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Resumen

La cicatrizacion de Ulceras cronicas de pie diabético (UCPD), es un proceso complejo y dinamico
que requiere de una interaccion entre factores regulados que trabajan en conjunto para restituir la
piel lesionada. Los niveles altos de metaloproteinasas de matriz (MPMs) en las UCPD contribuyen
a la cronicidad de la herida, lo que puede llevar a incrementar el riesgo de infecciones, provocando
complicaciones que influyen en la calidad de vida del paciente. Por lo tanto, existe la necesidad de
desarrollar alternativas terapéuticas que permitan la correcta cicatrizacion de la herida; entre los
nuevos enfoques se destacan el uso de hidrogeles de polietilenglicol diacrilado (PEGDA), el cual
se puede modificar mediante la introduccion de dominios de corte para MPMs con el fin de que,
las altas concentraciones de estas proteasas en la Ulcera sean aprovechadas para degradar el
material sintético. En consecuencia, en este estudio se fabricaron hidrogeles biodegradables
derivados de PEGDA (7.34 kDa), en tres diferentes concentraciones (10, 20 y 30% p/v); los
hidrogeles se polimerizaron en luz UV, en presencia de dos sistemas diferentes de fotoiniciador
(Irgacure 2959, disuelto en NVP o en 70% etanol), las propiedades estructurales del hidrogel como
la capacidad de hinchamiento, se evalué a partir de la relacion volumétrica de hinchamiento y el
tamafo de poro tedrico se calculd6 mediante la correlacion con el médulo elastico experimental,
mientras que el modulo elastico y de compresion fueron determinados mediante pruebas de
traccion y compresion. Los resultados obtenidos de los hidrogeles de PEGDA biodegradables por
MPMs, demuestran que, poseen excelentes propiedades mecanicas y fisicas, ya que son similares
a la piel; por lo tanto, podrian tener gran potencial en la curacién de UCPD.

Palabras clave: Polietilenglicol diacrilado, hidrogeles, tamafio de poro, modulo de elasticidad,

matriz extracelular.



Abstract

Healing of chronic diabetic foot ulcers (CDFU) is a complex and dynamic process that requires an
interaction between regulated factors that work together to restore damaged skin. The high levels
of matrix metalloproteinases (MMP) in the CDFU affect the chronicity of the wound, which can
lead to an increased risk of infections, causing complications that influence the quality of life of
the patient. Therefore, there is a need to develop therapeutic alternatives that could correct wound
healing; New approaches include the use of diacrylated polyethylene glycol (PEGDA) hydrogels,
which can be modified by introducing cut domains for MMPs so that high concentrations of these
proteases in the ulcer are exploited to degrade Synthetic material. Consequently, in this study,
biodegradable hydrogels derived from PEGDA (7.34 kDa) were manufactured, in three different
concentrations (10, 20 and 30% w / v); hydrogels were polymerized in UV light, in the presence
of two different photoinitiator systems (Irgacure 2959, dissolved in NVP or in 70% ethanol), the
structural properties of the hydrogel, as well as the swelling capacity, were evaluated from the
volumetric ratio of swelling and theoretical pore size will be calculated by correlation with the
experimental elastic modulus, while the elastic and compression modulus were determined by
tensile and compression tests. The results obtained from PEGDA hydrogels biodegradable by
MPM, could have excellent mechanical and physical properties, since they are similar to the skin;

therefore, it could have great potential in the healing of CDFU.

Keywords: diacrylated polyethylene glycol, Hydrogels, Mesh size, Modulus of elasticity,

Extracellular matrix.
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Capitulo 1

Problema u oportunidad

1.1 Introduccion

Los avances biomédicos en los Gltimos afios, han hecho posible el disefio de nuevos
sistemas terapéuticos avanzados a partir de la necesidad de regenerar tejidos, mediante la
combinacion de andamios de biomateriales, moléculas de sefializacién biol6gicay células, entre
los que se destacan los hidrogeles sintéticos de polietilenglicol diacrilado (PEGDA). Los
hidrogeles de PEGDA son polimeros biocompatibles, higroscopicos, con alto grado de
entrecruzamiento y con propiedades fisicas ajustables, que permiten modular la fisiologia
celular; por lo tanto, estos hidrogeles se han investigado ampliamente para implementarlos en
el desarrollo de alternativas terapéuticas, que permitan la cicatrizacion de Ulceras cronicas de
pie diabético (UCPD). En este tipo de Ulceras, el proceso de curacion no se lleva a cabo de
manera eficiente, debido a que, hay un alto nivel de metaloproteinasas de matriz (MPMs) en la
herida, que conduce a la degradacion de la matriz extracelular, en consecuencia, la incapacidad
de reconstruir el tejido.

El disefio de andamios como apdsitos para UCPD con efectos terapéuticos
sobresalientes, degradacién y propiedades mecanicas adecuadas, tiene gran importancia en la
curacion de heridas. Por lo tanto, la presente investigacion tiene como objetivo fabricar
hidrogeles biodegradables por MPMs a base de PEGDA, y evaluar las propiedades mecanicas
tales como: el moédulo de elasticidad y compresion, el grado de hinchamiento y el tamafio de

poro, para tres distintas formulaciones.
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1.2 Planteamiento del problema

La diabetes es un problema de salud publica, que afecta al 8,8% de la poblacién mundial,
y se pronostica que para el afio 2040 el 10,4% de la poblacion la podra padecer (Ogurtsova, 2017).
En Colombia, la prevalencia de esta enfermedad es del 9,6% y se estima que a la fecha existen
mas de 3 millones de diabéticos entre los 20-70 afios. El observatorio de salud publica en Santander
(OSPS) report6 en el 2016, que la mortalidad por diabetes es de 21,5 personas por cada 100 mil
habitantes, superando la tasa nacional que fue de 15,7 personas por cada 100 mil habitantes
(Vargas-Uricoechea & Casas-Figueroa, 2016).

Una de las complicaciones més frecuentes de la diabetes son las UCPD, en la cual hay una
pérdida del tejido que produce una herida abierta, que en la gran mayoria de casos es cronica; esto
incrementa el riesgo de infeccidn, lo cual puede llevar a la amputacion de la extremidad inferior,
afectando negativamente la calidad de vida del paciente, e incluso en el peor de los casos conlleva
a la muerte. Se ha estimado que en Colombia entre el 15% y 20% de las personas diabéticas
presentan una UCPD, y de ellos un 75 % sufren la amputacion parcial o total de miembro inferior
(Martins-Mendes et al., 2014).

Actualmente, existen tanto terapias convencionales como alternativas para el tratamiento
de UCPD, las cuales solo son efectivas en el 50% de los pacientes tratados. No obstante, sin
asistencia preventiva, vigilante y personalizada, se estima que tendrdn una Ulcera nueva o
recurrente al siguiente afio (Robert J & R, 2009). El proceso de cicatrizacion de las UGlceras es
altamente complejo y dinamico en pacientes diabéticos, ya que dependen de una interaccion entre
factores regulados que trabajan en conjunto para restituir la piel lesionada (Boyko et al., 2018). A
diferencia de una herida normal, la UCPD se caracteriza por la falta de irrigacion sanguinea, un

exceso de macrdfagos inflamatorios y un aumento en la apoptosis de fibroblastos y queratinocitos,
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ademas de una limitada formacion de la matriz extracelular (MEC). Una caracteristica importante

en este tipo de Ulceras crénicas es la sobre-produccién de MPMs que degradan la mayoria de los
componentes presentes en la MEC; la incapacidad de generar MEC en la Ulcera dificulta la
formacion de tejido sano, por lo tanto, el proceso de cicatrizacién es mas lento, causando que las

Ulceras sean crénicas y con mayor riesgo de complicaciones irreversibles (Maruyama et al., 2007).

1.3 Justificacion

Existe la necesidad prioritaria de desarrollar nuevas alternativas terapeuticas que permitan la
correcta cicatrizacion de las ulceras cronicas. Entre los nuevos abordajes se destacan las terapias
basadas en medicina regenerativa, particularmente en ingenieria de tejidos, en donde se busca dirigir
el proceso de cicatrizacion haciendo uso de andamios, biomoléculas y células. Entre los andamios méas
prometedores se encuentran los hidrogeles, los cuales han demostrado ser una herramienta efectiva en
la regeneracion de tejidos, con un gran potencial en el tratamiento de las UCPD (Reyes-Martinez et
al., 2019). Estos hidrogeles se pueden modificar dependiendo de las condiciones del microambiente
de la Ulcera; en el caso particular de la UCPD, las altas concentraciones de MPMs podrian ser
aprovechadas para la degradacion de andamios poliméricos sintéticos. En particular, los polimeros
que constituyen a los hidrogeles podrian ser modificados con dominios de corte especificos para
MPMs, lo que permitiria generar una matriz biodegradable que podria mejorar la cicatrizacion de la
Ulcera cronica, al servir de andamio para la migracion celular, y la consecuente formacion de matriz
natural tras la degradacion del andamio sintético (Nuttelman et al., 2008).

Entre los biomateriales poliméricos usados para la fabricacién de hidrogeles biocompatibles y
funcionalizables, se encuentra el PEGDA, el cual puede modificarse al introducir en su estructura un

dominio de corte para MPMs. Adicionalmente, sus propiedades mecanicas pueden regularse, al ajustar
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la concentracion del polimero modificado en el hidrogel, con el fin de fabricar un andamio sintético

mecénicamente similar al tejido in vivo. Por tanto, este proyecto busca evaluar las propiedades
mecénicas de un hidrogel derivado de PEGDA, biodegradable por MPMs, con el fin de establecer
pardmetros de disefio focalizados en las caracteristicas mecéanicas del hidrogel. Esto contribuirg al
avance de nuevos apositos que a futuro permitan ser implementados en el desarrollo de abordajes

terapéuticos mas eficientes en el tratamiento de UCPD.

1.4 Pregunta Problema
¢Los hidrogeles biodegradables por MPMs fabricados a partir de PEGDA modificado
presentan propiedades mecanicas idoneas, para ser utilizados como posibles andamios funcionales

en la cicatrizacion de UCPD?

1.5 Objetivo General
Evaluar las propiedades mecanicas de hidrogeles derivados de PEGDA biodegradables por

MPMs, con potencial uso en el disefio de matrices para UCPD.

1.6 Objetivos especificos
1. Fabricar hidrogeles biodegradables derivados de PEGDA mediante la introduccién de
dominios de corte para MPMs en su estructura quimica.
2. Determinar las propiedades mecanicas de los hidrogeles biodegradables derivados de
PEGDA, al variar la concentracion del polimero.
3. Evaluar la capacidad de hinchamiento en solucion fisiolégica de los hidrogeles

biodegradables derivados de PEGDA, en relacion con la concentracion del polimero.
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1.7 Limitaciones y delimitaciones

La presente investigacion se enfoca en evaluar las propiedades fisicas y mecénicas tales
como, la capacidad de hinchamiento, tamafio de poro, el médulo de elasticidad y de compresion
de los hidrogeles derivados de PEGDA biodegradables por MPMs, en funcion de la concentracion
del polimero (10, 20 y 30 % p/v) y de dos sistemas diferentes de fotoiniciador utilizados en la
fotopolimerizacion, con el fin de determinar el éxito de su uso en el disefio de matrices para UCPD.

