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Resumen

Las enfermedades cardiovasculares son la principal causa de muerte en el mundo segin
las estadisticas presentadas por la Organizacion Mundial de la Salud, en particular, las
enfermedades isquémicas del corazén representan mds del 20 % de las causas de muerte en
Colombia, por esta razon, resulta necesario desarrollar estrategias para el tratamiento de dichas
enfermedades, ya que en algunos casos los pacientes necesitardn el reemplazo del conducto
afectado, siendo la alternativa mds comun el uso de injertos autélogos, los cuales, a pesar
de ser los mas utilizados, se ven limitados por la poca disponibilidad de tejido que se puede
obtener de cada paciente para este tratamiento, sumado al tiempo de espera que requiere el
acondicionamiento fisico y celular para que este funcione correctamente. Basado en lo anterior,
una aproximaciéon que ha tomado relevancia en estas investigaciones consiste en obtener
biomateriales que sean compatibles y que tengan propiedades antitrombogénicas y mecdnicas
que puedan sustituir un conducto vascular nativo, teniendo asi una alternativa més accesible y
compatible.

El objetivo de esta investigacion fue evaluar la actividad antitrombogénica de superficies
(peliculas) a base de fibroina, las cuales fueron obtenidas por solvent casting, para ello,
se optimizd el proceso de extraccion de fibroina a partir del capullo del gusano de seda
Bombyx Mori en medio basico de Nay,COs (ac) usando un disefio experimental 2% con dos
puntos centrales en el cual se evaluaron diferentes relaciones Capullos/Na;COj3, temperaturas
y tiempos de extraccion. Los resultados mostraron que la mejor extraccion se logra con una
relacion capullos/Na;COj3 de 0.2, y una temperatura de 80°C durante 4.5 horas de extraccion.

Luego de lo anterior, se planteo un disefio experimental 3% para la fabricacién de peliculas
a base de fibroina, y se utilizd polivinil alcohol (PVA) entrecruzado con glutaraldehido en
bajas cantidades para mejorar sus propiedades mecdnicas, finalmente, se incluyo glicerol
en las formulaciones para inducir la formacién de enlaces de hidrégeno entre las cadenas
de fibroina y PVA. Como variables de respuesta de este disefio se estudiaron el modulo
eldstico, limite eldstico, resistencia a la traccion y porcentaje de elongacion en la ruptura. Los
resultados del disefio experimental muestran que la mayoria de las formulaciones obtenidas
tienen potencial mecdnico para ser utilizadas en la fabricacién de implantes cardiovasculares
artificiales, sin embargo, las formulaciones con 80 % de fibroina, tienden a ser inestables
mecdnicamente, y entre el compilado de las demds formulaciones, la muestra 3 presento
algunas de las propiedades mecdanicas y superficiales més interesantes, mostrando una alta
capacidad de elongacion antes de la ruptura, buena resistencia a la degradacion y un dngulo
de contacto apropiado para dispositivos usados en contacto con sangre, por tal razén, dicha
muestra fue biofuncionalizada con heparina por acople de carbodiimida y por aprovechamiento
de interacciones electrostaticas.

Los resultados de la biofuncionalizacién muestran que los materiales obtenidos por ambas
técnicas presentan actividad antitrombogénica, sin embargo, las muestras biofuncionalizadas
por aprovechamiento de interacciones electrostaticas tienden a perder actividad luego de 15
dias, permitiendo una deposicion superficial de codgulos aproximada del 429 % comparada con
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la prueba a tiempo cero, por tal motivo, se concluyé que la mejor técnica de biofuncionalizacién
fue por acople de carbodiimida ya que bajo dicha técnica las muestras presentaron una
deposicion superficial de codgulos del 32 % comparada con el anélisis a tiempo cero.

Palabras clave: Fibroina, polivinil alcohol, injerto vascular, heparina, propiedades
antitrombogénicas, superficie.



Capitulo 1

Introduccion

1.1. Introduccion y planteamiento del problema

Las enfermedades cardiovasculares son la principal causa de muerte en el mundo segin datos
de la Organizacién Mundial de la Salud [1], entre éstas, existe una patologia asociada a
las enfermedades isquémicas del corazén, accidentes cardiovasculares y tromboembolismo
llamada trombosis, la cual representa el mayor porcentaje de esta cifra [2].

Comunmente, los tratamientos para las enfermedades cardiovasculares de este tipo consisten en
dosis periddicas de algiin medicamento como Warfarina o Heparina, teniendo este ultimo gran
relevancia debido a su alta capacidad anticoagulante, sin embargo, en el caso de que un episodio
de trombosis requiera el reemplazo del conducto vascular afectado, las alternativas existentes
consisten en el acondicionamiento de un injerto vascular autélogo o la fabricacion de un injerto
vascular artificial.

En el caso de los injertos vasculares autélogos; la poca disponibilidad de tejido, el tiempo de
espera para su acondicionamiento fisico, el rechazo biol6gico y los problemas relacionados con
la dilatacion y estenosis del injerto, representan las principales limitaciones de estos [3], por otra
parte, la fabricacion de injertos vasculares artificiales ha venido siendo una alternativa popular
para el tratamiento de enfermedades cardiovasculares que requieran el reemplazo del conducto
afectado, para lo cual se utilizan algunos materiales poliméricos como el politetrafluoroetileno
expandido (ePTFE), polietilentereftalato (PET), polivinil-alcohol (PVA), dcido polilactico y
poliuretanos de diferentes naturalezas [3, 4], ademds de biopolimeros como la fibroina, una
proteina fibrosa que permite la inmovilizacién de heparina a través de sus grupos amino
terminales, y con la cual se pueden fabricar injertos vasculares que permitan el crecimiento
de células endoteliales. [5-8].

A pesar de las virtudes que ofrecen los biomateriales como alternativa para la fabricacion
de injertos vasculares artificiales, se ha documentado que la formacién de plaquetas sobre la
superficie de estos ha sido el origen de las fallas en la mayoria de los casos [9-15], resultando
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asi necesario mejorar los materiales destinados a esta aplicacion con el fin de inhibir dicha
formacion plaquetaria sobre su superficie, lo que se logra a través de la inmovilizacién de
una sustancia anticoagulante como la heparina sobre la superficie del material que esta en
contacto con la sangre, de este modo, se garantiza que el injerto vascular artificial pueda tener un
comportamiento similar al conducto vascular nativo, tanto por las propiedades mecénicas que
brindan los polimeros previamente mencionados, como una mayor hemocompatibilidad dada
por la biofuncionalizacién con heparina, lo que hace que se inhiba la adhesién de plaquetas
sobre la superficie del material [16].

De los materiales mencionados previamente, la fibroina tiene algunas ventajas dadas por su
estructura molecular, entre éstas, la biocompatibilidad y una variedad de propiedades mecanicas
y fisicoquimicas le permiten ser usada como base en la fabricacién de injertos vasculares
[17, 18], en especial, brinda la posibilidad de inmovilizar heparina sobre los grupos amino
terminales de su cadena a través de un acople de carbodiimida [19], ademds de poderse
suspender sobre otros polimeros biocompatibles como el PVA a fin de complementar sus
propiedades mecanicas [20-23], de este modo, el uso de fibroina como material base para la
fabricacion de injertos vasculares artificiales plantea un panorama positivo en el tratamiento de
enfermedades coronarias que requieran de estos dispositivos.

El objetivo de esta investigacion fue evaluar superficies a base de fibroina para su potencial
uso en la fabricacion de implantes vasculares artificiales, para ello se prepararon diferentes
formulaciones utilizando PVA como soporte para la fibroina, y posteriormente se obtuvo un
material biofuncionalizado por inmovilizacion de heparina sobre la fibroina, la evaluacion de la
capacidad antitrombogénica se realiz6 mediante la prueba de recalcificacién de sangre durante
periodos de tiempo de hasta 6 horas para el primer dia, y se repitié luego de incubar los
materiales durante 15 dias en plasma pobre en plaquetas.
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1.2. Objetivos'

1.2.1. General

Evaluar superficies a base de fibroina biofuncionalizadas con heparina como material
potencialmente ttil para aplicaciones cardiovasculares.

1.2.2. Especificos

» Extraer fibroina a partir de los capullos del gusano de seda Bombyx mori y caracterizar
sus propiedades fisicoquimicas.

* Fabricar superficies a base de fibroina y caracterizar sus propiedades morfoldgicas,
fisicoquimicas y resistencia mecanica.

* Biofuncionalizar con heparina las superficies obtenidas con miras a mejorar su actividad
antitrombogénica.

* Evaluar el efecto de la biofuncionalizacion en las propiedades fisicoquimicas, mecdnicas
y morfoldgicas de las superficies fabricadas.

ILa descripcion completa de los tipos de superficie a trabajar se encuentra en la secciéon de Metodologia.



Capitulo 2

Marco Teorico

2.1. Anatomia de los conductos vasculares

Los conductos vasculares son estructuras tubulares que se encargan de transportar sangre hacia
cuerpo y de regreso al corazon, entre estos, los més abundantes son las arterias y las venas [24].
En términos generales, cada uno de estos vasos sanguineos posee estructuras independientes,
sin embargo, conservan entre ellos algunas similitudes, por ejemplo, todos ellos tienen lumen,
el cual es el tejido interno que tiene contacto directo con el flujo de sangre, y se caracteriza
en las arterias por ser mds delgado que en las venas, lo que permite mantener la presién de la
sangre en movimiento a través del sistema circulatorio, ademds de lo anterior, tanto las venas
como las arterias estan estructuradas en tres capas, conocidas como tunica externa, tiinica media
y tinica intima como se muestra en la Figura 2.1.

En el cuerpo, el trasporte de sangre se da a través del circuito sistémico y el circuito pulmonar
como se observa en la Figura 2.2 [25]; Primero, las arterias sistémicas llevan sangre rica en
oxigeno a los tejidos, luego del intercambio gaseoso, la sangre con menos oxigeno, el cual
ha sido dejado en las células, regresa al corazén a través de las venas sistémicas. Por otra
parte, en el circuito pulmonar, las arterias transportan sangre con poco oxigeno a través de
los pulmones con el fin de realizar intercambio gaseoso, luego las venas pulmonares regresan
sangre oxigenada hasta el corazén y asi comenzar nuevamente el ciclo a través del circuito
sistémico.

15
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Figura 2.1: Estructura de los vasos sanguineos (a) Arterias, (b) Venas, (c) Corte transversal de ambos
conductos (Esquema adaptado de [25]).
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2.1. ANATOMIA DE LOS CONDUCTOS VASCULARES 17

2.1.1. Arterias

Las arterias son aquellos conductos vasculares encargados transportar sangre oxigenada desde
el corazon hacia los tejidos, en su anatomia, estos conductos estdn conformados por tres capas
como se muestra en la Figura 2.3: la tdnica intima, la cual es la capa mds interna de este
conducto, estd compuesta por el endotelio, que a su vez estd cubierto por tejidos eldsticos y
se encarga de liberar endotelina, una serie de péptidos que contraen los musculos lisos dentro
de la pared del vaso sanguineo y aumenta la presion arterial, por su parte, el tejido elastico le da
al conducto vascular elasticidad y fuerza. La tinica media consiste en células musculares lisas
con fibras eldsticas, estando todo este sistema organizado en forma circunferencial alrededor de
la arteria y siendo las fibras eldsticas, compuestas principalmente de coldgeno las que soportan
las células musculares lisas, finalmente, la tinica adventicia, o externa, es la mas fuerte de estas
capas y estd compuesta principalmente por fibras elasticas y coldgeno, caracteristica que evita
que estos conductos vasculares se sobre expandan [24, 25].

