que hay mayor cantidad de células muertas en las membranas electrohiladas,
por lo que se concluye que conforme las células proliferan una parte muere y la
proliferacién es baja para aumentar significativamente el area superficial, esto puede
deberse a problemas con el disolvente o la desuniformidad de las membranas obtenidas.

Fue hasta el quinto dia que el valor correspondiente para Tecoflex electrohilado aumenté
significativamente. En general, la formacion de fibras genera un aumento en el area
superficial especifica de un material y contribuye a una mayor adsorcion de proteinas
adhesivas, y por lo tanto contribuye a la adhesion de células en el polimero,'°? esto va
de relacionado con los didmetros de fibra y demas. Se ha estipulado que el didmetro de
poro ejerce una accion en la proliferacién celular debido a que debe permitir la
comunicacion adecuada entre las células, diametros mayores disminuyen la
proliferacion.®? En cuanto al diametro de fibra, fibroblastos decrecen su proliferacion a
didmetros mayores, siendo un rango de proliferacién de 428 a 1,051 nm.%! En el caso de
materiales con beads, las células son capaces de adherirse y proliferar a menor escala
debido a la menor cantidad de puntos focales de adhesion por desuniformidad del
material.5!
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Figura 16.- Ensayo de proliferacion con LIVE/DEAD de hFB a las 24, 72 y 120 h de
incubacién en membranas de poli(urea-uretano) con arginina (PUUR) a diferentes
parametros de electrohilado (A, B y C), poli(urea-uretano) con etilendiamina (PUUE) y
Tecoflex, electrohiladas y lisas (L) lisas y electrohiladas.
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Figura 17.- Area celular ocupada por células de fibroblastos vivas sobre membranas
electrohiladas y lisas (L) de poli(urea-uretano) con arginina (PUUR) a diferentes
parametros de electrohilado (A, B y C), poli(urea-uretano) con etilendiamina (PUUE) y
Tecoflex, a tres tiempos de incubacion, 24, 72y 120 h.
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CONCLUSIONES

Se caracterizo fisicoquimicamente el poli(urea-uretano) de arginina y se evidencio la
incorporacién del extensor arginina en su estructura.

Los parametros de voltaje, concentracion y flujo del electrohilado de PUUR A (20%, 18
kV, 1.2 mL h-1), PUUR B (15%, 20 kV, 0.8 mL h-1) y PUUR C (15%, 20 kV, 1.6 mL h-1)
no favorecieron la formacién homogénea de fibras, obteniéndose membranas aplanadas
(PUUR A) o con aglomerados (PUUR B y PUUR C).

Las membranas poliméricas no son citotoxicas para hFB después de un tratamiento de
lavado.

La adhesion celular, expresada como éarea superficial fluorescente, fue mayor en
membrana de Tecoflex L que en membranas electrohiladas de PUUR A, B y C, debido
a la formacion de aglomerados en la superficie de estos ultimos. Sin embargo, la
proliferacién celular al quinto dia fue mayor en Tecoflex electrohilado, debido a la
morfologia de las fibras.

Las morfologias de las células sobre las membranas sugieren buena interaccion célula-
polimero. En Tecoflex L la morfologia redonda de las células indica una menor
interaccion, mientras que la morfologia y el recubrimiento encontrado en Tecoflex
electrohilado indica una mayor interaccién, lo cual sugiere una relacién entre la formacién
de andamios fibrosos y su uso como andamiaje celular.

La incorporacion de arginina como extendedor de cadena no demostr6 mejorar las
capacidades de andamio celular de las membranas PUUR A, B y C, pero si mantuvo la
viabilidad de hFB, por cinco dias.

Se concluyé que la formacion de membranas electrohiladas es un método eficaz para
mejorar la respuesta celular de adhesién y proliferacion de hFB. Siendo una morfologia
de fibras y sin aglomerados un factor determinante en la respuesta celular, que la
composicion del material con arginina.
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