Las propiedades mecanicas de los hidrogeles biodegradables por MPMs, se evaluaron para un
solo peso molecular y tres diferentes concentraciones, debido a que, la disponibilidad del polimero
es limitada y ademas tiene un alto costo en el mercado, lo cual reduce la posibilidad de elaborar
mayor cantidad de muestras de hidrogel. De igual manera, debido a la complejidad de realizar
pruebas in vivo, y el tiempo que demanda lograr resultados representativos, el presente estudio se
desarrollo en el laboratorio y a partir de los resultados obtenidos, se espera que en estudios
posteriores se lleven a cabo este tipo de pruebas que permitan determinar si el tratamiento es seguro

y efectivo para la cicatrizacion de UCPD tipo 1 y I1.
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Capitulo 2

Marco teorico

2.1 La piel

La piel es el érgano mas extenso y cumple funciones importantes como la deteccion
sensorial y la homeostasis de los fluidos, Ademas sirve como barrera de proteccion contra la
invasion microbiana, dafios térmicos, quimicos y mecéanicos (Zhong, Zhang, & Lim, 2010).
Diversos estudios han demostrado que en la piel existen entre 155 y 174 proteinas distintas, entre
las cuales podemos encontrar el colageno (1, I1, 111, VI, XIl'y XIV), proteinas de matriz extracelular

(lumican, decorina y elastina), queratinas y proteinas celulares (Mikesh et al., 2013).

Acorde a Suhail et al., las principales estructuras de la piel que son de interés en la curacion
de heridas son la epidermis, dermis e hipodermis (ver figura 1).

1. La epidermis: Es la capa méas externa, su estructura tiene aproximadamente 1,50
mm de espesor y estd compuesta por queratinocitos y melanocitos.

2. La dermis: Se compone de matriz extracelular rica en colageno, elastina,
fibroblastos y glucosaminoglicanos. Esta estructura proporciona las propiedades
mecanicas de la piel tales como flexibilidad y resistencia a la traccion.

3. Hipodermis: Es la capa mas interna, su estructura almacena adipocitos, fibras de
colageno y esta bien vascularizada, esta capa contribuye a las propiedades reguladoras de

la piel.
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Figural

Vista de la seccion transversal de la piel humana

Muasculo erector del pelo

Epidermis

Queratinocito ¢———

Melanocito : y, Dermis
Glandula sebacea « s

Hipodermis

Adipocito ¢ Arteria

Vena

Fibroblasto  Glandula sudoripara Foliculo piloso

Fuente: Modificada de Goodarzi et al., 2018

Propiedades mecanicas de la piel
Entre las propiedades mecanicas mas relevantes de la piel, se destacan las siguientes:

1. Elasticidad: La piel humana se puede estirar varias veces su tamafio original y sigue
manteniendo sus propiedades fenotipicas estructurales, esta caracteristica es posible porque
la piel es una estructura altamente especializada, que responde a través de una red de
cascadas interconectadas de reacciones quimicas. Cuando la piel se estira por encima de su
limite fisioldgico, se produce una serie de reacciones que activan los canales iénicos, las
integrinas y los receptores del factor de crecimiento, estas reacciones tienen como objetivo
restaurar el ambiente mecanico de las células, que ha sido alterado por la interrupcién de

la arquitectura de la piel (Eckes & Krieg, 2004). No obstante, si los estimulos externos,
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como el estrés mecénico, alcanzan valores suficientemente grandes al limite fisioldgico,

puede causar una deformacion irreversible (plastica) y dafios en la piel, lo que resulta en
una pérdida de sus propiedades mecénicas (Pawlaczyk et al., 2013).

La piel al ser un material eléstico, esta sujeta a las leyes mecénicas que definen sus
propiedades. EI modulo de elasticidad (E): define la relacion entre el esfuerzo (o) y la
deformacion (g) en la piel. Este modulo caracteriza la resistencia de la piel al alargamiento
elastico y se representa en la unidad de Pascal (Pa). EI mddulo de elasticidad aumenta
linealmente con la edad, por lo que, en un adulto mayor, la piel es mas delgada, rigida y
menos flexible. En el estudio de Diridollou et al, se report6 que para un nifio de 0 a 5 afios
se obtiene un mddulo de aproximadamente 80 kPa, mientras que para un adulto mayor de
80 a 90 arfios se obtiene un mddulo de 230 kPa (Diridollou et al., 2001).

En la literatura, se han encontrado diversas técnicas para medir las propiedades mecanicas
de la piel in vivo, y muchas de ellas se basan en pruebas de torsion, succién y tension
(Zahouani et al., 2009). No obstante, los resultados del médulo de elasticidad de la piel
obtenido de estas pruebas pueden variar en un factor de 1000. Las grandes discrepancias
en los resultados pueden mostrar evidencia de los cambios que ocurren en la piel durante
el proceso de envejecimiento, asi como las diferencias en las propiedades de la piel,
dependiendo de su ubicacion anatémica y del modelo propuesto y el estrés aplicado durante
su evaluacion. Enlatabla 1 se muestran los resultados obtenidos del modulo de elasticidad

de la piel utilizando diferentes técnicas y diferentes sitios anatbmicos.
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Mddulo de elasticidad Dependencia de edad y sexo. Sitio Técnica
18-57 MPa Increment6 de 20 a 70 afios. Antebrazo Succion
0.11-0.02 MPa Disminucion entre 6 y 60 afios. Antebrazo dorsal Torsién
200-140 N/m Disminucién de 6 a 25 afos. Antebrazo Succion
0.42 MPa Antes de los 40 afios Antebrazo dorsal Torsion
1.1-1.32 MPa Aumenta repentinamente después de 65 afios. Antebrazo Volar Torsién
0.15 MPa Antes de los 25 afios Antebrazo Succion
0.08-0.26 MPa 5 meses a 90 afios Antebrazo Volar Succion

Fuente: Modificada de Diridollou et al., 2001

2. Comportamiento mecanico de la piel: Bajo ensayos de tension uniaxial, la piel es

relativamente flexible y gran parte de la respuesta estructural de la piel a bajos niveles de

tension se lleva a través de los componentes de elastina ya que, las fibras de colageno se

encuentran onduladas (sin carga) (figura 2, etapa I). Cuando la piel se deforma a niveles

superiores al 57% (figura 2, etapa 1), larigidez del material aumenta rapidamente a medida

que las fibras de colageno se van reclutando y empiezan a soportar la mayor parte de la

carga. En ensayos con niveles de deformacion superiores al 60%, se demostré que el

colageno es la principal estructura de soporte en la region lineal de la curva tension-

deformacion (figura 2, etapa I11). Ridge and Wright evaluaron este comportamiento hasta

deformaciones mas altas y observaron una disminucion de la rigidez del tejido después de

la etapa Ill, que es el resultado de la ruptura de todas las fibras de coldgeno (Joodaki &

Panzer, 2018) (Ridge & Wright, 1966).
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Figura 2

Grafica tension-deformacion de la piel
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Nota. En la figura se muestran diferentes estados que ocurren cuando la piel es sometida a tension.
Etapa I: las fibras de colageno siguen onduladas y las fibras de elastina son los componentes que
soportan la carga. Etapa I1: las fibras de colageno se alinean gradualmente y contribuyen a la carga.
Etapa Ill: todas las fibras de coladgeno estan alineadas y el tejido alcanza su mayor rigidez.

Modificada de Joodaki & Panzer, 2018.

3. Viscoelasticidad: La piel se deforma por fluencia lenta, que es una caracteristica del
comportamiento viscoelastico de algunos biomateriales, esta deformacion se debe a la
presencia de proteoglicanos en la dermis. En una prueba de traccion, la deformacion de la
piel aumenta en funcion del tiempo cuando se mantiene un esfuerzo constante (Figura 3)

(Pierard et al., 2013).0
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Figura 3

Deformacion de la superficie de la piel en funcion del tiempo
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Fuente: Modificada de Piérard et al., 2013.

4. Anisotropia: La piel in vivo estd normalmente en un estado de tension, cuando se extrae
una muestra de piel del cuerpo, se retrae y la cantidad de retraccion dependera de la
direccién y del sitio de incision; este fendmeno se demostré originalmente por A.K Langer.
Langer identificé lineas de maxima tension de la piel, que desde entonces han sido llamadas
lineas de Langer (figura 4). En la préactica, la piel muestra propiedades anisotropicas y su
capacidad para estirarse y contraerse en diferentes direcciones varia. Los resultados de
estudios de traccion realizados en la piel humana a una velocidad de deformacién de 0,012
mm/s en dos direcciones: paralela y perpendicular a las lineas de Langer (Pierre, 2000);
demostraron que la piel es mas rigida cuando se prueba paralelo a las lineas de Langer en

comparacion a una direccion perpendicular (Pawlaczyk et al., 2013).
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Figura 4

Lineas de Langer en la piel humana

Fuente: (Pierre, 2000)

2.2 Ulcera de pie diabético
La Ulcera de pie diabético (UPD) es una de las complicaciones mas comunes de las
personas con diabetes mellitus, causada por la combinacion de factores como la neuropatia
sensorial periférica (dafios de los nervios periféricos), anomalias biomecénicas del pie,
traumatismos externos y enfermedades micro- y macro-vasculares. Las UPD generalmente se
presentan en puntos de presion constantes en el pie, y a menudo los pacientes no reconocen la

presencia de una Ulcera, debido a la enfermedad de neuropatia sensorial (Chiang et al., 2018).

Caracteristicas fisiopatoldgicas de las ulceras crénicas
Las Ulceras crénicas se definen como aquellas que no progresan a través de las etapas de

cicatrizacién de manera organizada para crear integridad estructural de la piel. La cicatrizacion
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involucra procesos celulares y bioquimicos complejos, que se desarrollan en 4 etapas: hemostasia,

inflamacion, proliferacion y remodelacion (Shah et al., 2019).