Endotelio

g Tejido
i Conectivo
== [ Membrana
e~ ——]

interna

elastica

—— Fibra
muscular

Fibra

clastica
Tinica = : e
Externa : - A e = Membrana
: externa
elastica
Tejido

conectivo

Figura 2.3: Representacion del corte transversal de una arteria, donde se distinguen las tdnicas externa,
media e intima y sus principales componentes (Esquema adaptado de [24])
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2.1.2. Venas

Las venas son aquellos conductos vasculares que llevan la sangre hacia el corazén, y a excepcion
de las venas pulmonares, su funcién principal es hacer que la sangre con poco oxigeno viaje
desde los tejidos hacia este 6rgano.

En el cuerpo hay dos grandes venas; la vena cava superior, encargada de transportar sangre
desde la parte superior del cuerpo hacia la auricula derecha del corazén, y la vena cava inferior,
encargada de liberar sangre desde la parte inferior del cuerpo hacia la auricula derecha. En
general, la anatomia de la vena es similar a la de las arterias como se muestra en la Figura 2.4,
sin embargo, al ser conductos vasculares de baja presion, las venas mds largas estan equipadas
con un tejido adicional conocido como vélvula cardiaca, la cual se encarga de mantener el flujo
de la sangre en una sola direccion.

Vena grande — L.
e Tunica externa
£ -] , . .
i - == Thnica media
2 ,,/' S - Tinica intima
- Célul i
® ¢lulas musculares lisas
/ /’//
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Vasa vasorum

Nervi Vasorum

Vena de tamafio medio
=
—

Tunica externa

= e = . .
g e 2 Tunica media
7 < /{’f;/ Tunica intima
5 /
/, / Vélvulai//
[ / 7 )'f-"’( )cerradas
|
Thnica externa
Venula e R Ttnica media
/ o Thnica intima
/]

Figura 2.4: Representacion de las diferentes venas presentes en el cuerpo, se distinguen las venas grandes,

de tamafio medio y las vénulas (Esquema adaptado de [25])
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2.1.3. Valvulas cardiacas

Las vélvulas cardiacas humanas estin compuestas por una matriz de tres capas, las cuales, desde
la capa més interna, hasta la mds externa, se conocen como ventricular, esponjosa y fibrosa [3].
En la Figura 2.5 se pueden observar dichas capas, las cuales cumplen una funcién especifica
de acuerdo a su composicion; la capa ventricular estd compuesta en su mayoria de fibras de
elastina alineadas radialmente, y debido a la alta concentracion de estas fibras, esta capa asegura
que este conducto vascular regrese a su forma original cuando hay alguna accién mecénica
sobre el mismo, la capa esponjosa estd principalmente compuesta de glicosaminoglucuronanos
y coldgeno en menor cantidad, el cual forma un scaffold natural en la vdlvula cardiaca, y le
da la funcién de distribuir el esfuerzo relacionado con el ciclo cardiaco, finalmente, la capa
fibrosa estd compuesta principalmente de coldgeno denso, el cual estd organizado de forma
circunferencial, lo que le permite mantener la presion durante el ciclo cardiaco debido a las
capas de coldgeno ineldstico [26].

A

Figura 2.5: Micrografia de una valvula cardiaca humana, compuesta por las capas ventricular, esponjosa
y fibrosa.(Esquema adaptado de [26])

Ademads de lo anterior, las valvulas cardiacas estin compuestas por multiples células, incluidas
las células endoteliales, células valvulares intersticiales, fibroblastos, células musculares lisas
y células nerviosas, cada una con una funcién especifica, de las cuales, resalta el papel de
las células endoteliales, las cuales estdn alineadas perpendicularmente al anillo de la vdlvula
cardiaca y estdn encargadas de proteger la misma de reacciones inmunes, degeneracion y la
formacion de trombos, y por lo tanto, son las encargadas de proteger las vélvulas cardiacas de
enfermedades coronarias como la trombosis.
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2.2. Esfuerzos de presion y propiedades mecanicas de los

conductos vasculares

La presion sanguinea se define como la fuerza por unidad de drea que ejerce la sangre
sobre las paredes de los conductos vasculares, y se divide en dos componentes principales,
correspondientes al mdximo y al minimo de presién que se miden en el ciclo de pulso de
un paciente con un esfigmomandémetro, conocidos como presion sistélica y presion diastdlica
respectivamente, los cuales, en un paciente normal tienen valores de aproximadamente 120 mm
Hg (0.016 MPa) y 80 mm Hg (0.011 MPa), de este modo, la presion del pulso serd la diferencia
entre estos dos valores.

La Figura 2.6 esquematiza el comportamiento normal de la presion sistdlica y la presion
diastdlica, en ella se observa que estos valores cambian dependiendo del conducto vascular
al cual se le mide la presion, y se observa que las arterias soportan presiones significativamente
mds altas que las venas [25, 27], por lo tanto, teniendo en cuenta que estos conductos estan
sometidos a constantes esfuerzos relacionados con el flujo de sangre a través de los mismos,
se encuentra que factores como el didmetro del conducto, la presién sanguinea y la velocidad
de flujo de sangre influirdn significativamente en el esfuerzo que el conducto en cuestion debe
soportar [25].

120 H

Presion sistolica
100

Presion de pulso

Presion arterial media
80 -
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40 4

mm Hg

20
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Aorta Arterias Arterias Arteriolas ~ Capilares  Vénulas Venas grandes Vena

elasticas musculares y medias cava

Figura 2.6: Representacion de los componentes de la presién en los vasos sanguineos, se incluyen la
presion sistélica, la presion diastélica, la presion media arterial y la presién de pulso. (Imagen adaptada

de [25])

Basado en lo anterior, existen algunas consideraciones a tener en cuenta cuando se requiere
medir las propiedades mecdnicas de una conducto vascular, debido a que la composicion
absoluta de éste dependerd de su naturaleza [25], y por lo tanto, sus propiedades mecdnicas
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estaran afectadas por la cantidad de tejido muscular, elastina y coldgeno que éste tenga, ademas
de la configuracion estructural de estas sustancias en los conductos[28]. Por otra parte, se ha
encontrado que las propiedades mecdnicas de un conducto vascular pueden cambiar si dicho
conducto estd afectado por alguna enfermedad o si se trata de un mismo conducto entre un
paciente vivo y uno muerto [29].

A pesar de lo anterior, se puede decir que los conductos vasculares se comportan de forma
similar en términos de sus propiedades mecdnicas, y algunos autores han estudiado dicho
comportamiento y lo han modelado matemdticamente [28-31], obteniendo algunos valores
que sirven de referencia al momento de caracterizar propiedades como el mdédulo elastico,
el esfuerzo de ruptura y el porcentaje de elongacién al momento de la ruptura. Algunos de
estos valores se encuentran referenciados en la Tabla 2.1, donde se encuentran mediciones de
conductos extraidos de autopsias, de cirugias, y mediciones in vivo hechas a través de ciclos de
pulso.

Arteria coronaria 1.42 0.027 20.0 C. Van Andel. et.
* Al [32], Hao-Yang

Mi. et. al, [33]

Arteria mamaria 1.18 0.1 35.1 Hao-Yang Mi. et.

interna al. [33]

Aorta (L-T)** 0.250 - 0.0567 ~ 1.0 ~ 100 - 200 | Frederick H. et. Al
[27]

Carétida (L-T)** | 0.188 - 0.0823 ~ 1.0 ~ 100-90 | Frederick H. et. Al
[27]

Vena Cava | 0.319-0.191 ~ 3.0 ~ 100 - 60 | Frederick H. et. Al

(L-T)** [27]

Arteria carétida | 0.15 £ 0.04, N/A N/A T. Khamdaeng et.

HAE 0.89 £+ 0.27, al.[34]

0.75 £0.29

Tabla 2.1: Valores de referencia de algunos conductos vasculares medidos por varios autores.
Muestras tomadas de pacientes muertos, **: Direcciones longitudinal y transversal del conducto medido
respectivamente, ***: Valores correspondientes a las capas del conducto, elastina, elastina-coldgeno y
fibras de coldgeno respectivamente, medidas in-vivo utilizando el modelo de resortes paralelos con datos
de correlacion cruzada 1D en la radiofrecuencia de ultrasonido
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2.2.1. Relacion entre el tamaino de los vasos sanguineos, el flujo y la
presion de la sangre

Al rededor del cuerpo humano las arterias y las venas tienen diferentes longitudes y didmetros
dependiendo del lugar en el que se encuentren, y segtin de estos tamaiios, el esfuerzo al que
estardn sometidos por el flujo sanguineo serd diferente también [25]. Las Figuras 2.7 (a) y
(b) muestran como los capilares, a pesar de ser significativamente més pequefios que los demés
conductos vasculares, representan el maximo de drea transversal en el cuerpo, lo anterior debido
a que este tipo de conducto es el mas abundante en el cuerpo comparado con cualquier otro tipo,
por su parte, la Figura 2.7 (c¢) muestra como la presion sanguinea disminuye a medida que viaja
desde las arterias hasta los capilares, lo que se explica debido a que la vaso constriccién y la
vaso dilatacion de las arterias son significativamente mds importantes en la regulacién del flujo
sanguineo que la vaso constriccién y la vaso dilatacién de los demés conductos vasculares [25],
del mismo modo, Figura 2.7 (d) muestra como la velocidad del flujo sanguineo baja a medida
que la sangre viaja desde las arterias hasta los capilares, lo que permite que haya mayor tiempo
para los procesos de intercambio que ocurren en dichos capilares.
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Figura 2.7: Relacion entre los conductos vasculares del circuito sistémico, se observan: (a) didmetro del
conducto vascular, (b) 4rea transversal total, (c) presion de sangre media y, (d) velocidad del flujo de
sangre. (Adaptado de [25])
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2.3. Sangre

La sangre se considera un tejido conectivo, el cual tiene como funciones principales llevar
oxigeno y nutrientes al cuerpo, asi como remover suciedades de las células de éste [25].

Plasma:

-Agua, proteinas,
nutrientes, hormonas,
etc.

Capa leucocitaria: ——[
-Globulos blancos,

plaquetas

Hematocritos: —

.

!
'

-Globulos rojos

N S R F— W— — W

T S SR [ —Y

Sangre normal: Anemia: Policitemia:
-37%-47% Hematocritos -Bajo porcentaje de  -Elevado porcentaje de
O -42%-52% Hematocritos hematocritos hematocritos

Figura 2.8: Elementos celulares de la sangre, compuesta principalmente de agua, proteinas, glébulos
blancos y glébulos rojos, entre otros (Imagen adaptada de [25]).

En el plasma, la sangre estd compuesta principalmente por tres proteinas:

* Albumina: Es la mds abundante, y representa casi un 54 % de las proteinas presentes en
el plasma, su funcién principal es el transporte de dcidos grasos y hormonas esteroides.

* Globulinas: se catalogan como alfa, beta y gama globulinas. Las alfa y beta globulinas
se encargan del transporte de hierro, lipidos y de vitaminas A, D, E y K a las células,
finalmente las gama globulinas se consideran anticuerpos y hacen parte del sistema
inmune.

* Fibrindégeno: Es la proteina menos abundante de la sangre, ocupando al rededor del 7 %
del contenido del plasma, sin embargo, su presencia es de vital importancia ya que es la
proteina que esta involucrada en la coagulacion de la sangre.
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2.3.1. Coagulacion de la sangre

La coagulacién de la sangre es un proceso que se lleva a cabo en el cuerpo con fin el de mantener
en equilibrio la fluidez sanguinea, proceso que se conoce como hemostasia, y que consiste
en una regulacién dindmica afectada por multiples factores como las infecciones, herencia
genOmica, enfermedades sistémicas o locales como el cédncer, agentes externos, entre otras
[35]. Este proceso es considerado de vital importancia ya que permite controlar las hemorragias
producidas por alguna herida y, de forma general, representa la transformacion del fibrinégeno
soluble en una red insoluble de fibrina debido a la accion de la trombina en la cascada de
coagulacién. [36].

2.3.1.1. Cascada de coagulacion

La cascada de coagulacion es un complejo mecanismo mediante el cual una serie sustancias
quimicas, conocidas como factores, son activados de forma secuencial de tal modo que la
activacion de uno de estos factores, da lugar a la activacion del factor siguiente, finalizando
todo este proceso en la generacion de trombina [35]. En el cuerpo, la cascada de coagulacién
se puede activar mediante dos vias: la via extrinseca, la cual se activa por un trauma, y la
via intrinseca, la cual se activa por dafios internos en la pared de un conducto vascular como
se muestra en la Figura 2.9 [25], encontrdndose ambas vias de la cascada de coagulacion en
una tercera via que se conoce como la via comun. El listado completo de todos los factores
relacionados con la cascada de coagulacién, su naturaleza quimica, origen fisiolégico, y la via
mediante la cual se activan se encuentran documentados en la Tabla 2.2.

En la via extrinseca, la cascada de coagulacién se activa cuando ocurre un dafio en los tejidos,
asi, cuando las células extra vasculares dafiadas entran en contacto con el plasma sanguineo,
se libera el factor III, seguido de iones Ca®" (factor IV) y el factor VII, el cual es activado
por el factor III, formando un complejo enzimatico que activa el factor X que a su vez activa
la via comun. Por su parte, en la via intrinseca, la cascada de coagulacion se activa cuando el
factor XII tiene contacto con algin material extrafio, una vez esto ocurre, el factor XII realiza
una serie de reacciones quimicas que activan el factor XI y luego el factor IX, mientras las
sustancias liberadas por las plaquetas aumentan la velocidad de dichas reacciones. Finalmente,
el factor VII de las plaquetas y las células endoteliales se combinan con el factor IX para formar
un complejo enzimdtico que activa el factor X, llegando asf a la via comun.

Una vez las vias intrinseca y extrinseca se encuentran en la via comun, y ésta se activa, se
produce fibrina para sellar la vena herida, de este modo, una vez activado el factor X por
cualquiera de estas dos vias, la protrombinasa convierte el factor II (protrombina inactiva) en
la enzima activa de la trombina, que se convierte posteriormente en el factor I (fibrinégeno
soluble) en las cadenas de fibrina insoluble, finalmente, el factor XIII estabiliza el coagulo de
fibrina [25, 37].
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Figura 2.9: Representacion esquemadtica de la cascada de coagulacién (Imagen adapta de[25]).



26 CAPITULO 2. MARCO TEORICO

Finalmente, dado que la cascada de coagulacién es un mecanismo del cuerpo para cicatrizar
las heridas, ésta no se considera mala, sin embargo, un desorden caracterizado por fallas
en la cascada de coagulacion, conocido como trombocitosis, genera un excesivo numero
de plaquetas, lo que a su vez propicia la formaciéon excesiva de codgulos en la sangre, y
posteriormente trombosis, por este razdn, evitar que la cascada de coagulacion se active es
fundamental en los casos donde se presenta esta patologia [38], por esta razén, existen farmacos
anticoagulantes que intervienen directamente en este mecanismo, y los cuales se dividen en tres
grandes grupos; anticoagulantes cldsicos, antiagregantes y nuevos anticoagulantes. En general,
los anticoagulantes (cldsicos y nuevos anticoagulantes) actian inhibiendo la sintesis de factores
de la coagulacién a nivel hepético o inhibiendo indirectamente la accién de trombina, entre
estos, los mds populares son: Warfarina, Heparina, Rivaroxabdn, Apixabdn y Dabigatran [39].
Los antiagregantes actian inhibiendo la liberacion de sustancias plaquetarias que favorecen la
adhesion y agregacion de las mismas, entre estos los mds populares son el dcido acetil salicilico
y el Clopidogrel.

Factor Nombre Tipo de molécula Fuente Via de coagulacion
Comun; convertido en
I Fibringeno Proteina de plasma Higado fibrina
Comdun; convertido en
II Protrombina Proteina de plasma Higado* trombina
Tromboplastina tisular o
I factor tisular Mezcla de lipoproteinas Células danadas y plaquetas | Extrinseca
Tones inorgdnicos en | Dieta, plaquetas, matriz
v ITones de calcio plasma. dsea. Todo el proceso
v Proacelerina Proteina de plasma Higado, plaquetas Extrinseca e intrinseca
VI No usado No usado No usado No usado
VII Proconvertin Proteina de plasma Higado* Extrinseca
Plaquetas y células | Intrinseco; resultados de la
VIII Factor antihemolitico A Factor proteico del plasma endoteliales deficiencia en la hemofilia A
Factor antihemolitico
B (componente de Intrinseca; resultados de la
IX tromboplastina plasmdtica) Proteina de plasma Higado* deficiencia en la hemofilia B
Factor de Stuart-Prower
X (trombocinasa) Proteina Higado* Extrinseca e intrinseca
Factor antihemolitico
C (antecedente de Intrinseca; resultados de
XI tromboplastina plasmadtica) Proteina de plasma Higado deficiencia en la hemofilia C
Intrinseco; Inicia la
coagulacion in vitro también
XII Factor de Hageman Proteina de plasma Higado activa la plasmina.
Factor de estabilizacion de Estabiliza la fibrina; retarda
XIII la fibrina Proteina de plasma Higado, plaquetas la fibrinolisis

Tabla 2.2: Factores relacionados a la cascada de coagulacion. *: Necesita vitamina K. (Adaptado de [25])
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2.4. Enfermedades cardiovasculares

Segtn la Organizacién Mundial de la Salud, las enfermedades cardiovasculares son la principal
causa de muerte en el mundo [1], y de éstas, se ha reportado que el mayor porcentaje de muertes
estdn relacionados con la trombosis [2]. En Colombia, estas enfermedades representaron mas
del 20 % de los decesos ocurridos en 2018 segtn las cifras del Departamento Administrativo
Nacional de Estadistica (DANE) [40], por esta razdn, resulta importante entender el origen de
estas enfermedades y los tratamientos disponibles actualmente para su tratamiento.

Existe una variedad de patologias asociadas a las enfermedades cardiovasculares, y en general,
el problema de la mayoria de ellas consiste en que impiden el flujo natural de la sangre a través
de los conductos vasculares, de este modo, en las arterias, se considera que una de las patologias
mads graves es la aterosclerosis, una enfermedad cronica que se caracteriza por la deposicion de
grasas, colesterol, calcio y otras sustancias en la capa intima de las arterias [25], asi, cuando
estos depdsitos son lo suficientemente grandes pueden causar heridas al interior del conducto
vascular, lo que activa la cascada de coagulacién en la parte interna de dicho conducto, y finaliza
con la formacién de un codgulo de sangre llamado trombo, por lo tanto, resulta importante
entender el mecanismo de formacion de la aterosclerosis, el proceso de coagulacion de la sangre,
y finalmente, el proceso de formacién de trombos en los conductos vasculares con el fin de
determinar cudl es el tratamiento més adecuado para cada paciente. [25, 26, 41].

2.4.1. Aterosclerosis

La aterosclerosis es una patologia que suele ser relacionada con el corazén, sin embargo,
puede ocurrir en cualquier arteria del cuerpo y se refiere a una obstruccién de éstas por
acumulacion de grasas, colesterol, y plaquetas como se muestra en la Figura 2.10, teniendo
como consecuencia la obstruccion y endurecimiento de estos conductos vasculares, de este
modo, cuando el conducto estd totalmente obstruido, el flujo sanguineo se vera restringido,
condicién conocida como isquemia, lo que causa qué las células no tengan suficiente oxigeno y
se produzca una hipoxia [41-43].

El progreso de esta patologia es lento, y se sabe que los factores principales que afectan
su evolucidn incluyen el tabaquismo, hipertension, herencia familiar, obesidad, diabetes, alto
consumo alcohdlico, falta de actividad fisica y alta circulacién de lipidos en la sangre, asi,
los tratamientos para esta patologia incluyen cambio en la dieta y ejercicio, ademas , si es lo
suficientemente grave, su tratamiento puede incluir una angioplastia o una cirugia de derivacién
coronaria [25].
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Figura 2.10: (a) Representacion de la aterosclerosis en una arteria, (b) Micrografia de una placa formada
en una arteria coronaria (Imagen adaptada de [25])

2.4.2. Trombosis y embolia

La trombosis es una patologia corporal que estd asociada a problemas cardiovasculares como las
enfermedades isquémicas del corazén, accidentes cardiovasculares y tromboembolismo, siendo
la responsable directa de estos tres desordenes [2], razén por la cual es de vital importancia
estudiar dicha patologia debido a la alta tasa de muertes que se presentan en el mundo por
enfermedades de este tipo [1].

El mecanismo de formacién y transporte de trombos en la sangre no es del todo conocido, sin
embargo, a través de los dltimos cincuenta afios se han desarrollado algunos modelos que tratan
de explicar dichos fendmenos mediante un mecanismo en el cual la formacién de un trombo en
el sistema vascular del cuerpo es consecuencia de la activacion de la cascada de coagulacion al
interior de las venas o arterias [38]. En una primera aproximacidn, esta activacion se da cuando
se presenta una herida al interior de los conductos vasculares, lo que genera en la primera
etapa del mecanismo una respuesta inmunoldgica en el cuerpo que trata de cerrar dicha herida
produciendo trombina en este lugar, etapa es conocida como iniciacidn, la cual es seguida de
una etapa de amplificacion, en la que la trombina liberada activa la cascada de coagulacion en
la sangre, finalmente, comienza una produccién masiva de trombina en el lugar de la herida,
lo que promueve el mecanismo de ruptura del fibrinégeno en fibrina, y esta ultima forma una
plaqueta que, al crecer indefinidamente al interior de la vena o arteria, produce la trombosis, por
otra parte, la embolia es una consecuencia natural de la trombosis, y consiste en la migracién
del trombo desde su lugar de origen hasta los distintos caminos del sistema circulatorio [44—46].

En la Figura 2.11 se observa la intervencion quirtrgica de un paciente con un accidente
cerebrovascular agudo, se distinguen en ella el codgulo y su efecto de interrupcion del flujo (a),
el efecto de la recanalizacion del conducto luego de la intervencion quirtrgica (b) y el codgulo
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extraido (c), como se observa en la figura, algunos patologias cardiovasculares requieren de
intervencion quirdrgica debido al avance mismo ésta, y dependiendo de su naturaleza, dichas
intervenciones podran ser a través de stents o, en algunas ocasiones, el reemplazo total del
conducto vascular afectado.

Figura 2.11: (a) Fotografia de un accidente cerebrovascular agudo causando un defecto de llenado
lineal dentro de la arteria, (b) recanalizaciéon completa luego de la captura del coagulo con un stent,
(c) fotografia del codgulo atrapado con el stent [47].