La hemostasia se inicia inmediatamente después de la lesion y su funcion principal es
activar el proceso de coagulacion para formar un tapén de fibrina con plaquetas incrustadas, y asi
evitar la pérdida de sangre e inducir la produccion de factores de crecimiento, iniciando
inmediatamente el proceso de inflamacion. En la etapa de inflamacion, las células inflamatorias
son reclutadas en la herida con diferentes propdsitos: Los neutrofilos y los macréfagos, cuya
funcidn se ve afectada en la diabetes, ayudan al desbridamiento de la herida. Sin embargo, ambos
tipos de célula producen varios factores de crecimiento y mediadores claves que siguen
contribuyendo en el proceso de reparacion. La proliferacion ha sido provocada por aquellos
factores que se secretan durante la inflamacion (Figura 5); el objetivo de esta fase, es crear una
barrera protectora, con la cual se activan procesos de angiogénesis y migracion de fibroblastos,
finalmente en esta etapa se genera la formacion de MEC, asi como la produccion del colageno, la
elastina y los glucosaminoglicanos. El proceso culmina con la etapa de remodelacion de la MEC,
esta fase se caracteriza por la mejora de la resistencia a la traccion del tejido dérmico, ya que el
tejido de granulacion formado inicialmente se encuentra débil, pero se fortalece gradualmente al

reemplazar el colageno inmaduro tipo Il por el colageno maduro tipo | (Chen et al., 2016).
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Figura 5

Fases de cicatrizacion de heridas cutaneas que representa las células y moléculas involucradas

Hemostasia Inflamacion

° Tejido adiposo »#~ Macréfagos X, Vasos sanguineos
t Fibroblastos #  Plaquetas ¥  Neatroéfilos
. Queratinocitos 8= Fibrina ’ Gléhbulos rojos

Fuente: Modificado de Chakrabarti et al., 2018.

Las ulceras crénicas, por el contrario, permanecen en la etapa inflamatoria y no progresan

a la etapa de migracion celular y proliferacion, debido a que los fibroblastos sobre-producen
enzimas como las MPMs que destruyen proteinas esenciales en el proceso de cicatrizacion, tales
como factores de crecimiento y proteinas estructurales de matriz como el colageno y la
fibronectina, lo que limita o impide la cicatrizacidn, por consiguiente, evitan la formacion de tejido

Sano.
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2.3 Andamios

Los andamios (también conocidos como scaffolds) son redes interconectadas o
tridimensionales, que actian como una matriz celular donde las células pueden inducir procesos
regenerativos, favoreciendo la formacion de nuevos tejidos. Estos andamios se fabrican a partir de
materiales naturales o sintéticos y deben contar con una adecuada arquitectura y propiedades
mecanicas similares al tejido que se quiere reconstruir, con el objetivo de promover el proceso de
regeneracion mediante la adhesion, la migracion y la proliferacion de las células, asi como también
la remodelacion de tejido (O’Brien, 2011).

Consideraciones en la fabricacién de andamios

En la actualidad se han desarrollado numerosas matrices a partir de una variedad de
materiales, empleando diferentes técnicas de fabricacion, en donde se debe considerar algunos

factores de disefio tales como:

1. Biocompatibilidad: Las células deben adherirse, migrar a la superficie y comenzar a
proliferar para crear su propia matriz, por lo tanto, el biomaterial no debe provocar una
respuesta inflamatoria que conduzca a la reduccién de la curacion o provocar rechazo por

parte del cuerpo (O’Brien, 2011).

2. Biodegradabilidad: El objetivo de estos biomateriales es inducir la sintesis in vivo de MEC,
es por esto, que este material no debe ser permanente y debe ir degradandose con

velocidades similares a la formacidn del tejido.

3. Propiedades mecanicas: Las matrices deben tener propiedades mecéanicas semejantes al
sitio anatomico donde se implantara, en efecto, estas matrices deben tener una integridad

mecanica para funcionar en todas las etapas de curacién del tejido. Es importante tener
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claro que la porosidad esté directamente relacionada con las propiedades mecanicas de la

matriz, por tal motivo, influird en la adhesion celular y la vascularizacion de los tejidos.

4. Arquitectura: los andamios deben tener una estructura de poros interconectados, con
tamafios adecuados, que permitan una adhesién y migracién celular, y una difusién de

nutrientes a las células.

2.4 Hidrogeles

Los hidrogeles son polimeros, con estructura reticulada, compuestos por cadenas flexibles
poliméricas que tienen la capacidad de retener una alta cantidad de agua, por lo que son insolubles,
higroscépicos, blandos y elasticos. En presencia de agua, los hidrogeles se hinchan aumentando

considerablemente su volumen, hasta alcanzar el equilibrio (C. C. Lin & Anseth, 2009).

2.4.1. Estructura de los hidrogeles

La estructura reticulada (también llamada network) es la arquitectura basica de un hidrogel,
que se genera a partir del entrecruzamiento, que ocurre mediante enlaces quimicos o interacciones
fisicas. El entrecruzamiento fisico se produce a través de interacciones no covalentes, mientras que
el entrecruzamiento quimico utiliza interacciones covalentes (W. C. Lin et al., 2005). El grado de
entrecruzamiento juega un papel importante en la integridad y en las propiedades mecanicas y de
hinchamiento de los hidrogeles; en particular, a mayor grado de entrecruzamiento menor tamafio
de poro, por lo tanto, menor capacidad de hinchamiento y mayor médulo de elasticidad (Flory &

Rehner, 1943).
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La densidad de entrecruzamiento de los hidrogeles (p,,) esta inversamente relacionada con

el peso molecular promedio entre los entrecruzamientos del hidrogel (M,) y puede determinarse a

partir de la siguiente ecuacion:

Donde v es el volumen especifico del polimero
2.4.2. Capacidad de hinchamiento de los hidrogeles

Una propiedad favorable de los hidrogeles es su capacidad de hinchamiento, cuando estan
en contacto con un solvente termodinamicamente compatible. La teoria de Flory-rehner
(descripcidn cuantitativa del hinchamiento de los hidrogeles) explico que, el hinchamiento de los
hidrogeles ocurre hasta alcanzar el equilibrio de fuerzas, como la presion osmotica que ejerce el
agua, y las fuerzas cohesivas que ejercen las cadenas del polimero para oponerse a la expansion
(Flory & Rehner, 1943). En el caso de soluciones acuosas, la capacidad de hinchamiento se
representa por medio de las relaciones volumétricas de hinchamiento en estado relajado (Q*) y en
equilibrio (Q), definidas como la relacion de volumen del hidrogel antes de hincharse (Vi) y
completamente hinchado (Vs) respectivamente, al volumen de un hidrogel deshidratado (\Vd).
Estas relaciones se pueden expresar en términos de las densidades del polimero (pp) y del solvente

(ps) (Canal & Peppas, 1989), como se muestra a continuacion:

= @

vd
Vs

=4 (3)

Q*=1+2 G5-1) @
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Q=1+f}—z(%—1) (5)
Donde Wi es el peso inicial, Ws es el peso hinchado y Wd es el peso seco
2.4.3. Correlacion entre la capacidad de hinchamiento y el tamafio de poro de los
hidrogeles
Flory-Rehner desarrollaron una correlacion que relaciona la capacidad de hinchamiento
del hidrogel, con el pardmetro estructural de la red, Mc (es decir el peso molecular promedio entre
las cadenas entrecruzadas), a partir de un modelamiento termodindmico con base en las redes de
polimeros reticulados (Figura 6). Posteriormente, Peppas y Merrill modificaron esta ecuacion para
mejorar su precision para redes reticuladas en presencia de un disolvente (Canal & Peppas, 1989)
(Flory & Rehner, 1943). El término & se conoce como el tamafo de poro promedio de un hidrogel.

Figura 6

Estructura reticulada de un hidrogel.

Puntos de entrecruzamiento de
las cadenas de polimero
(O Moléculas

Nota. La figura indica el peso molecular promedio entre entrecruzamientos, Mc y el tamafio de

poro promedio, & (Autoria propia) (Holback et al., 2011).
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El tamafio promedio de poro del hidrogel hinchado se puede calcular teéricamente con base a la

teoria descrita por Canal and Peppas (Canal & Peppas, 1989):

1
2

§ = Vz,s_g (r_oz) (6)

Donde V, s es la fraccion de volumen de polimero del hidrogel en el estado hinchado, también es

igual al reciproco de la relacion volumétrica de hinchamiento:

Vs =it = 7
’ Vs Q

Donde Vp y Vs representa en el hidrogel el volumen en el estado seco e hinchado, respectivamente.
La distancia media cuadratica no perturbada de extremo a extremo de la cadena de polimero entre

las reticulaciones (r_oz), se puede estimar a partir de la ecuacion 8:

1

1(2M.\2
(r—oz)=lcnf<M—) ®)

Donde [ es el promedio de longitud de enlaces entre C-C y C-O en la unidad de repeticion del PEG
(1=1.46 A), C,, es la relacion caracteristica del PEG (C,, = 4), y M, es el peso molecular (MW) de
la unidad de repeticion del PEG (M, = 44 g/mol). M, es el MW promedio entre los

entrecruzamientos en el hidrogel y se calcula de acuerdo a:

1 2 (Ugl) [ln(]. - Vz's) + VZ,S + x1V2,sz]
. M. 1 9)

Sl
RRAZP 2Var
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Donde v es el volumen especifico del polimero, v, es el volumen molar del solvente, M,, es el
peso molecular promedio del polimero y V, , es la fraccion de volumen en estado relajado.

La correlacion desarrollada por Flory-Rehner ha demostrado ser un enfoque no muy
preciso para hidrogeles con altas densidades de entrecruzamiento, es decir derivados de una
solucidn de polimero de bajo peso molecular y alta concentracién. En consecuencia, Jiménez et al,
desarrollaron una correlacion mejorada para determinar el tamafio promedio de poro usando los
datos de hinchamiento y los datos experimentales de M, calculados a partir de la metodologia
MSE (por sus siglas en inglés “Molecular size exclusion Characterization”). Finalmente, se
propuso una correlacion entre el peso molecular promedio entre las reticulaciones y el grado de
hinchamiento del hidrogel, que puede representarse mediante la siguiente ecuacion (Jimenez-

Vergara et al., 2018):

(10)

1

|2 - @)
VZ,r 2V2,r

En otro estudio desarrollado por Mufioz et al., el tamafio de poro del hidrogel fue calculado a partir

V21r> (v%) [In(1 = Vo) + Vs + %, Vo 5%

de la relacién exponencial entre modulo elastico (E) y tamafio de poro (¢), para hidrogeles con
distintos valores de hinchamiento (Mufioz-Pinto et al., 2015).