Por otra parte, la formacién de una herida al interior del sistema vascular del cuerpo no es
la dnica forma en que se origina una trombosis en el mismo, por ejemplo, los pacientes
intervenidos quirdrgicamente para reemplazar parte de este sistema por un injerto vascular
artificial enfrentan con muy altas probabilidades el problema de que una trombosis se presente
nuevamente, pero esta vez sobre la superficie del material que se ha implantado en el cuerpo,
reportdndose cifras de fallas de 63.5 % cuando los injertos tienen didmetros inferiores a 6 mm
[16], o cuando los injertos son puestos en areas de poco flujo sanguineo [48], dicho fendmeno
de formacion de plaquetas, y posterior adhesion de trombos sobre el material se explica debido
a la alteracion del equilibrio termodindmico que se da cuando la sangre entra en contacto con
un material extrafio [49, 50], lo que interviene en la estructura natural de la sangre y reorganiza
las moléculas de agua presentes en ésta mientras las separa de las moléculas de proteina que son
mds afines quimicamente con el material del implante, de este modo, estas proteinas comienzan
a depositarse sobre la superficie interna del material y, una vez estos depdsitos de proteinas son
lo suficientemente grandes, estos forman plaquetas sobre la superficie del injerto y una posterior
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trombosis como se muestra en la Figura 2.12 [51, 52].

ePTFE

Figura 2.12: Segmento de implante cardiovascular fabricado con ePTFE con deposicién de codgulos

[52].

2.4.3. Tratamientos para las enfermedades cardiovasculares

Existen varios tratamientos para las enfermedades cardiovasculares dependiendo de cudl sea
la naturaleza de la misma y los factores asociados a dichas enfermedades como la obesidad,
el consumo de tabaco, la edad, entre otras [41, 53], en especifico, cuando la enfermedad esta
relacionada con la obstruccion de un conducto vascular, los tratamientos estaran enfocados en
el uso de farmacos o de stents que permitan la continuidad del flujo sanguineo, sin embargo, en
el caso de la intervencidn con un stent, los leucocitos migran dentro de la capa de musculo liso
del conducto, secretando citocinas y factores de crecimiento que promueven la proliferacion
de células musculares lisas y la migracion y produccién de matriz extracelular, resultando
todo esto en hiperplasia neointimal y contribuyendo a la restenosis [51]. Por otra parte, si la
enfermedad estd relacionada con problemas de coagulacion, su tratamiento consistird en el uso
de farmacos anticoagulantes [54], no obstante, en el caso de que el conducto vascular requiera
ser reemplazado, se tendrd que disponer de un injerto vascular, para lo cual la alternativa mas
comun es la implantacion de injertos vasculares aut6logos, los cuales se han visto limitados
debido a la poca cantidad de tejido que puede ser extraido de los pacientes, sumado a los
largos tiempos de espera que requiere su acondicionamiento fisico y celular [14], de este
modo, los tratamientos mds modernos consisten en el disefo, funcionalizacién e implantacién
de injertos vasculares artificiales, los cuales deben cumplir con varias propiedades como la
biocompatibilidad y propiedades mecédnicas que puedan mimetizar el comportamiento de un
conducto vascular natural.

2.5. Biomateriales

A pesar de que la definicién de biomaterial ha evolucionado desde sus primeras investigaciones,
estos se pueden entender como todos aquellos materiales naturales o sintéticos que estan
destinados a soportar o tomar la funciéon completa de algun tejido no funcional en el cuerpo
humano, y su desarrollo ha estado presente en la ingenieria desde hace aproximadamente 70 u
80 afios, por lo que se le considera un ciencia relativamente nueva [55], sin embargo, existen
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registros del uso de biomateriales que datan de miles de afios atrds, incluidos ojos de vidrio,
narices metélicas y dientes de marfil encontrados en momias egipcias o esqueletos hallados en
Teotihuacan como la que se muestra en la Figura 2.13, donde se observa el esqueleto de una
mujer de aproximadamente 40 afios con un implante dental que data de hace aproximadamente
1600 afios en Teotihuacan (Mexico) [56].

Figura 2.13: Mujer de Teotihuacan con implantes dentales [56]

Actualmente la definicién de biomaterial ha evolucionado segtn el desarrollo de la quimica, la
biologia, la ingenieria y la medicina, asi, uno de las primeras definiciones, acuiada por la Junta
Consultiva de la Universidad de Clemson para Biomateriales en 1976 defini6 a los biomateriales
como una “sustancia sistémica y farmacolégicamente inerte disefiada para implantacion o
incorporacion en sistemas vivos”, luego, en 1999, la Sociedad Europea de Biomateriales, en la
Primera Conferencia de Consenso definié un biomaterial como un “material no viable utilizado
en un dispositivo médico, destinado a interactuar con sistemas bioldgicos”, y posteriormente
refino dicha definicién en la Segunda Conferencia de Consenso en 2005 como un “material
destinado a interactuar con los sistemas bioldgicos para evaluar, tratar, aumentar o reemplazar
cualquier tejido, 6rgano o funcién del cuerpo” [56]', finalmente, en la dltima Conferencia
de Consenso, realizada en 2018, se han tenido en cuenta algunos aspectos para actualizar
dicha definicion y, para esto, el centro de atencidén se concentrd en las propiedades de los
biomateriales, de este modo, se considera como biomaterial a todos los materiales que puedan
cumplir con el siguiente listado de propiedades [57]:

Que sea biocompatible, es decir, que no sea toxico, carcinogénico, alérgico, etc.

* Que tenga propiedades fisicas similares a las del tejido a tratar o reemplazar (densidad,
forma, porosidad, rugosidad, etc.).

* Que tenga propiedades mecdnicas apropiadas segun la aplicacion.

* Que tenga una vida util apropiada segun el tejido u érgano tratado.

* Que tenga propiedades quimicas similares a las del tejido a tratar (Hidrofébicidad o

hidrofilicidad, grupos funcionales, etc.).

lTodas las definiciones dadas fueron tomadas textualmente del libro Fundamentals of Biomaterials, Vasif Hasirci y Nesrin Hasirci, 2009
[56] con el fin de no alterar las definiciones dadas por las diferentes entidades académicas mencionadas.
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* Que sea procesable y esterilizable sin dificultades.

* Que tenga bioactividad apropiada segun la aplicacion, es decir, ser mayoritariamente
inerte, pero puede tener cierta bioactividad inducida para cumplir alguna funcién
especifica (por ejemplo, superficies funcionalizadas para evitar la coagulacién en
implantes vasculares).

* Que sea econémico y esté disponible.

Teniendo en cuenta todas estas propiedades, se puede observar entonces que los biomateriales
comprenden una amplia gama de disciplinas, que unen a la biologia, la quimica, la fisica, la
ingenieria y la medicina [58], y tienen como objetivo principal el desarrollo de dispositivos
médicos comuinmente utilizados en prétesis ortopédicas, dentales, oftalmoldgicas, cirugia
reconstructiva o implantacién de injertos vasculares, ademds de abarcar también materiales
para suturas quirurgicas, bioadhesivos o cementos para hueso, y para ello, el camino que deben
seguir los biomateriales comprendera el disefio ingenieril del mismo, pruebas in vitro o in vivo,
adaptacion clinica y, finalmente, la produccion industrial del dispositivo como se muestra en la
Figura 2.14 [55].

Investigacion Ingenieria para Ensayos Aprobacion
en el desarrollo preclinicos y regulatoria

biomateriales del dispositivo clinicos
médico

*  Quimica

» Fisica

* Biologia

* (Ciencia de los
materiales

Figura 2.14: Camino desde la investigacién basica en biomateriales, a dispositivos médicos, y la
aplicacion clinica. (Imagen adaptada de [55])

En la Figura 2.15 se puede observar una amplia variedad de aplicaciones que relacionan
los biomateriales con distintas partes del cuerpo, abarcando desde materiales metélicos para
tornillos o remplazo total de cadera, como materiales cerdmicos para huesos, hasta polimeros
de diferentes naturalezas para reparacion de cartilago, ligamentos o partes del sistema vascular,
por lo tanto, el tipo especifico de biomaterial que se desee fabricar dependera exclusivamente de
la parte del cuerpo que se desee tratar, y de la aplicacion especifica que cumplird en esta parte
del cuerpo, de tal forma que todas las propiedades mencionadas previamente se cumplan. En
las proximas secciones, se enfatizard en los injertos vasculares, y especificamente, se trataran la
fibroina de seda y el polivinil alcohol como materiales viables para la fabricacion de los mismos.
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Figura 2.15: Aplicaciones mds comunes de biomateriales en el cuerpo humano (Imagen adaptada de

[591)

2.5.1. Injerto vascular

Un injerto vascular es un dispositivo tubular destinado al reemplazo de conductos vasculares
afectados por enfermedades coronarias [60-64], estos dispositivos pueden ser autélogos o
artificiales. Los injertos vasculares autélogos consisten en tejidos extraidos y adaptados de los
pacientes, por otra parte, los injertos vasculares artificiales consisten en materiales poliméricos
que tratan de mimetizar las propiedades bioldgicas y mecanicas de los conductos vasculares
nativos, asi, basado en las limitaciones que resultan del acondicionamiento de los injertos
autélogos, un nuevo enfoque ha tomado protagonismo en el desarrollo de injertos vasculares,
en el cual se pretende fabricar dicho injerto con biopolimeros naturales, teniendo en cuenta que
el uso de estos incluye un amplio espectro de aplicaciones debido a la complejidad del sistema
circulatorio y la funcion especifica que tendria el material de reemplazo [61].

2.5.1.1. Biomateriales utilizados para fabricar injertos vasculares artificiales

Para que un material sea considerado como apto para implantarse, éste debe cumplir
algunas propiedades generales como resistencia a las infecciones, biocompatibilidad, buenas
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propiedades mecdnicas y resistencia a la abrasion [65].

En la actualidad existe una diversidad de materiales poliméricos utilizados para fabricar injertos
vasculares, entre los que se destacan el politetrafluoroetileno expandido (ePTFE) [11, 66],
polivinil alcohol (PVA) [20, 22, 67-69] y poliuretanos de diferentes naturalezas [15, 70-73],
teniendo estos ultimos un particular protagonismo debido al buen balance que presentan entre
las propiedades mecdnicas y la biocompatibilidad, ademds de comportarse mecanicamente de
forma similar a los conductos vasculares nativos y teniendo mejor desempeiio si se compara con
otros materiales [74, 75], sin embargo, en algunos estudios se ha logrado encontrar que estos
tienden a degradarse en el cuerpo causando aneurismas [76], lo que pone en duda su uso en la
fabricacion de implantes vasculares artificiales.

Basado en lo anterior, recientemente se ha planteado la idea de fabricar injertos vasculares
con biopolimeros naturales [61], ya que estos se caracterizan por su alta biocompatibilidad,
entre ellos, la fibroina se caracteriza ya que debido a su estructura quimica, la incorporacién
de biomoléculas como la heparina, se logra facilmente a través de los grupos reactivos de esta
proteina [19, 77, 78], sin embargo, su limitacion principal consiste en la disminucién de su
resistencia mecdnica cuando se solubiliza en sistemas ternarios, por tal motivo, esta proteina
suele ser usada en forma de mezcla con otros polimeros que ayuden a mejorar estas propiedades
mecdnicas [21, 22, 67, 79-81]. Por otra parte, el polivinil alcohol ha ganado popularidad debido
a que sus propiedades mecdnicas se pueden adaptar dependiendo de la forma en que se procese
[82-85], haciendo a este material muy versétil para diferentes aplicaciones, incluyendo las
mezclas con fibroina.

2.5.1.1.1. Fibroina como biomaterial para la fabricacion de injertos vasculares

La fibroina es una proteina que puede ser extraida del capullo del gusano de seda Bombyx
Mori, y su uso ha sido reportado por mas de 3000 afios en la producciéon de prendas de
alta resistencia [86], su estructura quimica se caracteriza por la repeticion de la secuencia
de amino 4cidos glicina-alanina-glicina-alanina-glicina-serina (Gli-Ala-Gli-Ala-Gli-Ser), los
cuales se organizan en una estructura de ldmina-( antiparalela como se muestra en la Figura
2.16 [19]. Esta configuracién resulta particularmente interesante ya que la formacién de enlaces
de hidrégeno inter e intramoleculares, sumado a las fuerzas de Van der Walls fuertes que se dan
entre las ldminas-/3 le proporcionan a este material una estabilidad estructural que se refleja en
la resistencia mecanica del mismo cuando se utiliza como seda [87, 88].