§ = 172E7054 (11)

2.5 Hidrogeles de polietilenglicol diacrilado (PEGDA)
El PEGDA es un derivado de polietilenglicol (PEG) con grupos reactivos acrilos

(H2C=CH-C(=0)-) en cada uno de sus extremos (Figura 7). Estos grupos acrilos proporcionan
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enlaces dobles C = C que pueden sufrir reacciones de adicion con el fin de reticular el PEGDA y

formar hidrogeles (Gibas & Janik, 2010). Este biomaterial es utilizado en aplicaciones médicas
debido a que es altamente biocompatible, y posee propiedades mecanicas modulables, entre las
que se destacan la capacidad de hinchamiento y la densidad de entrecruzamiento del material.
Figura 7

A. Estructura quimica del PEGDA. B. grupo acrilo
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Fuente: Modificado de Djordjevic et al., 2018

2.5.1. Propiedades mecanicas del PEGDA
Las propiedades fisicas y mecéanicas de los hidrogeles de PEGDA se pueden manipular facilmente
mediante alteraciones en su proceso de fabricacidn, estas modificaciones influyen directamente en
el modulo elastico, tamafio de poro y grado de hinchamiento de los hidrogeles; en la actualidad, se
han desarrollado andamios de PEGDA con médulos elasticos que, van desde los que se encuentran
en los tejidos blandos como el higado y la piel, hasta valores de elasticidad de tejidos como el
cartilago y hueso (Nemir & West, 2010).
El material cuenta con propiedades tales como:

1. Isotropia: Desde la perspectiva mecanica, los hidrogeles son sistemas isotropicos que

poseen madulos elasticos de alrededor de 1 kPa a mas de 100 kPa (Oyen, 2014). Para imitar
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el comportamiento mecénico de los tejidos como la piel, que es intrinsicamente

anisotropica, se requiere de tecnologias avanzadas de disefio y fabricacion. Por ejemplo,

utilizando la tecnologia de disefio fotolitogréfico, los hidrogeles de PEGDA pueden tener

un disefio tridimensional para exhibir el comportamiento mecéanico anisotrépico deseado

(Hahn et al., 2006).

2. Lineal: la deformacion elastica del hidrogel de PEGDA se presenta como lineal; es decir,
el esfuerzo y la deformacién son directamente proporcionales. En la seccién 2.1 se
describi6 el comportamiento mecanico no lineal de la piel, para imitar este comportamiento
mecanico de los tejidos bioldgicos, es importante disefiar adecuadamente la topologia del
patron para que los hidrogeles puedan exhibir una relacion no lineal de esfuerzo-
deformacion (Oyen, 2014).

3. Viscoelastico: Como en la mayoria de los polimeros, los hidrogeles exhiben un
comportamiento mecanico dependiente del tiempo debido a la viscoelasticidad intrinseca
de la red de polimeros (Hahn et al., 2006).

Otra de las caracteristicas del PEGDA es que sus propiedades fisicas mecanicas se pueden
modificar al introducir grupos funcionales. Estas modificaciones se pueden ver reflejadas en la
densidad de reticulacion, médulo de compresion, hinchamiento, permeabilidad y degradacion
(Papavasiliou et al., 2012).

2.5.2. Degradacion del hidrogel de PEGDA

La degradacién hidrolitica del hidrogel podria ser nula o lenta a nivel in vivo, ya que es

inerte, por lo que, no es afectada por procesos de proteo6lisis celular. En efecto, diferentes autores

han propuesto incorporar secuencias peptidicas susceptibles a la escision por proteasas secretadas
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por la célula, como se muestra en la figura 8, con el objetivo de controlar la degradacion del

hidrogel para aplicaciones a largo o corto plazo (Seliktar et al., 2004).

Figura 8

Estructura del hidrogel modificado con dominios de corte por MPMs, derivado de PEGDA
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Sitio de degradacion hidrolitica ——
Nota. El hidrogel contiene dominios de corte enzimaticos especificos de MMPs (bloques negros),

los cuales se encuentran intercalados en la red polimérica. Modificado de (Papavasiliou et al.,

2012).
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Capitulo 3

Estado del arte

En los dltimos afios, la ingenieria de tejidos y medicina regenerativa ha tomado mayor
relevancia, a partir de la necesidad de reemplazar tejidos y 6rganos dafiados o enfermos. En efecto,
la ingenieria de tejidos hace uso de elementos tales como células, materiales biocompatibles,
factores bioquimicos y fisicos para crear sustitutos bioldgicos que puedan imitar el tejido a
reemplazar (Seliktar et al., 2004). En la actualidad se han desarrollado diversas tecnologias para
la fabricacion de novedosas matrices extracelulares, en donde se destaca el uso de hidrogeles
funcionales, obtenidos de materiales sintéticos o naturales. Entre los materiales sintéticos mas
usados e investigados para promover la regeneracion de tejidos se encuentra el PEGDA, un
material biocompatible, funcionalizable y con propiedades versatiles frente a las necesidades
tisulares (Lin & Anseth, 2009). A continuacion, se discuten estudios realizados con hidrogeles de
PEGDA y la importancia de considerar cuidadosamente varios factores criticos, incluido sus
propiedades mecanicas Yy fisicas, tasa de degradacion y proceso de fabricacion para aplicaciones

de medicina regenerativa.

Hasta la fecha, se han fabricado una variedad de hidrogeles de PEGDA con propiedades
mecanicas y quimicas ajustables para diversas aplicaciones biomédicas (Hagel et al., 2013). En
pro de obtener hidrogeles con propiedades mecanicas controlables, Mendel et al, fabricaron y
caracterizaron mecanicamente hidrogeles de PEGDA, sintetizados con una estructura auxética
utilizando la técnica de fotopolimerizacion. Los hidrogeles se prepararon con diferentes
concentraciones, con el objetivo de comparar las propiedades mecanicas dependiendo de la

concentracion del PEGDA. Los resultados demostraron que los hidrogeles a una concentracion



34
superior al 55% tienen mejores propiedades mecanicas, asi como mayor médulo de Young y una

deformacidn elastica lineal del material (Aranzana et al., 2016) (Jin & Stanciulescu, 2017). Si bien
los hidrogeles de PEGDA tienen caracteristicas favorables, sus propiedades mecénicas son
diferentes al tejido a reemplazar puesto que, los hidrogeles son mecanicamente isotrdpicos, tienen
una deformacion elastica lineal y son muy blandos (Gennisson et al., 2010); al respecto, Mehta et
al, han desarrollado hidrogeles de PEGDA mediante técnicas de fotolitografia para generar un
modelo de hidrogel con diferentes modulos de elasticidad y con un comportamiento anisotropico.
Esto se logré mediante la polimerizacion de la solucidn precursora de PEGDA de bajo peso
molecular (MW) en una forma sinusoidal rigida y luego polimerizando esta construccion con una
solucion precursora de PEGDA de alto MW. Como resultado, se obtuvieron hidrogeles con
diferentes valores de rigidez y con una deformacion elastica no lineal, lo cual imita las propiedades
mecanicas de tejidos bioldgicos, como la piel y permite utilizarlos en maltiples aplicaciones en el
campo de ingenieria de tejidos (Mehta et al., 2018).

A pesar de las mdltiples ventajas que tiene el uso del PEGDA, existe una limitacion
importante en el uso de este polimero puro para la fabricacion de matrices, ya que, su modulo de
elasticidad y el tamafio del poro son dependientes; por ejemplo, el médulo de elasticidad del
hidrogel se puede disminuir, reduciendo la concentracion del PEGDA; sin embargo, esta
disminucion esta asociada con el aumento simultaneo en el tamafio de poro, debido a la reduccion
general en el nimero en enlaces entrecruzados entre las cadenas del polimero, lo que puede afectar
directamente el comportamiento de las células (Schweller & West, 2015). Con el objetivo de
sintetizar un hidrogel de PEGDA con propiedades mecanicas variables pero que no afecte la
biodegradabilidad y permeabilidad del gel, Mufioz et al., fabricaron hidrogeles de PEGDA de

diferentes concentraciones, en el cual, se afiadieron especies reactivas secundarias (SRS). Como
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resultado se obtuvieron 6 formulaciones de hidrogeles para las cuales se pueden obtener distintos

modulos de elasticidad con un tamafio de poro promedio constante (o viceversa), finalmente las
SRS permitieron la ampliacion de las propiedades del hidrogel de PEGDA, mientras se mantenia
su biocompatibilidad (Munoz-Pinto et al., 2015).

Como se menciond anteriormente, el estudio del tamafio de poro en los hidrogeles, es un
factor de gran relevancia e interés en la comunidad biomédica (Tessmar & Gopferich, 2007). Los
hidrogeles son sistemas utilizados en la cicatrizacion de heridas debido en parte a su capacidad de
ajuste del tamafio de poro, que finalmente controla la humedad, la proliferacion y la migracion
celular en la herida (Nguyen et al., 2012). Por lo tanto, es importante que para estas aplicaciones
sus propiedades fisicas como el tamafio de poro pueda estimarse facilmente. Andrea et al,
evaluaron el tamafio de poro de 48 distintas formulaciones de hidrogel, empleando dos sistemas
de fotoiniciadores. El tamafio de poro promedio se estimo utilizando el peso molecular promedio
entre los enlaces cruzados (M. ), en funcion del grado de hinchamiento en estado de equilibrio.
Sin embargo, la correlacion existente no refleja con precision el tamafio de poro cuando la
concentracion y el peso molecular del polimero varian simultdneamente (Buxton et al., 2007). Para
abordar estas limitaciones, en este estudio se utilizo un enfoque alternativo para calcular el tamafio
de poro, utilizando el dextrano como molécula difusora. Los resultados de este estudio
demostraron que este ultimo enfoque es mas preciso y robusto en comparacion con la correlacion
del grado de hinchamiento, que pierde su sensibilidad para hidrogeles con altas densidades de
reticulacion, Q<10 (Jimenez-Vergara et al., 2018).

Las propiedades de degradacion en el hidrogel son de suma importancia, puesto que
también dirigen la respuesta celular. En este sentido, Sokic et al., presentaron un enfoque

alternativo para la degradacion controlada mediada por proteasas de los hidrogeles de PEGDA,
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independiente de las alteraciones en las propiedades fisicas y mecanicas del hidrogel (Sokic &

Papavasiliou, 2012). En la investigacion, se fabricaron hidrogeles de PEGDA con péptidos
sensibles a MPMs de uno o tres sitios de escision proteolitica; los resultados obtenidos de este
trabajo, demostraron que los hidrogeles con uno o tres sitios de escision polimerizados en las
mismas condiciones no producen alteraciones en las propiedades de hinchamiento, tamafio de poro
0 modulo de compresidn, sino que, producen tiempos de degradacion estadisticamente diferentes;
los hidrogeles con tres sitios de corte, se degradan de 1-3 horas, en comparacion con los hidrogeles
de un sitio de corte que demoran entre 2 a 4 dias. Para ambos hidrogeles se demostro que, los
aumentos en la concentracion disminuian la capacidad de hinchamiento y en consecuencia el
modulo de compresion y el tiempo de degradacion aumentaba. Finalmente, este enfoque permite
la remodelacion de la matriz controlada, localizada y mediada por células y puede ser adaptada a

los tejidos que pueden requerir una regeneracion rapida.