La composicidn de la fibroina se divide principalmente de glicina y alanina, y presenta 3 cadenas
polipeptidicas principales; la cadena pesada, que pesa alrededor de 391 kDa, la cadena ligera,
que pesa alrededor de 25.8 kDa y estd asociada a la cadena pesada a través de un tnico enlace
disulfuro, y la P25, que pesa alrededor de 25 kDa y estd asociada a la cadena pesada a través
de interacciones hidrofébicas, ademads , las propiedades mecénicas de la fibroina se atribuyen
principalmente a la cadena pesada [89], de este modo, en dicha cadena, la composicién de
aminodcidos no reactivos representa la mayoria de residuos, ocupando mds del 75 % de su
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Figura 2.16: Estructura de laminas-£ antiparalelas de la fibroina, compuesta principalmente por la
secuencia de aminoacidos Gli-Ala-Gli-Ala-Gli-Ser [19].

composicién molar, sin embargo, como se muestra en la Tabla 2.3, esta cadena tiene otros
grupos funcionales reactivos como acido aspértico, dcido glutdmico, serina, treonina y tirosina,
los cuales representan juntos aproximadamente el 19 % de su composicion, haciéndola viable
para realizar una inmovilizacién de moléculas bioactivas como la heparina.

A pesar de lo anterior, algunos autores han reportado problemas con las propiedades mecanicas
de la fibroina cuando ésta no se trabaja como seda sino como material regenerado [88, 90—
94], lo que cominmente se logra solubilizando esta proteina en un sistema ternario HyO:
C3H50H:CaCl, (8:2:1) o en soluciones altamente i6nicas como las de LiBr, que posteriormente
pasan por un proceso de didlisis y evaporacion de solvente, de este modo se genera un material
quebradizo y poco util para aplicaciones biomedicas. Con lo anterior, la fibroina tendria
mads relevancia como material para la fabricacion de implantes vasculares si se aprovecha su
estructura molecular como medio de anclaje para moléculas bioactivas como la heparina, lo
anterior se explica debido a la presencia de algunos aminodcidos reactivos de su estructura
molecular tales como serina, treonina, tirosina, dcido aspdartico y acido glutdmico, los cuales le
permiten a esta proteina ser modificada superficialmente mediante la inmovilizacion de heparina
sobre su superficie utilizando el acople de carbodiimida o aprovechamiento de interacciones
electrostéticas [95, 96], asi, para el caso particular de la fibroina, es posible activar primero
la heparina con N-hidroxisuccinimida (NHS) para luego anclarla de forma covalente sobre la
fibroina [97] y lograr su funcionalizacién superficial sin necesidad de recurrir a técnicas mas
complejas como la funcionalizacion con plasma o via amindlisis [16], de este modo, una vez
usada la fibroina como medio para anclar la heparina, sus propiedades mecanicas pueden ser
mejoradas formulando mezclas con otro polimero como el polivinil alcohol (PVA).
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I 02
Metionina 4 0.1
Fenilalanina 29 0.6
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Serina 635 12.1
Treonina 47 0.9
— 11 0.2
Tirosina 277 53
Valina | 97 1.8

Tabla 2.3: Composicion promedio de aminodcidos encontrados en una cadena de fibroina, se distinguen
en verde (H): aminodcidos reactivos con un porcentaje en mol inferior al 0.5% . En morado (M):
aminodcidos reactivos con un porcentaje en mol superior al 0.5 % (Tabla adaptada de [19])

2.5.1.1.2. Polivinil alcohol como biomaterial para la fabricacion injertos vasculares

El polivinil alcohol (PVA) es un polimero cuya estructura quimica se caracteriza por tener un
grupo hidroxilo libre en su unidad primaria conocida como vilnil alcohol, la cual, cuando
se encuentra como mondmero tiende a ser inestable, y a reorganizarse en su tautdmero
acetaldehido, asi, la forma tradicional de producir PVA se da por la polimerizacién del vinil
acetato a polivinil acetato, seguido de un proceso de hidrdélisis que tiene como producto final
el PVA [98], de este modo, en la produccién industrial de PVA, el grado de hidrélisis de este
polimero dependerd de lo completa que sea la reaccion mostrada en la Figura 2.17, y dicho
parametro afectard las propiedades finales del PVA, impactando directamente su solubilidad
y cristalinidad como se muestra en la figura 2.18, donde se observa la solubilidad del PVA en
agua con respecto a su grado de hidrélisis, en ésta se puede notar como altos grados de hidrélisis
disminuyen la solubilidad del PVA a 20°C y 40°C, teniendo asi que aumentar la temperatura
por encima de 70°C para lograr una completa disolucién de este polimero [69].

En aplicaciones biomédicas y farmacéuticas, el PVA se usa ampliamente debido a que no es
citotoxico, y puede ser altamente bioadherente [69], ademds de que su facil procesamiento
permite obtener aplicaciones ajustables a las necesidades especificas de las diferentes
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Figura 2.17: Polimerizacion de vinil acetato, seguido de hidrdlisis del mismo para la producciéon de PVA
(Figura adaptada de [98])

investigaciones, ya sea como material biodegradable [84, 99], liberadores de farmacos [79],
estructuras de andamio [82], o fabricacién de dispositivos para aplicaciones cardiovasculares
[100-103], por lo tanto, dependiendo del tipo de aplicacién que se busque, el PVA debe
ser entrecruzado con el fin de obtener las propiedades mecanicas deseadas [104], asi, para
lograr este objetivo, tradicionalmente se utilizan mono o dialdehidos como glutaraldehido,
acetaldehido, formaldehido, entre otros, dando como resultado la reaccién que se muestra
en la Figura 2.19. Este esquema de reaccion es de gran relevancia debido a que este
tipo de entrecruzamiento es el preferido al momento de utilizar el PVA como medio de
soporte de proteinas funcionalizadas, ya que otro tipo de sustancias de entrecruzamientos
como el 4cido citrico, o cualquier otro tipo de 4cidos resultan en la inactivacién de las
proteinas funcionalizadas, haciendo pricticamente inviable la preparacién de sistemas tipo
fibroina-heparina/PVA [105].
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Figura 2.18: Solubilidad del PVA como funcion del grado de hidrélisis a 20°C y 40°C (Figura adaptada
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Figura 2.19: Mecanismo de reaccion entre el PVA y glutaraldehido [105]
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2.5.1.2. Funcionalizaciéon superficial de biomateriales destinados a la fabricacion de
injertos vasculares

Cuando un material extrafio, como los polimeros mencionados en secciones anteriores, entra
en contacto con la sangre, las proteinas en ésta tienden a adsorberse sobre la superficie de
dicho material, dado que la interaccién sangre-polimero es favorable termodindmicamente a la
formacion superficial de plaquetas, y por lo tanto, favorece la formacién de trombos [50], por
esta razon, funcionalizar la superficie de estos materiales es indispensable para evitar que se
formen plaquetas sobre la superficie de los mismos, para esto, la estrategia principal consiste en
inmovilizar farmacos anticoagulantes, como la heparina, sobre la superficie del polimero.

Existen varios métodos para funcionalizar la superficie de los injertos vasculares poliméricos
utilizando heparina [106], sin embargo, todos estos métodos se pueden agrupar en dos grandes
categorias: inmovilizacion fisica por interacciones electrostaticas, en la cual se aprovecha la
alta carga negativa de la heparina para adherirla a una superficie cargada positivamente, y la
inmovilizacién quimica, en la cual se busca introducir un grupo funcional sobre la superficie
del polimero y acoplar a éste la heparina a través de enlaces covalentes. En la Figura 2.20
se esquematizan ambas formas de funcionalizacién, en ella se puede observar que cuando se
funcionaliza a través de aprovechamiento de interacciones electrostaticas (Figura 2.20a), se
aprovecharan los grupos sulfato de la molécula de heparina, que estdn cargados negativamente
para permanezcan anclados a una superficie previamente cargada positivamente, por otra parte,
en el caso de la funcionalizacion por formacién de enlaces covalentes (Figura 2.20b), la heparina
se activa previamente para crear un puente de anclaje entre ésta y el material de interés, y
para este propoésito, el material en cuestion debe tener grupos reactivos para que la reaccion
pueda ocurrir [107], de este modo, dichos grupos pueden ser inherentes al material, como
las aminas primarias terminales de las proteinas, o introducidos en la superficie de éste a
través de tecnologias como el plasma o reacciones quimicas como la aminolisis [108, 109].
Noétese ademads , que a diferencia de la funcionalizacién por aprovechamiento de interacciones
electrostéticas, la funcionalizacién por formacién de enlaces covalentes aprovecha los grupos
dcido carboxilico de la heparina, debido a que es comin que dicho grupo se utilice para la
formacion de enlaces amida como puente de anclaje con el material de interés [9, 12, 110-112].
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Figura 2.20: Esquemas de funcionalizacién por aprovechamiento de interacciones electrostéticas y por
formacién de enlaces covalentes (Ilustracién propia)



2.5. BIOMATERIALES 41

2.5.1.3. Mecanismo de accion de la heparina

como se ha mencionado previamente, entre los distintos anticoagulantes conocidos hasta el
momento, la heparina es el més utilizado tanto como farmaco inyectable, como sustancia
para la funcionalizacién de distintos materiales y dispositivos médicos que tienen contacto
con la sangre [54, 113, 114], de este modo, entender su quimica y accién bioldgica resulta
indispensable.

La heparina es el miembro mds altamente sulfatado de la familia de los
glicosaminoglucuronanos [114], lo que le da una alta carga negativa y le permite interactuar
electrostdticamente con varias proteinas como factores de crecimiento, proteasas y quimiocinas
[4]. Su estructura quimica se caracteriza por la repeticion de la unidad trisulfatada de
disacdridos mostrada en la 2.21:

0805~
- o) 0
2
OH 0 OH
0
0S05” NHSO;™

Figura 2.21: Unidad repetitiva de risacdrido trisulfatado presente en la estructura de la heparina. [115]

Este polisacirido normalmente se obtiene por extracciéon de la mucosa porcina o bobina, y
desde esta fuente se logra una mezcla polidispersa que contiene cadenas de diferentes pesos
moleculares [114, 115], entre las cuales, se ha logrado demostrar que la repeticion de 5
unidades de monosacaridos mostrada en la Figura 2.22 es la que posee actividad anticoagulante
[116, 117], propiedad que es atribuida a la formacién de enlaces entre ésta y la antitrombina-III
(A-TII), lo que da como resultado la catélisis de la accion de la AT-III para neutralizar la
trombina y prevenir la ruptura del fibrinégeno en fibrina [3], sin embargo, esta parte del
mecanismo de accidén no es del todo conocida, y se ha hipotetizado que dicho fendmeno se
puede modelar de 3 maneras segtin se muestra en la Figura 2.23 [118]:

1. La heparina se enlaza primero con la AT-III, y todo este complejo se enlaza a la trombina.

2. La heparina se enlaza primero a la trombina, y posteriormente este complejo completo se
enlaza a la AT-1II.

3. Ocurre un enlazamiento simultaneo entre la AT-III y la trombina con la heparina.

Para entender mejor estos tres modelos, vistos desde la perspectiva molecular, se considera
la representacién mostrada en la Figura 2.24, la cual corresponde a un esquema ideal de una
cadena de heparina y en la que se pueden reconocer tres dominios principales alrededor de la



42 CAPITULO 2. MARCO TEORICO

3

O——CHj
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Figura 2.23: Mecanismos hipotéticos de la interaccion heparina-AT-III (Imagen adaptada de [118]).

misma: dominio N-acetilado (NA), dominio N-sulfatado (NS) y el dominio mixto (NA/NS),
entre estos, el dominio NS es el que contiene la secuencia de pentasacdridos (AT-bd) mostrados
en la Figura 2.22, y que es responsable de la actividad anticoagulante de la heparina, secuencia
caracterizada por un monosacdrido central trisulfatado, considerado el marcador del sitio activo,
y que actda directamente en la inhibicion del Factor Xa y la trombina, las cuales son las tdltimas
dos proteasas de la cascada de coagulacién [119].