En conclusion, Los hidrogeles de PEGDA se pueden fabricar facilmente para lograr
propiedades mecanicas y respuestas bioldgicas de manera espacio-temporal, por lo tanto, los
convierte en una plataforma versatil para diversas aplicaciones biomédicas. En particular los
hidrogeles de PEGDA permiten ajustar sus propiedades mecéanicas y fisicas variando la

concentracion y el peso molecular de los polimeros (Shah et al., 2019)
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Capitulo 4

Metodologia

4.1 Sintesis del copolimero derivado de PEGDA con secuencias peptidicas degradables
(PEGDA-BD)

El polimero biodegradable se prepard de acuerdo al protocolo establecido por Schweller et
al., (Schweller & West, 2015). La secuencia peptidica degradable por MMPs,
GGGPQG|IWGQGK (donde | denota el sitio de corte de la proteasa), se disolvié en bicarbonato
de sodio junto con 3.4 kDa de Acryl-PEG-SVA a una relacion molar de 1:2, respectivamente. El
grupo de lisina presente en la secuencia peptidica tanto en el extremo N- como en el C-, permitio
la union con los grupos acrilos presentes en el PEGDA para crear un copolimero en bloque
degradable por MMPs (PEG monoacrilado-secuencia peptidica-PEG monoacrilado), el cual sera
Ilamado PEGDA-BD. El PEGDA-BD fue purificado a través de un proceso de dialisis, utilizando
una membrana de celulosa regenerada de 3.5 kDa. Finalmente, el producto purificado se liofilizo

y se almacend a -80°C en un ambiente inerte inducido por gas argon.

4.2 Fabricacion de los hidrogeles biodegradables derivados de PEGDA.

Los hidrogeles se prepararon por fotopolimerizacion de mezclas acuosas de PEGDA-BD
usando dos fotoiniciadores diferentes, que consistian de 262 mg/mL de Irgacure 2959 (12959)
disuelto en etanol al 70% e 12959 disuelto en N-vinyl pyrrolidone (NVP). Para cada grupo, se
prepararon tres soluciones precursoras de PEGDA-BD en solucidn salina tamponada con fosfato
(PBS, del inglés Phosphate Buffered Saline), cada una con 10% p/v, 20% plv, y 30% p/v de

polimero. Las mezclas resultantes se sometieron a vortex durante 2 minutos y se vertieron en un
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molde rectangular de vidrio (6 cm x 1 cm x 0.05 cm). Finalmente, cada molde se expuso a luz

ultravioleta a una longitud de onda de 365 nm durante 12 minutos para inducir a la formacion de
la red reticulada.

Con el fin de tener un control y evaluar estadisticamente los efectos de la incorporacion
del péptido degradable en las propiedades mecéanicas del hidrogel, se fabricaron hidrogeles con

PEGDA no modificado (PEGDA-Control) siguiendo el procedimiento anteriormente mencionado.

4.3 Evaluacion de la capacidad de hinchamiento de los hidrogeles

Inmediatamente despues de la fotopolimerizacion, se registro el peso inicial (Wi) de cada
formulacién en estudio; para este test se tomaron discos por triplicado de 8 mm de diametro por
cada hidrogel de PEGDA-BD y PEGDA-Control. Posteriormente, los discos se transfirieron a PBS
y se dejaron hinchar durante 24 horas a temperatura ambiente; seguidamente, cada disco se secd
suavemente y se registrd el peso hinchado (Ws) de cada muestra. Por Gltimo, las muestras se
liofilizaron durante 48 horas con el fin de obtener el peso seco (Wd).

La relacion volumétrica del hinchamiento en estado relajado (Q*) y en equilibrio (Q) del
hidrogel, se calculé utilizando la correlacion desarrollada por Peppas y Merril (Ecuacion 4 y 5);
Con el objetivo de caracterizar la capacidad de hinchamiento de los hidrogeles de PEGDA-BD y

PEGDA-Control.

4.4 Evaluacion del tamafio de poro de los hidrogeles
El tamano promedio de poro (&) de las formulaciones en estudio, se determinaron a partir de dos
enfoques distintos. Inicialmente se calculd el tamafio promedio de poro tedrico a partir de la

correlacion de hinchamiento mejorada, desarrollada por Vergara-Jiménez et al. (Ecuacion 6y 10).
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Seguidamente, se calculd el tamafio promedio de poro a partir de la correlacion con los datos

experimentales del moédulo elastico, desarrollada por Mufioz et al. (Ecuacion 11). Los resultados
obtenidos del tamafio promedio de poro de los hidrogeles PEGDA-Control y PEGDA-BD se
representaron graficamente y se compararon con el fin de identificar los posibles efectos en el

tamarfio de poro debido a la incorporacion del péptido degradable.

4.5 Caracterizacion mecanica de los hidrogeles

Las muestras de hidrogel recién preparadas de cada formulacion, se dejaron hinchar
durante 24 horas en PBS. Discos de 8 mm (n=4 por cada formulacion) fueron recolectados y
evaluados mecanicamente bajo ensayos de tension y compresion, utilizando un banco de carga
(ElectroForce 3200 Serie 111) equipado con una celda de carga de 10 N. En las pruebas de tension,
el médulo elastico se determind mediante el metodo de anillo, previamente validado por C.P.
Johnson et al (Johnson et al., 2000). En esta prueba, los hidrogeles se cortaron en forma de anillo,
con un didmetro externo de 8 mm y 6 mm de didmetro interno; posteriormente, los anillos se
montaron en soportes personalizados en el banco de carga y se deformaron a una velocidad de 6
mm/min, hasta la fractura del hidrogel. Para las pruebas de compresion, las muestras de 8 mm de
diametro después de hinchadas, se montaron en el banco de carga y se comprimieron a una

velocidad de deformacion de 6 mm/min.
., . , F . ,
La tension aplicada se calculé como o = " donde F es la fuerza medida y A es el area

transversal de la muestra (A= 2WH, donde W es el ancho y H es el grosor medido del anillo). La
deformacion se calculé como la relacién entre el desplazamiento final del equipo y la longitud
inicial de la muestra, el médulo de elasticidad y de compresion se determind como la pendiente de

la porcién lineal de la curva tensidon-deformacion. Finalmente, el médulo de elasticidad y
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compresion obtenido de los hidrogeles de PEGDA-control y PEGDA-BD, se graficaron en funcion

de la concentracion del polimero y del fotoiniciador utilizado en la fabricacion del hidrogel.

4.6 Analisis estadisticos

Los resultados son expresados como la media aritmética de los valores + error estandar.
Las comparaciones entre los grupos en estudio, se realizaron utilizando andlisis de varianza de una
via (ANOVA) seguido de la prueba post hoc de Bonferroni. Para todos los anlisis estadisticos
realizados, valores de p<0.05 son considerados significativos. Se realizaron tres réplicas por
experimento (n=3), con una repeticion independiente para comprobar la reproducibilidad de los

resultados.
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Capitulo 5

Resultados y Andlisis de Resultados

5.1 Resultados

5.1.1. Sintesisy fabricacion de los hidrogeles de PEGDA-BD

A continuacion, se exponen los resultados visuales de la sintesis y fabricaciéon de los
hidrogeles de PEGDA-BD. Como se menciond en la fase experimental, después de sintetizarse el
copolimero degradable por MMPs (PEGDA-BD), se llevo a un proceso de dialisis y liofilizacion,
con el objetivo de obtener un producto seco y con un peso molecular promedio de 7.3412 kDa
(figura 9).
Figura 9

Copolimero degradable por MMPs (PEGDA-BD)
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Siguiendo el proceso experimental, la fabricacion de los hidrogeles se realiz6 por el método

de fotopolimerizacion en presencia de dos sistemas de fotoiniciadores diferentes (12959 disuelto
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en NVP o EtOH), y como resultado, se obtuvieron dos grupos de hidrogeles a una concentracion

de 10, 20y 30 % p/v (figura 10).
Figura 10

Hidrogeles de PEGDA-BD-EtOH y PEGDA-BD-NVP a una concentracion de 10, 20 y 30% p/v

5.1.2. Caracterizacion mecéanica de los hidrogeles de PEGDA-BD y PEGDA-Control

Las propiedades mecanicas y estructurales de los hidrogeles pueden controlarse, variando
el peso molecular y la concentracion del polimero, o cambiando la concentracién y el tipo de
fotoiniciador utilizado en el proceso de polimerizacion. A continuacidn, se presentan los resultados
de los modulos de elasticidad obtenidos de los ensayos de tensién (Figura 11) y los modulos de
compresion calculados a partir de los ensayos de compresion (Figura 12) de los hidrogeles de

PEGDA-BD y PEGDA-Control.
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Figura 11

Ensayo de traccion de los hidrogeles de PEGDA-BD y PEGDA-Control

Figura 12

Ensayo de compresion de los hidrogeles de PEGDA-BD Y PEGDA-Control

Los resultados de los modulos elasticos de los hidrogeles de PEGDA-BD fabricados en
presencia de etanol oscilaron entre 5.59 y 84.97 kPa, mientras que, los médulos obtenidos en los
hidrogeles de PEGDA-BD fabricados en presencia de NVP oscilaron entre 32.55 y 156.65 kPa;

en cambio, los mddulos elasticos obtenidos de los hidrogeles de PEGDA-Control, fluctuaron entre
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17.48 y 101.62 kPa para los hidrogeles fabricados en presencia de etanol y 44.92 y 191.04 kPa

para los hidrogeles fabricados en presencia de NVP ( Ver Figura 13).

En particular, las comparaciones realizadas de los hidrogeles de PEGDA-Control-EtOH y
PEGDA-Control-NVP demostraron ser estadisticamente significativas para las tres diferentes
concentraciones (p<0.001), puesto que, para cada concentracion estudiada, los hidrogeles de
PEGDA-Control-EtOH obtuvieron un moédulo eléstico inferior a los hidrogeles de PEGDA-
Control-NVP (Figura 13); de igual manera los hidrogeles de PEGDA-BD-EtOH y PEGDA-BD-
NVP mostraron una significancia estadistica para todas las formulaciones en estudio (p<0.001).
Los hidrogeles de PEGDA-BD-EtOH fabricados a una concentracion de 10, 20 y 30% p/v
mostraron una diferencia significativa (p<0.001) con respecto, a los hidrogeles de PEGDA-
Control-EtOH fabricados con las mismas concentraciones; por ejemplo, para una concentracion
de 10% p/v se obtuvieron valores de médulo elastico de 5.59 y 17.48 kPa, respectivamente; por lo
tanto, las medias resultantes mostraron una diferencia significativa (p<0.001); asi mismo, los
hidrogeles de PEGDA-BD-NVP mostraron diferencias estadisticamente significativas con
respecto a los hidrogeles de PEGDA-Control-NVP, en las tres diferentes concentraciones de 10,
20 y 30% p/v, puesto que, a estas concentraciones, los valores de los médulos elasticos siempre
resultaron superiores para los hidrogeles de PEGDA-Control-NVP (p<0.001) (Ver figura 13, Tabla
2 en apendice); en particular, para los hidrogeles de PEGDA-Control-NVP y PEGDA-BD-NVP a
una concentracion de 30% p/v se obtuvieron moddulos elasticos de 191.04 y 156.7 kPa,
respectivamente. Finalmente, es importante mencionar que, en la figura 13, se observa que, el
maodulo elastico incrementa a medida que se aumenta la concentracion del polimero en la solucion

precursora.
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Figura 13

Maodulo elastico de los hidrogeles de PEGDA-BD y PEGDA-Control
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Nota. En la figura se representa el mddulo elastico de los hidrogeles de PEGDA-Control y
PEGDA-BD en funcion de la concentracion (10, 20, y 30% p/v) y tipo de fotoiniciador utilizado
(12959 disuelto en NVP o EtOH). Los datos fueron reportados como el promedio + el error
estandar, para n=4 muestras independientes por formulacion.