Finalmente, la consecuencia de cualquiera de estos 3 modelos es la misma, es decir, se produce
un efecto catalitico en la accion de la AT-III, y esto evita que el fibrindgeno produzca fibrina,
por lo tanto, se evitard la formacién de plaquetas y de trombosis en los sitios donde esté presente
la heparina.
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Figura 2.24: Representacion ideal de la cadena de heparina donde se reresentan los dominios N-acetilado
(NA), N-sulfatado (NS) y el domino mixto (NA/NS) [119]

2.6. Caracterizaciones y evaluaciones asociadas a los injertos

vasculares artificiales

Existen diversas técnicas relacionadas con la caracterizacion y evaluacién de los materiales
destinados a la fabricacion de injertos vasculares artificiales, asi, en las siguientes secciones se
hard una breve descripcion de algunas de las técnicas con las que se caracterizaron los materiales
formulados en el presente proyecto con el fin de evaluar y comparar dichas propiedades con las
de un conducto vascular nativo u observar la eficacia de la biofuncionalizacion.

2.6.1. Espectroscopia Infrarroja por transformada de Fourier

La espectroscopia infrarroja se usa para identificar la presencia de algunos grupos funcionales
en las moléculas segin los cambios energéticos que se dan en éstas cuando realizan una
transicion entre estados vibracionales o rotacionales como se muestra en la Figura 2.25 [120],
para ello, esta técnica utiliza energias de radiacién con nimeros de onda entre 12800 cm~1 y
10 cm™ 1, sin embargo, el rango mds utilizado en la identificacién molecular corresponde al que
va desde 4000 hasta 670 cm™1 y, dependiendo del grupo funcional especifico, se dard un modo
vibracional que se podrd observar en su correspondiente nimero de onda en un espectro IR.
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Figura 2.25: Vibraciones moleculares tipicas entre pares de d&tomos, los signos + y - indican movimientos
hacia el plano en las dos direcciones perpendiculares al mismo (Imagen adaptada de [120])

Para el caso particular del presente proyecto, esta técnica ha sido utilizada para determinar
la configuracion estructural de la fibroina extraida, para determinar las interacciones
fibroina-PVA-glicerol cuando se prepararon las superficies Fibroina/PVA, y para determinar
la formacién de nuevos enlaces amida cuando se hace el acople de la heparina sobre la fibroina,
por lo tanto, la explicacién de cada una de estas caracterizaciones se hard en el capitulo
correspondiente al estudio en cuestion.

2.6.2. Microscopia electronica de barrido

La microscopia electronica de barrido hace parte de las técnicas de obtencion de imédgenes de
alta resolucién que utilizan electrones en lugar de luz, para este propoésito, dichos electrones son
producidos desde fuentes como filamentos de tungsteno, LaBg, emisores Schottky, entre otras,
ademds , para la deteccion de las imdgenes, se utilizan lentes magnéticos axialmente simétricos.
Esta técnica de microscopia es ampliamente utilizada en la ciencia para la observacién
superficial de diferentes tipos de materiales o tejidos bioldgicos, en el caso particular del
presente proyecto, esta técnica fue utilizada para la observaciéon de la morfologia de las
superficies a base de fibroina.
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2.6.3. Analisis termogravimétrico

Los andlisis termogravimétricos se usan cominmente para estudiar los cambios de peso de
una muestra dada como funcién de la temperatura en una atmoésfera controlada, este tipo de
andlisis puede dar informacion cuantitativa relevante de las temperaturas de descomposicion,
oxidacion, vaporizacion, sublimacion y desorcion de diferentes tipos de muestras [120]. Un
equipo tradicional de andlisis termogravimetrico estd compuesto por una microbalanza para
medir la masa en funcién del tiempo o la temperatura, un horno, un sistema de purga de gas
inerte o reactivo segin la necesidad del andlisis, y un sistema de control por computador,
finalmente, luego del andlisis, se obtiene un resultado similar al que se ejemplifica en la
Figura 2.26b, en la cual se observa la cuantificacion total de voldtiles y carbono total en una
muestra de ejemplo. En el caso del presente proyecto, dicha técnica fue usada para estudiar
la descomposicion de la fibroina como funcién de la temperatura y la descomposicion de las
muestras biofuncionalizadas para la verificacion de las mismas.
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Figura 2.26: Esquema de los componentes de un TGA y ejemplo de un andlisis termogravimetrico
(Imagen adaptada de [120])

2.6.4. Ensayos de traccion

Los ensayos de traccion son un tipo de prueba mecdanica que se realiza con el fin de monitorear
como un material se deforma en funcién de una fuerza aplicada a una velocidad de deformacion
constante [121], para ello, se considera una barra de cualquier material como se muestra en la
Figura 2.27, asi, cuando se aplica un fuerza sobre este material, el esfuerzo aplicado estard dado
por la Ecuacién 2.1:

F(N)

E(MPa) = Al

2.1

Donde:
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Figura 2.27: Esfuerzo de tension generado en una barra rectangular (Imagen tomada de [121])

De este modo, la deformacién dl generada en una barra de longitud [, al aplicar un esfuerzo F
estard dada por la ecuacién 2.2 como se muestra en la Figura 2.28:

dl
S =_ 2.2)
lo
P [y (mm) -
(a)
I, (mm)
(N) F (N)
4 ! i -
B Iy (mm) -
(b)

Figura 2.28: Barra rectangular antes y después de aplicar un esfuerzo de deformacién (Imagen tomada
de [121])

En el caso de los polimeros, existen varios parametros que pueden afectar el comportamiento
mecanico del material como la cristalinidad, grado de entrecruzamiento, la orientacion de las
cadenas poliméricas, entre otros [122], por lo tanto, la clasificacion de cada polimero dependera
del balance que haya entre estos factores y su comportamiento podrd ser como se muestra en
la Figura 2.29, en la que se ilustra el comportamiento tipico de un material sometido a un
esfuerzo constante, y donde se identifican las respuestas cldsicas de dicho material, es decir,
el modulo eléstico, el cual da idea de la rigidez del polimero, y corresponde a la pendiente
de toda la primera zona lineal de una curva esfuerzo vs deformacidn, el limite elastico, el
cual es el valor de esfuerzo maximo en el cual se cumple la linealidad mencionada, y da una
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idea del maximo esfuerzo que se puede aplicar a un material sin que éste tenga deformaciones
plésticas, la resistencia a la traccidn, el cual es el valor de esfuerzo al cual el material comienza
a deformarse de forma permanente, la elongacion en la ruptura o falla, que es el porcentaje
maximo de estiramiento del material antes de su ruptura, y el esfuerzo de ruptura, el cual
corresponde al valor de esfuerzo en el mdximo porcentaje de elongacién [121-124]. En el
caso del presente proyecto, estos ensayos se utilizaron para caracterizar el médulo eldstico,
limite eldstico, resistencia a la traccion y la elongacion en la ruptura de todos los materiales
formulados.

Resistencia a la traccion

e

Punto de ruptura
Esfuerzo de falla

A

[+]
\

A

<
[a
2 10+ /
8
5 8+ Punto de falla
> -z
E 64 Deformacion en la ruptura
4 4 Deformacion en
la falla
2 -
0 y .
0 as 1 15 2 25 3 35

Deformacion (%)

Figura 2.29: Curva tipica esfuerzo vs deformacion (Imagen adaptada de [121])

2.6.5. Angulo de contacto

La humectabilidad es una propiedad superficial de los materiales que afecta las respuestas
bioldgicas de estos cuando son implantados, y se ha encontrado en diversos estudios que las
superficies hidrofilicas tienden a mejorar las primeras etapas de la adhesidn, proliferacién y
diferenciacion de diferentes tipos de células en comparacién con las superficies hidrofébicas
[111, 125-129], de este modo, caracterizar esta propiedad superficial es indispensable en todos
los materiales destinados al contacto con el cuerpo, lo que se hace a través de la medicion del
dngulo de contacto (0), el cual se define como el dngulo que se forma en el lugar donde se
unen tres fases [130], por ejemplo, en la unién sélido-liquido-gas como se muestra en la Figura
2.30, en la cual se observa que esta propiedad depende también de la tension superficial () del
liquido que estd en contacto con el material, propiedad que puede entenderse como una fuerza
perpendicular a la superficie de un liquido y que apunta hacia el interior del mismo con el fin
reducir el area de la interfaz de éste, asi, cuando se hace el balance de fuerzas interfaciales
s6lido-gas (v5%), sélido-liquido (v5T) y liquido-gas (vX%), se puede obtener el dngulo de
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contacto de un liquido respecto a un solido segtn la ecuacién de Young como se muestra en la
Figura 2.30 [131].
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Figura 2.30: Ecuacién de Young para la determinacion del angulo de contacto (Imagen adaptada de

[131])

Existen diversas formas de medir el dngulo de contacto, ya sea de forma directa utilizando
equipos opticos que calculan esta propiedad a través de la ecuacién de Young, o de forma
indirecta a través de medidas de la fuerza de tension superficial segin la ecuacion de
Laplace utilizando el plato de Wilhelmy [130], siendo el primer método ventajoso para
sistemas bioldgicos ya que éste permite depositar gotas del liquido de interés (agua, plasma
sanguineo, soluciones, etc.) directamente sobre la superficie del tejido o biomaterial que se esta
estudiando, obteniéndose asi una aproximacion més real del sistema, de este modo, la medida de
mojabilidad dependera del angulo 0 que se forme entre el liquido y el s6lido como se muestra en
la Figura 2.31, en donde se observa una superficie altamente hidrofilica (Figura 2.312a), donde
la gota de liquido se esparce totalmente sobre el s6lido, una superficie parcialmente hidrofilica
(Figura 2.31b), donde el esparcimiento de la gota de liquido sobre el sélido es limitada, y una
superficie hidrofébica, donde la gota no se esparcird sobre la superficie del s6lido, o lo hara
muy poco (Figura 2.31c¢), asi, a pesar de existir algunas diferencias en la comunidad cientifica
acerca de esta definicion, la mayoria de autores definen la mojabilidad de un sistema en base al
angulo 6 de la siguiente manera [131]:

1. Si @ = 0, el liquido moja completamente la superficie del sélido.
2. Si0 < 6 < 30, el liquido moja la superficie del sélido.
3. Si30 < 0 <89, el liquido moja parcialmente el sélido.

4. Sif > 90, el liquido no moja la superficie del sélido.
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(a) (b) ()

Figura 2.31: Modelo de una gota de liquido sobre una superficie solida [131]



Capitulo 3

Obtencion y Caracterizacion de Fibroina

3.1. Introduccion

La fibroina es una proteina secretada por varias especies de gusanos de seda conocidas como
Bobyx Mori para fabricar sus capullos, en este proceso, el gusano de seda produce dicha proteina
desde su gldndula posterior y, paralelo a esto, esta especie produce sericina desde su glandulas
media y anterior. En el capullo, la fibroina es el principal constituyente, equivalente a un
porcentaje entre 70-80 %, el resto de la masa del capullo, corresponde a la sericina, la cual
funciona como adhesivo en el capullo y mantiene unida toda su estructura [89].