Los resultados obtenidos del médulo de compresion se representaron en la figura 14,
inicialmente se observo que, para cada grupo hidrogeles de PEGDA-BD y PEGDA-Control, el
maodulo de compresion aumentaba a medida que se aumentaba la concentracion del polimero en la
solucion precursora. De igual manera se encontrd que los hidrogeles fabricados en presencia de
NVP obtuvieron un mayor modulo de compresion con respecto a los hidrogeles fabricados en
presencia de EtOH; en particular, para los hidrogeles de PEGDA-BD-NVP fabricados a una
concentracion de 10% p/v se alcanz6 un modulo de 691.75 kPa; mientras que, para los hidrogeles

de PEGDA-BD-EtOH se consiguié un médulo de compresién de 123.1 kPa (p<0.001). De manera
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similar, para los hidrogeles PEGDA-Control se observo este mismo fendémeno, por ejemplo, los

hidrogeles fabricados a una concentracion de 30% p/v en presencia de NVP, alcanzaron un modulo
de 1251.82 kPa y para los hidrogeles polimerizados en EtOH se obtuvo un mddulo de compresion
de 753.85 kPa (p<0.001).

Las comparaciones realizadas entre los hidrogeles de PEGDA-BD y PEGDA-Control
mostraron una diferencia estadisticamente no significativa para los hidrogeles de PEGDA-Control-
NVP y PEGDA-BD-NVP fabricados a una concentracion de 10 % p/v, ya que se obtuvieron
modulos de compresion de 701.9 y 691.75 kPa, respectivamente, lo que significa que sus medias
no difieren significativamente. No obstante, las comparaciones realizadas entre ambos grupos a
una concentracion de 20 y 30% p/v demostraron una diferencia significativa (p<0.001); por
ejemplo, para una concentracion de 20% p/v, los hidrogeles de PEGDA-Control-EtOH alcanzaron
un modulo de 582.67 kPa, mientras que, para los hidrogeles de PEGDA-BD-EtOH se obtuvo un

modulo de 203.92 kPa (p<0.001).
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Figura 14

Mddulo de compresion de los hidrogeles de PEGDA-BD y PEGDA-Control
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Nota. En la figura se representa el moédulo de compresion de los hidrogeles de PEGDA-Control y
PEGDA-BD en funcion de la concentracion (10, 20, y 30% p/v) y tipo de fotoiniciador utilizado
(12959 disuelto en NVP o EtOH). Los datos fueron reportados como el promedio + el error
estandar, para n=4 muestras independientes por formulacion. Las diferencias estadisticas entre los

grupos estan representadas por: ns para diferencias no significativas.

5.1.3. Evaluacion de la capacidad de hinchamiento de los hidrogeles

En esta seccion se presentan los resultados obtenidos de la relacion volumétrica de
hinchamiento de los hidrogeles de PEGDA-Control y PEGDA-BD. La relacién volumétrica de
hinchamiento en estado relajado (Q”, figura 15) y la relacion volumétrica de hinchamiento en
estado de equilibrio (Q, figura 16) resultantes de los hidrogeles de PEGDA-Control y PEGDA-
BD, se graficaron en funcion de la concentracion (10, 20 y 30% p/v) y del tipo de fotoiniciador

(12959 disuelto en NVP o EtOH).
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Los resultados de los célculos de Q* (Figura 15) de los hidrogeles de PEGDA-Control-

EtOH y PEGDA-Control-NVP, no mostraron diferencias significativas, ya que, para cada
concentracion en los dos grupos de hidrogeles se obtuvieron valores similares (Ver Tabla 2 en
apéndice). Mientras que, para los hidrogeles de PEGDA-BD-EtOH y PEGDA-BD-NVP
fabricados a una concentracion de 10% p/v, mostraron una diferencia estadisticamente
significativa (p<0.033); puesto que, a esta concentracion se alcanzaron valores de hinchamiento
de 9.36 para los hidrogeles de PEGDA-BD-EtOH y 8.48 para los hidrogeles de PEGDA-BD-NVP.
Comparando los resultados obtenidos de Q* de los hidrogeles de PEGDA-Control-EtOH vy
PEGDA-BD-EtOH, se encontro que para cada concentracion son estadisticamente significativos
(p<0.002); en particular, para una concentracion de 20% p/v se alcanzaron valores de hinchamiento
de 4.66 para los hidrogeles de PEGDA-Control-EtOH y 5.05 para los hidrogeles de PEGDA-BD-
EtOH. No obstante, los hidrogeles de PEGDA-Control y PEGDA-BD fabricados en presencia de
NVP a una concentracion de 10% de p/v no mostraron diferencia significativa, ya que sus medias
son similares, 8.50 para los hidrogeles de PEGDA-Control-NVP y 8.48 para los hidrogeles de
PEGDA-BD-NVP (Ver Tabla 2 en apéndice). Finalmente, los datos de Q* comparados con los
hidrogeles de diferentes concentraciones demostraron ser estadisticamente significativos puesto
que, a menor concentracion de polimero en la solucién precursora, mayor capacidad de

hinchamiento.
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Figura 15

Gréfica de la relacién volumétrica de hinchamiento en el estado relajado
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Nota. En la figura se representa la relacion volumétrica de hinchamiento en el estado relajado
de los hidrogeles de PEGDA-Control y PEGDA-BD, en funcion de la concentracion (10, 20, y
30% p/v) y tipo de fotoiniciador utilizado (12959 disuelto en NVP o EtOH). Los datos fueron
reportados como el promedio + el error estandar, para n=3 muestras independientes por
formulacién. Las diferencias estadisticas entre los grupos estan representadas por: ns para

diferencias no significativas, * para p<0.033, ** para p<0.002, *** para p<0.001.

Los resultados obtenidos de Q (Figura 16) de los hidrogeles de PEGDA-Control y PEGDA-
BD demostraron que, hay una mayor capacidad de hinchamiento de los hidrogeles que se
fabricaron en presencia de EtOH, en comparacion con los fabricados en presencia de NVP; en
particular, para los hidrogeles de PEGDA-Control-EtOH a una concentracién de 10% p/v, se
alcanzé una relacion volumétrica de hinchamiento de 16.80; mientras que, para los hidrogeles de

PEGDA-Control fabricados en presencia de NVP a esa misma concentracion, el valor obtenido
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fue de 12.48 (Ver tabla 2 en apéndice). Por consiguiente, las comparaciones realizadas entre los

grupos de PEGDA-Control-EtOH y PEGDA-Control-NVP demostraron ser estadisticamente
significativos en todas las concentraciones estudiadas (p<0.001), de igual manera, al compararse
los hidrogeles de PEGDA-BD-EtOH y PEGDA-BD-NVP mostraron una significancia estadistica
para todas las concentraciones en estudio (p<0.002).

Los grupos de hidrogeles de PEGDA-Control-EtOH y PEGDA-BD-EtOH fabricados a una
concentracion de 20% p/v alcanzaron valores de 11.29 y 11.31 respectivamente, por lo tanto, no
mostraron diferencia significativa, de igual manera a una concentracion de 30% p/v no se encontré
diferencias significativas para estos dos grupos de hidrogeles. No obstante, los hidrogeles de
PEGDA-Control-NVP y PEGDA-BD-NVP fabricados a una concentracion de 20% p/v, mostraron
una significancia (p<0.002), ya que, a esta concentracion se alcanzaron valores de hinchamiento
de 9.31 para los hidrogeles de PEGDA-Control en NVP y 8.79 para los hidrogeles de PEGDA-
BD-NVP, lo que demuestra una diferencia significativa en las medias obtenidas. Finalmente, los
datos de la capacidad de hinchamiento comparados con los hidrogeles de diferentes
concentraciones demostraron ser estadisticamente significativos puesto que, a menor

concentracion de la solucién precursora, mayor capacidad de hinchamiento.
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Figura 16

Grafica de la relacion volumétrica de hinchamiento en estado de equilibrio
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Nota. En la figura se representa la relacion volumétrica de hinchamiento en el estado de equilibrio
de los hidrogeles de PEGDA-Control y PEGDA-BD, en funcion de la concentracion (10, 20, y
30% p/v) y tipo de fotoiniciador utilizado (12959 disuelto en NVP o EtOH). Los datos fueron
reportados como el promedio + el error estandar, para n=3 muestras independientes por

formulacién. Las diferencias estadisticas entre los grupos estdn representadas por: ns para

diferencias no significativas, * para p<0.033, ** para p<0.002, *** para p<0.001.

5.1.4. Evaluacion del tamafio de poro promedio de los hidrogeles
El tamafio promedio de poro de los hidrogeles de PEGDA-Control y PEGDA-BD
resultantes (Figura 17), se representaron graficamente en funcion de la concentracion (10, 20 y

30% p/v) y de dos tipos de fotoiniciadores (12959 disuelto en NVP o EtOH). Como se observa en
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la figura 17, el tamafio de poro promedio aumenta a medida que disminuye la concentracion de

polimero en la solucién precursora (Ver figura 17, Tabla 2 en apéndice).