Como material, la fibroina tiene diversas aplicaciones, las cuales pueden abarcar desde la
industria textil [132, 133] hasta las aplicaciones biomedicas [17, 66, 134], en las cuales se
aprovechan las propiedades mecénicas y biocompatibilidad mencionados en la seccion 2.5.1.1.1
para la construccion de plataformas de crecimiento celular, ingenieria de tejidos, liberadores de
medicamentos y materiales para el contacto con la sangre [19].

En el presente capitulo, se mostrard el procedimiento que se siguié para la optimizacién del
proceso de extraccion de la fibroina de los capullos del gusano de seda, la cual se realizé
utilizando soluciones de Na;COs3(,.) a diferentes temperaturas y tiempos, de este modo, en el
disefo experimental planteado, se estudié como afectan los factores experimentales utilizados
el porcentaje de seda extraida de los capullos.

50
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3.2. Metodologia

3.2.1. Preparacion de las muestras y proceso de extraccion

Los capullos de gusano de seda Bombyx Mori utilizados en este proyecto fueron adquiridos en
la Corporacion Para el Desarrollo de la Sericultura del Cauca (CORSEDA), estos, previo a su
tratamiento se ven como se muestra en la Figura 3.1.

Figura 3.1: Capullos del gusano de seda Bombyx Mori proporcionados por CORSEDA (Fotografia
propia)

Estos capullos estin compuestos principalmente por las proteinas fibroina y sericina, siendo la
primera una seda bastante resistente que forma la barrera del capullo, y la segunda la encargada
de mantener adherida la fibroina para formar una estructura estable [19, 86]. La separacion de
estas proteinas del capullo se hace normalmente en un medio levemente bdsico, y se conoce
como desgomado, como se observa en la Figura 3.2, donde se muestra el procedimiento que
se siguié para realizar la extraccion de fibroina. Primero, los capullos fueron cortados en
fragmentos de aproximadamente 5 mm?, posteriormente, estos fragmentos fueron tratados con
una solucién 0.01 M de Na;CO3,) de tal forma que se mantuvo la relacion Na;CO3/Capullos
(m/m) entre 0.2 y 0.4, la temperatura entre 60 °C y 80 °C, y los tiempos de extraccion entre 3
y 6 horas, finalmente, la fibroina desgomada se separé manualmente de la solucién de sericina,
se lavo con abundante agua destilada y se seco en estufa durante 24 horas a 30°C, una vez
terminado este proceso, la fibroina se pesé y se reporté como porcentaje en masa respecto a la
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masa inicial de capullos.

Solucién de Na,CO; (ac)
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Figura 3.2: Diagrama esquematico para el proceso de desgomado, separacion y secado de la fibroina
(Ilustraciéon propia)

Fibroina humeda  Solucién de sericina

3.2.2. Diseiio experimental para la optimizacion del proceso de extraccion

Para optimizar el proceso de desgomado descrito anteriormente, se plante6 un disefio factorial
23 con dos puntos centrales, el cual se utilizo con el fin de determinar los factores que influyen en
el proceso de extraccion [135—-137], asi, para el caso de estudio, los factores trabajados fueron:
Temperatura, relacion Na,COs/Capullos y tiempo de extraccidn, y la variable de respuesta
estudiada fue el porcentaje de fibroina extraida.

El disefio experimental completo y los cdlculos estadisticos fueron realizados utilizando el
software Statgraphics Centurion 17®, los factores trabajados y sus respectivos niveles se
muestran en la Tabla 3.1. Para este estudio de optimizacion, cada combinacion de factores y
niveles fue realizada 3 veces, y cada punto central fue realizado 2 veces por bloque, como
resultado, el disefio experimental completo fue de 30 corridos, ademds , el disefio experimental
fue aleatorizado para evitar sesgo estadistico. La significancia de los factores fue estudiada
mediante andlisis de varianza (ANOVA), de este modo, los factores con un valor p menor a
0.05 tuvieron significancia estadistica sobre el porcentaje de fibroina extraida con un 95 % de
confianza [138], finalmente, para la validacion de cada anélisis de varianza se realizaron las
siguientes pruebas de verificacién para los supuestos de dicho modelo [135, 138]:
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1. Distribucién normal de los residuales de los datos, para ello se aplicé la prueba de
Kolmogorov-Smirnov, cuyas hipétesis son:

* Hj: Los residuales proceden de una distribucion normal.

* H;: Los residuales no proceden de una distribucién normal.

2. Homoscedaticidad de las varianzas entre poblaciones, para ello se us6 la prueba de
Bartlett, cuyas hipétesis son:

* Hj: Las varianzas de las poblaciones son iguales.

* H;: Al menos dos varianzas entre las poblaciones son distintas.

3. Independencia de los residuales, para ello se hizo la prueba de Durbin-Watson, cuyas
hipétesis son:

* Hy: La correlacion entre los residuales del modelo es cero. Son independientes.

* H;: Al menos un par de residuales son dependientes entre si.

A: Temperatura (°C) 60 | 80 | 70
B: NayCOs3/Capullos (g/g) | 0.2 | 0.4 | 0.3
C: Tiempo de extraccion (h) | 3 6 | 4.5

Tabla 3.1: Disefio experimental para la optimizacién del proceso de extracciéon de fibroina donde se
reconocen el nivel minimo, mdximo, y el punto central respectivamente de cada uno de los factores

3.2.3. Caracterizacion de la fibroina extraida

La fibroina obtenida bajo las mejores condiciones observadas en la seccién anterior fue cortada
en pequefios fragmentos y separada para realizar las siguientes caracterizaciones:

3.2.3.1. Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier (FTIR)

El anélisis estructural, presencia de grupos funcionales y configuracién de la fibroina extraida
se realiz6 mediante espectroscopia infrarroja utilizando un equipo SHIMATZU IR-TRACER
100, para este proposito, se barri6 el rango espectral entre 4000 cm~! y 400 cm™! durante 24
ciclos.
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3.2.3.2. Analisis termogravimétrico (TGA)

El andlisis de pérdida de masa de la fibroina extraida fue realizado utilizando un equipo TGA
Q500 de TA Instruments en atmdsfera de nitrogeno a una velocidad de calentamiento de
10°C/min. El barrido completo se realiz6 en el rango de temperatura entre 25°C y 900°C.

3.3. Resultados y discusion

Al final de cada proceso de extraccidn, lavado y secado de fibroina, ésta adquiri6 la apariencia
mostrada en la Figura 3.3, una vez esto, se cuantific la masa de fibroina obtenida y se calculé
el porcentaje en masa respecto al peso inicial de los capullos segtn la Ecuacién 3.1, finalmente,
los resultados obtenidos en cada una de las condiciones del disefio experimental se utiliz6 para
el andlisis estadistico del proceso de extraccion.

Figura 3.3: Fibroina luego del proceso de extraccion, lavado y secado (Fotografia propia)

Fies () = | Cap)

} * 100 % (3.1)

Donde:
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* Fibg: Porcentaje de fibroina extraida.
* m(Fibg): Masa de fibroina extraida en gramos.

» m(Cap): Masa inicial de capullos en gramos.

3.3.1. Analisis estadistico del proceso de extraccion

La separacion, y posterior extraccién de fibroina trabajada en este disefio experimental,
aprovecha la composicioén de las proteinas que forman el capullo del gusano de seda, la cual
se ha reportado que tiene aproximadamente alrededor de 72-81 % de fibroina, y 19-28 %
de sericina [89]. La sericina, debido a su composicién de amino acidos altamente polares
(serina, treonina, dcido aspdrtico, asparagina, dcido glutdmico y glutamina) [139, 140] es
una proteina que permite su disoluciéon en medios acuosos levemente bdsicos, asi como
también a temperaturas entre 50 °C y 60 °C [141]. La fibroina, por otra parte, estd compuesta
principalmente por glicina y alanina [19], los cuales son aminodcidos poco polares, lo que hace
que esta proteina sea altamente hidrofébica, por lo tanto, cuando el capullo del gusano de seda
se somete a un tratamiento bdsico a temperaturas superiores a 50 °C, se obtendrd una madeja
de fibroina que puede ser separada facilmente de la solucidn resultante de sericina.

Los resultados del disefio experimental planteado en la Tabla 3.1 se encuentran documentados
en la Tabla 3.2, sin embargo, para analizar los mismos, la variable de respuesta tuvo que ser
transformada a una distribucién normal, lo anterior, aunque no es un requisito fundamental
para realizar un andlisis de varianza (ANOVA) [142], se hizo debido a que los supuestos
mencionados en la Seccién 3.2.2 si son un requisito obligatorio para que el ANOVA tenga
validez [135, 138], por lo tanto, dado que utilizando los datos obtenidos directamente del disefio
experimental no se cumplian los supuestos del ANOVA, se procedio a realizar una transformada
de potencia sobre estos, de este modo, una vez hecha la transformacién, se corrobord la
normalidad de los datos transformados con la prueba de Kolmogorov-Smirnov, obteniéndose
un valor P= 0.15811, que permite aceptar la hipdtesis nula de dicha prueba con un 95 % de
confianza'.

Los valores correspondientes a la transformacién de potencia se muestran en la dltima columna
de la Tabla 3.2, el modelo matemdtico que maximiza el porcentaje de fibroina extraida con un
valor de ajuste de R?= 86.87 £ 5.9 % se muestra en la Ecuacién 3.2, y el anélisis de varianza
de los datos transformados se muestra en la Tabla 3.3, finalmente, las pruebas estadisticas que
validan los supuestos de dicho andlisis se encuentran en la dltima parte de esta tabla.

Fiben(UT) = —187.58 + 3.31T — 193.85RNc + 40.62t; + 2.33TRnc — 0.51Tt;+

(3.2)
43.61Rncti — 0.53TRnct;

1 . P .
Ho: Los valores provienen de una distribucién normal
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Donde:

Fibgn: Datos transformados del porcentaje de fibroina extraida.

T: Temperatura en °C.

t;: Tiempo en horas.

Rnc: Relacién NayCOg/Capullos (g/g)

UT: Unidades de transformacion, equivalentes a % % (C'+ h + C * h)

35.233 £ 6.571 2.074 £0.831

72286 +3.732 | 27.344 £+ 6.238
60 0.4 3.0 31.479 £ 8.222 1.717 £0.708
60 0.4 6.0 75.540 £ 5.568 | 33.670 £ 10.944
80 0.2 3.0 73.796 £ 0.791 | 29.682 + 1.422
80 0.2 6.0 73.852 +3.671 30.068 £ 6.631
80 0.4 3.0 72.990 £ 0.376 | 28.251 £ 0.650
80 0.4 6.0 73.668 £ 4.511 | 29.887 &+ 8.084
70 0.3 4.5 74320 £ 2.382 | 30.818 +4.539

Tabla 3.2: Porcentaje de fibroina extraida segin el disefio experimental mostrado en la Tabla 3.1 y los
datos transformados a una distribucién normal

Basado en los resultados de la suma de cuadrados (SS) y los valores P de la tabla ANOVA, se
concluye que la temperatura (P= 0.0009), el tiempo de extraccién (P= 0.0004) y la interaccién
entre estas dos variables (P= 0.0007), tienen significancia estadistica en el porcentaje de fibroina
extraida, lo anterior, junto a los resultados mostrados en la Figura 3.4 indican que para los
niveles seleccionados en este disefio experimental, se pueden obtener porcentajes de extraccion
de fibroina superiores a un 69 % independiente de la relaciéon Na,CO3/Capullos que se trabaje,
siempre y cuando, los valores de temperatura y tiempo de extraccién se elijan de tal forma que
la relacién de estas variables esté en las zonas amarilla, naranja y roja que se observan en la
Figura 3.4, donde se muestra ademads los valores de porcentaje en cada franja de la Figura 3.4b.