Los valores del tamafio promedio de poro tedrico obtenidos a partir de la correlacion
mejorada de hinchamiento (Ecuacién 6 y 10), se representaron en la Figura 17A. Al disminuir la
concentracion de la solucién precursora, el tamafio promedio de poro de los hidrogeles de PEGDA.-
BD fotopolimerazadas en presencia de EtOH aumentaban de 12.0 a 22.68 nm; mientras que, los
hidrogeles de PEGDA-BD polimerizados en presencia de NVP obtuvieron un tamafio promedio
de poro que aumentaba de 10.0 a 14.4 nm. En particular, las comparaciones realizadas de los
hidrogeles de PEGDA-Control-EtOH y PEGDA-Control-NVP demostraron ser estadisticamente
significativas para las tres diferentes concentraciones (p<0.001), puesto que, para cada
concentracion estudiada, los hidrogeles de PEGDA-Control-EtOH obtuvieron un tamafo
promedio de poro superior a los hidrogeles de PEGDA-Control-NVP; de igual manera, los
hidrogeles de PEGDA-BD-EtOH y PEGDA-BD-NVP mostraron una significancia estadistica para
todas las formulaciones en estudio (p<0.001) (ver figura 17A). Los grupos de hidrogeles de
PEGDA-Control-EtOH y PEGDA-BD-EtOH fabricados a una concentracion de 10% p/v
obtuvieron valores de tamafio promedio de poro de 21.8 y 22.6 nm, respectivamente, por lo tanto,
las medias resultantes no mostraron una diferencia significativa. De igual manera, para los
hidrogeles de PEGDA-Control-EtOH y PEGDA-BD-EtOH a una concentracion de 20% p/v se
obtuvieron medias muy similares, 14.80 y 14.87 nm, respectivamente, por lo que, estadisticamente
no fueron diferentes; no obstante, para una concentracion de 30 % p/v estos hidrogeles mostraron
diferencias significativas (p<0.033). Las comparaciones de los hidrogeles de PEGDA-Control-

NVP y PEGDA-BD-NVP mostraron diferencias significativas en la concentracion de 20% p/v, ya
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que, los valores de tamafio promedio de poro resultaron mayores para los hidrogeles de PEGDA-

Control-NVP (p<0.033) (Ver figura 17A, Tabla 2 en apéndice).

Para evaluar aun mas la calidad de las herramientas para determinar el tamafio de poro
tedrico, se calculé el tamafio promedio de poro a partir de la correlacién con el médulo eléstico
experimental (Ecuacion 11), los datos se representaron en la figura 17B. Al disminuir la
concentracion de la solucién precursora, el tamafio promedio de poro de los hidrogeles de PEGDA.-
BD fotopolimerazadas en presencia de EtOH, aumentaban de 14.5 a 68.95 nm; mientras que, los
hidrogeles de PEGDA-BD polimerizados en presencia de NVP obtuvieron un tamafio promedio
de poro que aumentaba de 11.2 a 22.4 nm. Las comparaciones realizadas entre los grupos de
hidrogeles de PEGDA-Control-EtOH y PEGDA-BD-EtOH, fabricados a una concentracion de
30% p/v, demostraron ser estadisticamente no significativos, ya que el tamafio de poro promedio
de los hidrogeles es similar; de igual manera para los hidrogeles de PEGDA-Control-NVP y
PEGDA-BD-NVP se obtuvieron diferencias no significativas, puesto que el tamafio de poro
resultante es de 10.08 y 11.22 nm, respectivamente. Mientras que, para los hidrogeles fabricados
a una concentracion de 20% p/v se encontré una diferencia estadistica significativa entre los grupos
de hidrogeles de PEGDA-Control-EtOH y PEGDA-BD-EtOH (p<0.002) ya que, se obtuvieron
tamafos de poro de 20.22 y 29.74 nm, respectivamente. Similarmente, las comparaciones a una
concentracion de 20% p/v para los hidrogeles de PEGDA-Control-EtOH y PEGDA-Control-NVP
demostraron ser estadisticamente diferentes, puesto que, el tamafio promedio de poro es superior
para los hidrogeles fabricados en presencia de EtOH (p<0.002) (Figura 17B). Finalmente, los
hidrogeles fabricados a una concentracion de 10% p/v mostraron diferencias significativas entre

los 4 grupos en estudio (p<0.001) (Ver figura 18B).
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Figura 17

Gréfica del tamafio promedio de poro de los hidrogeles en funcion de la concentracion.
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Nota. En la figura (A), se representa el tamafio promedio de poro teérico de los hidrogeles de
PEGDA-Control y PEGDA-BD, calculado a partir de la correlacion de hinchamiento mejorada, y
en la figura (B), se representa el tamafio promedio de poro calculado a partir de la correlacion del
modulo elastico. EIl tamafio promedio de poro esta representado en funcién de la concentracion
(10, 20, y 30% p/v) y tipo de fotoiniciador utilizado (12959 disuelto en NVP o EtOH). Los datos
fueron reportados como el promedio + el error estandar, para n=3 muestras independientes por
formulacién. Las diferencias estadisticas entre los grupos estdn representadas por: ns para

diferencias no significativas, * para p<0.033, ** para p<0.002, *** para p<0.001.
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5.1.5. Relacion entre el Mddulo elastico y la capacidad de hinchamiento de los hidrogeles en

funcion de la densidad de entrecruzamiento.

En la actualidad, las propiedades mecanicas como el médulo de elasticidad y capacidad de
hinchamiento se han reportado en funcién de la concentracion de la solucién precursora, no
obstante, los efectos de la concentracion no se traducen directamente en las propiedades finales
del hidrogel, por lo tanto, la incorporacion final de moléculas de polimero dentro de la estructura
del hidrogel depende no solo de la concentracion inicial en la solucion precursora, sino también
del sistema fotoiniciador, la dosis de radiacion y el grado inicial de sitios reticulables disponibles
en las moléculas; en consecuencia, en esta seccion centramos la atencion en la variacion de la
capacidad de hinchamiento y el mddulo elastico en funcion de la densidad de entrecruzamiento
del hidrogel (Figura 18). La densidad de entrecruzamiento es una propiedad intrinseca del hidrogel
resultante, que incorpora los efectos de MW, la concentracion de macrémeros y las condiciones
experimentales, esta propiedad se determino a partir de la ecuacion 1.

Como se observa en la figura 18, EI modulo de elasticidad aumenta a medida que se
incrementa la densidad de entrecruzamiento; mientras que, la capacidad de hinchamiento aumenta
a medida que se disminuye la densidad de entrecruzamiento del hidrogel. Las comparaciones de
la densidad de entrecruzamiento de los hidrogeles de PEGDA-Control-EtOH (Figura 18A) vy
PEGDA-BD-EtOH (Figura 18B), no mostraron diferencias significativas ya que, para cada
hidrogel la densidad de entrecruzamiento obtenida fue similar (\Ver tabla 2 en apéndice). Mientras
que, los hidrogeles fabricados con el fotoiniciador 12959 disuelto en NVP, mostraron diferencias
significativas puesto que, la densidad de entrecruzamiento es superior para los hidrogeles de

PEGDA-BD (Figura 18D), en comparacién con los hidrogeles de PEGDA-Control (Figura 18C).
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Finalmente, en la figura 18, las gréficas A, B, C y D mostraron un comportamiento

exponencial para la capacidad de hinchamiento en funcion de la densidad de entrecruzamiento;
mientras que, para las graficas A, C y D el mddulo elastico cambi6 linealmente con respecto a la
densidad de entrecruzamiento. Sin embargo, este fendmeno no se observa en los hidrogeles de
PEGDA-BD-EtOH (Figura 18B) ya que el médulo elastico cambid exponencialmente.

Figura 18

Mddulo elastico y Capacidad de hinchamiento en funcién de la densidad de entrecruzamiento
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Nota. Relacién volumétrica de hinchamiento y el médulo elastico en funcién de la densidad de

entrecruzamiento de los hidrogeles. En la figura (A) hidrogeles de PEGDA-Control
fotopolimerizados en presencia de EtOH; Figura (B) hidrogeles de PEGDA-BD fabricados en
presencia de EtOH; Figura (C) hidrogeles de PEGDA-Control polimerizados en presencia de NVP;
Figura (D) hidrogeles de PEGDA-BD polimerizados en presencia de NVP. Los datos se reportaron

como la media + ESM, para n=3.

5.2 Andlisis de resultados

La cicatrizacion de UCPD sigue siendo un desafio importante en la ingenieria de tejidos,
el disefio de un aposito ideal para la curacion de una UCPD requiere de una degradacion controlada
y de propiedades fisicas y mecanicas apropiadas, que permitan mantener un ambiente adecuado
para la cicatrizacion de heridas cronicas. Los hidrogeles de PEGDA han sido ampliamente
investigados como materiales para la curacion de heridas, debido a que pueden modificarse
facilmente para imitar elementos clave de la MEC. La incorporacion de péptidos sensibles a
proteasas en la cadena principal del PEGDA, hace que estos hidrogeles sean degradables por
MPMs secretadas por las células, y, a medida que se va degradando el andamio, se va regenerando
el tejido; no obstante, el éxito de su uso también incluye las propiedades fisicas y mecéanicas del
andamio, tales como, la capacidad de hinchamiento del hidrogel, el cual, permite mantener un
ambiente himedo en la herida, para ayudar a que el tejido necrotico se separe lentamente del tejido
sano, ademas de propiciar un microambiente que facilite la homeostasis para la cicatrizacién de la
herida. Otro componente clave en la reparacion de tejidos, es el tamafio de poro del hidrogel, ya
que, si los poros son demasiado pequefios, se limita la difusion de nutrientes y la eliminacion de

desechos metabodlicos durante el proceso de reparacién; de igual manera, las propiedades
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mecanicas de compresion y tension del material son de suma importancia, debido a que las células

responden a estas sefiales mecénicas y finalmente, esta respuesta conduce a la sintesis diferencial
de MEC.

En el presente estudio, se fabricaron hidrogeles biodegradables por MPMs a base de
PEGDA en tres distintas formulaciones, y se fotopolimerizarén en dos sistemas diferentes de
fotoiniciadores. Posteriormente, se evaluaron las propiedades mecénicas y fisicas tales como,
tension, compresion, el grado de hinchamiento y el tamafio de poro tedrico. Como se esperaba,
las propiedades mecanicas de los hidrogeles se modificaron, variando la concentracion de la
solucion precursora; los aumentos en la concentracion del polimero, dieron como resultado un
incremento en el mddulo elastico (Figura 13) y de compresion (Figura 14); no obstante, la
capacidad de hinchamiento (Figura 15y 16) y tamafio de poro tedrico (Figura 17) disminuyeron.
Este comportamiento observado ocurre porque, los hidrogeles con mayor concentracion
presentan una mayor densidad de entrecruzamiento (Li, Wang y Wu, 1998), en consecuencia,
genera un hidrogel con un tamafio promedio de poro menor, por lo que retienen menor cantidad
de agua en los espacios que se generan entre entrecruzamientos, causando que el hidrogel sea
mas rigido con un moédulo de elasticidad y compresion mayor. Teniendo en cuenta los
resultados del modulo de elasticidad, se observa que, los médulos elésticos obtenidos de los
hidrogeles de PEGDA-Control son mayores en comparacion con los hidrogeles de PEGDA-
BD, por lo tanto, contradice la teoria del polimero (Jiménez et al., 2017), puesto que, el polimero
de PEGDA-BD tienen menor peso molecular (aproximadamente 7.3412 kDa), por
consiguiente, el médulo de elasticidad para estos hidrogeles debe ser mayor y el tamafio de poro
menor, no obstante, los resultados del tamarfio de poro obtenidos a partir de la correlacion con

el mddulo elastico, fue mayor en los hidrogeles de PEGDA-BD (ver Figura 17B). Finalmente
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es importante resaltar que, los valores del modulo elastico y tamafio promedio de poro calculado

a partir del médulo eléstico experimental de los hidrogeles de PEGDA-Control-EtOH, estaban
dentro del rango de valores reportados en el estudio de Mufioz et al (Mufioz et al., 2015).

Similarmente, en los ensayos de compresion, se obtuvieron médulos mayores y
estadisticamente diferentes en los hidrogeles de PEGDA-Control-EtOH con respecto a los
maodulos obtenidos de los hidrogeles de PEGDA-BD-EtOH, a una concentracion de 10 y 20%
p/v; en efecto, a estas concentraciones los resultados obtenidos no tienen el comportamiento
que sugiere la teoria; sin embargo, para los hidrogeles fabricados en presencia de NVP a una
concentracion de 20 y 30% p/v, los resultados obtenidos respaldan la teoria del polimero, puesto
que, el modulo de compresion fue mayor para los hidrogeles fabricados con un peso molecular
menor, en este caso los hidrogeles de PEGDA-BD. De igual manera, se esperaria que la
capacidad de hinchamiento sea menor en los hidrogeles de menor peso molecular, no obstante,
los resultados de los valores de Q de los hidrogeles de PEGDA-BD-EtOH, son mayores en
comparacion con los valores obtenidos de los hidrogeles de PEGDA-Control-EtOH. Sin
embargo, para los hidrogeles fabricados en presencia de NVP se obtuvieron valores de Q
mayores en los hidrogeles de PEGDA-Control. Finalmente, se evidencia que efectivamente la
introduccién del péptido degradable en los hidrogeles fabricados en presencia de EtOH, altera
significativamente el proceso de reticulacion del hidrogel y en consecuencia sus propiedades
mecanicas Y fisicas, de tal manera que no se cumple con la teoria del polimero anteriormente
mencionada.

La densidad de entrecruzamiento es una propiedad intrinseca del hidrogel resultante,
que incorpora los efectos de MW, la concentracion de macrémeros y las condiciones

experimentales. En efecto, en este estudio se realizé una correlacion entre el mddulo elastico y
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la capacidad de hinchamiento en funcion de la densidad de entrecruzamiento para cada grupo

de hidrogeles (Figura 18). Como se observa, en la figura 18 B, los resultados de los hidrogeles
de PEGDA-BD-EtOH efectivamente no coinciden con el comportamiento predicho en la teoria
del polimero y los informes anteriores de Charlesby y Peppas, quienes independientemente
indicaron que el médulo elastico es una funcién lineal y la capacidad de hinchamiento es una
funcion exponencial con respecto a la densidad de entrecruzamiento (Charlesby, 1992) (Peppas
& Merrill, 1977).

Un Enfoque cominmente utilizado para variar las propiedades estructurales de los
hidrogeles es cambiar la densidad de reticulacion, que se puede lograr variando la concentracion
y el agente reticulador; un incremento en la densidad de entrecruzamiento, resulta en un
incremento en el modulo de elasticidad y compresion, y en una disminucion del tamafio de poro
y de la capacidad de hinchamiento. En este sentido, en la investigacion se evalud las
propiedades mecanicas, el grado de hinchamiento, y el tamafio de poro, en funcion del tipo de
fotoiniciador usado en la fotopolimerizacion para la formacion de los hidrogeles. En el proceso
de fotopolimerizacion se utilizé el 12959 disuelto en NVP o en 70% etanol a una concentracion
de 262 mg/mL, con el fin de observar los efectos de cada uno en las propiedades mecéanicas y
fisicas de los hidrogeles de PEGDA-BD. Los resultados obtenidos muestran que, los hidrogeles
fabricados en presencia de EtOH, tienen un tamafio promedio de poro y capacidad de
hinchamiento mayor y, en consecuencia, un mddulo de elasticidad y compresién menor,
comparado con los hidrogeles fabricados en presencia de NVP. Este comportamiento se debe a
que, la adicion de NVP en la polimerizacion, aumenta la produccién de radicales libres

(Aguirre-Soto et al., 2019), mientras que la adicion de EtOH no genera cambios en la
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polimerizacion ya que no participa de la reaccion; por lo tanto, el entrecruzamiento de la red es

menor, en comparacion con el entrecruzamiento de la red generada con NVP.

Los resultados de este estudio sugieren la posibilidad de disefiar un apésito para UCPD, a
partir de un hidrogel derivado de PEGDA biodegradable por MPMs. Hasta la fecha, se han
realizado multiples estudios utilizando distintas metodologias para determinar el moédulo de
elasticidad de la piel, no obstante, los resultados de estos trabajos varian en gran proporcion debido
a que el modulo depende de varios factores tales como la region de medicion, la edad y el sexo de
la persona a la cual se le realiza el estudio. Por lo tanto, en la literatura se encontr6 médulos de
elasticidad para la piel desde 4 kPa hasta 20 MPa. No obstante, en este trabajo se toma como
referencia los resultados reportados del modulo de elasticidad de la piel en el estudio de Luo et al,
(de 4 a 100 kPa) (Luo et al., 2015). Similarmente, estos rangos reportados coinciden con los
resultados obtenidos del presente estudio, en especial para los hidrogeles de PEGDA-BD-EtOH a
una concentracion de 10, 20 y 30% p/v y de los hidrogeles de PEGDA-BD-NVP a una
concentracion de 10 y 20 % p/v (Ver tabla 2 en el apéndice). En relacion con la estructura de los
hidrogeles, se obtuvo un mayor tamafio de poro y en consecuencia un mayor hinchamiento para
los hidrogeles de PEGDA-BD-EtOH a una concentracion del 10% p/v. Por lo tanto, este andamio
permitiria que las MPMs se difundan facilmente en el hidrogel causando su degradacion, al mismo

tiempo que se liberan biomoléculas importantes para el proceso de cicatrizacion.
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Capitulo 6
Conclusiones y recomendaciones

En el presente estudio, se desarroll6 una serie de hidrogeles derivados de PEGDA
biodegradables por MPMs en tres diferentes concentraciones y se polimerizaron en dos sistemas
distintos de fotoiniciador. Los resultados obtenidos demostraron que, los hidrogeles de PEGDA-
BD fabricados en presencia de etanol exhibieron propiedades de mddulo de elasticidad (5,59 a
84,97 kPa) similares al rango del mddulo eléstico de la piel, ademas, de que para esta serie de
hidrogeles la densidad de reticulacion es menor y en consecuencia se obtiene una capacidad de
hinchamiento y tamafio de poro mayor, por lo que, podria facilitar la difusion de nutrientes hacia
la herida. No obstante, los hidrogeles de PEGDA-BD polimerizados en presencia de NVP, a una
concentracion de 10 y 20% p/v también podrian servir como apositos para la curacion de heridas,
puesto que, a pesar de sus bajas propiedades de hinchamiento y tamafio de poro comparados con
los hidrogeles fabricados en presencia de etanol, estos hidrogeles obtienen mddulos de elasticidad
que coinciden con los reportados para piel. En conclusién, el uso de estos hidrogeles como nuevos
apositos funcionales, podrian tener gran potencial en la curacién de UCPD, debido a que presentan
adecuadas propiedades mecéanicas, adicionalmente, tiene un alto potencial para ser usado en la
liberacion controlada de biomoléculas, dado que pueden ser adheridas a la matriz y ser entregadas
en la UCPD en funcion de la degradacion del andamio de PEGDA, con lo cual podria beneficiar
el proceso de cicatrizacion y cierre de la UCPD.

Finalmente, se recomienda caracterizar el tamafio de poro experimentalmente a partir de

una serie de experimentos de difusion de dextrano, debido a las limitaciones asociadas con
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métodos de evaluacion de tamafio de poro mas comunes. Esto con el fin de lograr resultados mas

precisos para cualquier concentracion y peso molecular de PEGDA. Adicionalmente, se sugiere
utilizar esta metodologia para determinar las propiedades mecénicas de diferentes pesos
moleculares y concentraciones de los hidrogeles de PEGDA funcionalizados con secuencias
peptidicas degradables por MPMs. De igual manera, se propone realizar pruebas de degradacion
y biocompatibilidad para posteriormente llevar a cabo, pruebas in vivo y determinar la efectividad

de utilizar estos hidrogeles como apdsitos para mejorar la cicatrizacion de las UCPD.
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Apéndice

Tabla 2. Propiedades mecanicas y fisicas de los hidrogeles

Concentracion ~ Modulo elastico Modulo de & (nm) obtenido & Tedrico * Densidad _de
iy . Q Q entrecruzamiento
(p/v) (kPa) compresion (kPa)  del médulo (nm) (mol/L)

PEGDA. 10 17.48%1.6 3662741536 37.05:1.72  21.8840.08  16.8+009 8.69+0.12  0.06£0.0002
Control- 20 52.66+0.45 582.67422.36  20.2240.09  14.840.03  11.29+0.03  4.66+0.06 0.1+0.0003
EtOH 30 101624053  753.85¢21.96  14.18+0.04  11.19+0.03  8.640.04  3.2+0.03 0.15+0.0006
10 5.50+0.49 123.1418.79 68.95+3.6  22.68+0.05  17.45:0.06 9.36+0.12  0.05+0.0001

PEGE?&BD' 20 25.38+0.97 203.9243.03  29.74+057  14.87+0.1  11.31#0.11 5.05+0.06 0.1+0.001
30 84.97+0.77 91453+7.01  14.5640.09 12+0.05 0.17+0.05 3.7540.02  0.13+0.0007

SEGOA. 10 44.92+0.77 701.9+4.95 22.04x02  16.35:0.228 12.48+0.178 8.50.16 0.09+0.001
o U 20 114.55+0.2 9415042178  13.2940.01  12.25+0.007 9.31+0.005 4.48+0.04  0.13+0.0001
30 1901.04+026  1251.82+1545  10.08+0.01  10.13+0.006  7.8+0.002 3.06+0.02  0.17+0.0001

10 32.55+0.65 601.75+15.95  26.24+0.20  14.47+0.058  11.1#0.04  8.48+0.05 0.1£0.0005
PEG,\'?\';*F;BD' 20 90.91+1.29 1051.93+16.82  15.1+0.13  11.56+0.013  8.79+0.01  4.96+0.01  0.14+0.0002
30 156.65:+0.7 1318.7+13.67  11.22+0.03  10+0.069  7.67+0.05  3.48+0.03 0.17+0.001

Nota. Relacién volumétrica de hinchamiento en estado relajado y en equilibrio, Médulo elastico, Modulo de compresion, Tamario de
poro tedrico y experimental, y la densidad de entrecruzamiento de cada muestra de hidrogel de PEGDA-Control en sus respectivas

formulaciones y tipo de fotoiniciador usado.