Estos resultados permiten concluir que en los niveles escogidos para el disefio experimental
planteado en la Tabla 3.1, todas las relaciones NayCOgs/Capullos serdn suficientes para
solubilizar la sericina presente en los capullos, pero dado que este proceso requiere mantener los
capullos en constante reaccidn con esta solucion, a unas temperaturas dadas, la mejor forma de
obtener los mejores rendimientos, segin la Figura 3.4b serd en toda la franja roja de ésta, donde
se muestra que se puede mantener un porcentaje de extraccion entre 74 y 76 % manteniendo
la temperatura constante durante tiempos superiores a 5.5 horas, asi, segtiin el modelo obtenido
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Fibroina extraida ( %) Suma de cuadrados (SS) | Estadistico F | Valor P
A:Temperatura 704.442 20.18 | 0.0009
B:NayCO3/Capullos 4.74566 0.14 | 0.7193
C:Tiempo 877.518 25.14 | 0.0004
AB 14.3634 0.41 | 0.5343
AC 761.775 21.82 | 0.0007
BC 15.7291 0.45 | 0.5159
ABC 7.378 0.21 | 0.6546
Bloque 153.346 4.39 0.06
Error total 383.95

Total corregido 2923.25

Supuestos ANOVA Prueba estadistica

Normalidad de residuos Kolmogorov-Smirnov 0.6524
Varianza de poblaciones Bartlett 0.2530
Independencia de residuos | Durbin-Watson 0.0712

Tabla 3.3: Tabla ANOVA para el disefio de optimizacién de extraccion de fibroina

en la Ecuacion 3.2, los valores predichos para maximizar el porcentaje de fibroina extraida
serdn los mostrados en la Tabla 3.4, por lo tanto, el valor mdximo posible de porcentaje que se
puede lograr extraer de los capullos del gusano de seda bajo esta metodologia serd 76.88 %, asi,
sabiendo que en el capullo la fibroina representa entre 72—-81 % de la masa del mismo [89], se
puede concluir que el proceso de optimizacién fue exitoso.

Temperatura (°C) 60 80 60
NagCO3/Capullos (g/g) | 0.2 | 0.4 04
Tiempo (h) 3 6 6

Tabla 3.4: Relacién de factores dptima para maximizar la extraccion de fibroina desde el capullo de
gusano de seda

Finalmente, con el fin de verificar la validez del modelo mostrado en la Ecuacién 3.2, para la
cual se calcul6 que la combinacién de factores dptima que maximizan el proceso de extraccion
son las mostradas en la Tabla 3.4, se realizaron tres replicas independientes utilizando estos
valores, obteniéndose un valor promedio de fibroina extraida de 74.76 4 4.16 %, lo que indica
un grado de ajuste apropiado con el modelo obtenido y demuestra la validacién del mismo.
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Figura 3.4: Respuesta para la extraccion de fibroina, (a): Efecto de la temperatura y el tiempo de
extraccion sobre el porcentaje de fibroina extraida a un valor constante de relaciéon NaaCOg/capullos
=0.4, (b): Contorno del efecto de la temperatura y el tiempo de extraccién sobre el porcentaje de fibroina
extraida a un valor constante de relacién NapaCOs/capullos = 0.4
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3.3.2. Caracterizacion de la fibroina extraida

La fibroina obtenida bajo las mejores condiciones encontradas en la seccidn anterior, fue cortada
en pequefios fragmentos con el fin de realizar las siguientes caracterizaciones:

3.3.2.1. [Espectroscopia Infrarroja por transformada de Fourier

El la Figura 3.5 se presenta el espectro IR de la fibroina extraida bajo las mejores condiciones
de la seccién anterior, dicho espectro fue analizado en el rango de 1800 cm™! hasta 500 cm™!
debido a que en esta region se puede observar la presencia de las bandas principales que
identifican la configuracidn estructural de esta proteina [143].
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Figura 3.5: Espectro IR de la fibroina extraida, se distinguen en verde (m) las bandas de las amidas I, I y
I1I de la configuracién de laminas -/, en morado (m) la banda caracteristica de la configuracién Random
coil de la fibroina y en amarillo (=) la banda caracteristica de serina presente en los residuos de sericina
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La secuencia de aminodcidos presentes en la fibroina puede organizarse en tres estructuras
principales conocidas como seda I, seda Il y seda III. La seda I corresponde a la fibroina en
su estado natural, es decir, en el capullo, la seda II corresponde a la fibroina en seda hilada por
el gusano de seda, y la seda III corresponde a la estructura que adquiere la fibroina en solucién,
conocida como fibroina regenerada [144], ademds de éstas, la fibroina puede organizarse en
tres estructuras secundarias: aleatoria, estructura « y estructura 3 [87], de este modo, con el
fin de determinar las diferentes configuraciones del producto extraido, se analizaron las bandas
vibracionales de las amidas presentes en esta proteina, las cuales se utilizan normalmente en la
identificacion de dichas configuraciones moleculares [145].

En el espectro IR mostrado en la Figura 3.5, se observa que las bandas mads intensas
corresponden a las sefiales de 1618 cm™!, 1510 cm™!, 1228 cm™! y 669 cm™!, de éstas, las
tres primeras corresponden respectivamente a las vibraciones tradicionales de las amidas I, 11
y III de la estructura de la fibroina [146], que son la clave para identificar la configuracién de
ldminas -3 que da a la fibroina su resistencia mecénica, y la dltima, corresponde a la torsién
del grupo -OCN que se da en la configuracion conocida como random coil, la cual se presenta
de forma natural en la fibroina hilada [144]. En la regién de la amida I, la banda de 1618
cm~! indica que las amidas presentes en cadenas adyacentes estdn vibrando en fase como se
esquematiza en la Figura 3.6a, ademads de esto, esta banda estd acompafada de una pequefia
sefial en 1697 cm™!, la cual se explica debido a que las amidas presentes en la misma cadena
no vibran en fase como se esquematiza en la Figura 3.6b, lo que es una caracteristica comun
en la configuracién de laminas -3 antiparalelas de la estructura proteica de la fibroina, por lo
tanto, se deduce que dicha configuracién prima sobre otras configuraciones [147], finalmente,
la ausencia de una banda en en los alrededores de 1649 cm™! indica que la fibrofna extraida no
presenta estructuras secundarias tipo hélice [146].
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en la misma cadena

(a) (b)

Figura 3.6: Esquema de vibracion de amidas en la cadena de fibroina, se distinguen la vibracién en fase
entre amidas de cadenas adyacentes (a), y la vibracidn fuera de fase entre amidas adyacentes de la misma
cadena (b) (Ilustracién propia)

La zona correspondiente a la amida II de la estructura de la fibroina se caracteriza también
por los modos acoplados entre ldminas -3, en particular, la banda caracteristica de esta zona
corresponde a la sefial en 1510 cm™!, la cual es tipica de la extensién C-C de los residuos
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de tirosina presentes en la cadena de fibroina [148], la zona correspondiente a la amida III se
caracteriza por las bandas de 1258 cm™! y 1228 cm™!, la primera, debido a la conformacién de
laminas -3, y la segunda, relacionada con estructuras secundarias como las ldminas -«, la cual
se caracteriza por la formacion de enlaces de hidrégeno entre los grupos carbonilo y amino de
los enlaces peptidicos, lo que explica que esta banda sea levemente mds intensa que la primera
[146—-152]. Finalmente, las bandas mostradas a 972 cm~' y 993 cm~! corresponden al balanceo

CH, que se encuentran en las secuencias (Ala-Gly),, tipicas de las conformaciones de ldminas
-3 [146, 148].

Por ultimo, dado que la fibroina caracterizada es producto de un proceso de extraccidn, se
espera que luego de dicho proceso queden residuos de sericina, lo cual puede evidenciarse por
la presencia de las bandas en 1404 cm~! y 1366 cm™! (en amarillo), las cuales estdn asociadas
al aminodcido serina, el cual estd presente en grandes cantidades en la sericina, pero poco en la
fibroina [153], de este modo, dada la poca intensidad de esta banda, se concluye que pertenece
a la sericina presente en la muestra como residuo del proceso de extraccion.

3.3.2.2. Analisis termogravimétrico

La Figura 3.7 muestra el termograma de la fibroina extraida con los mejores parametros
obtenidos del disefio experimental mostrado en la seccién 3.2.2, en ésta, se pueden apreciar
tres regiones de interés en las que se observan pérdidas de masa a medida que la temperatura
del sistema aumenta:

La primera region corresponde al rango de temperatura entre 30°C y 185°C, en el cual se pierde
el 4.45 % del peso de la muestra, y que se explica debido a la perdida de la humedad que queda
en la muestra desde el ambiente, o remanentes de agua atrapados entre las fibras luego del
proceso de extraccion. Las regiones dos y tres corresponden a los rangos de temperatura que van
desde 200 °C hasta 360°C y 360°C hasta 480°C respectivamente. A diferencia de la primera, la
region dos se caracteriza por un cambio abrupto de peso, el cual encuentra su punto de inflexion
aproximadamente a 314.6°C, posterior al cual comienza la tercera etapa de descomposicion,
que encuentra estabilidad aproximadamente a S00°C. Las etapas dos y tres, estan relacionadas
con el proceso de degradacién de la proteina, la cual, segiin varios estudios se da en dos etapas
diferentes, relacionadas con la degradacion de la cadena molecular de la proteina y posterior
descomposicion de los aminoacidos presentes en la misma [91, 154], proceso en el cual la
muestra pierde aproximadamente el 45.7% y 11.3 % de su masa respectivamente para cada
descomposicion, dejando al final un residuo de 24.1 %.

Finalmente, como se mencioné en el andlisis de IR, la fibroina extraida contiene algunos
residuos de sericina, los cuales se pueden evidenciar en la tercera regién del termograma
presentado. Esta region ha sido estudiada recientemente [155], y los autores reportan un
porcentaje de pérdida de masa entre 400°C y 500°C, lo cual concuerda con los datos reportados
en el presente trabajo, por lo tanto, se puede concluir que en esta etapa también se presentd un
cambio de masa debido a la descomposicion de la sericina presente como residuo del proceso



62 CAPITULO 3. OBTENCION Y CARACTERIZACION DE FIBROINA

Peso
Derivada. Cambio de Peso
-7t - r ' r - r - 1 - 1 - 1T * 1 7
— (0.8
100 4 445% |

] \ \ A i
)
20 — 314.6°C 06 &
RN
] 45.7% =
5]
-
<°\ 60 - %
&o/ \ Y — 0.4 .9
h e)
40 - &)
1431% | o, S
30°C  185°C 28
g
- (D]
204\ 7 T | ]

] 360°C e -

480°C  Residuo=24.1% [ 90
0 -7t - 1T ' r - r - 1 - 1 - 1T T 1 7

100 200 300 400 500 600 700 800

Temperatura (°C)

Figura 3.7: Termograma para la muestra de fibroina extraida: (—) Peso ( %), (—) Cambio de peso ( %/°C)

de extraccion.

3.3.3. Conclusiones

El proceso de obtencion de fibroina a partir del capullo de gusano de seda Bombyx Mori se
realizé6 de forma exitosa siguiendo un disefio experimental 2% con dos puntos centrales en
cual se estudiaron como factores del proceso de extraccion las variables: Temperatura, relacion
NayCO3/Capullos y tiempo de extraccion en los niveles mostrados en la tabla 3.1, de éste, se
pueden realizar las siguientes conclusiones:

* De acuerdo con los resultados de la Tabla 3.3, los unicos factores que afectan el
rendimiento de la extraccion de fibroina en los niveles trabajados son la temperatura (P=
0.0112), el tiempo de extraccion (P= 0.0090) y la interaccion entre estos dos factores (P=
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0.0103), raz6n por la cual, cualquier valor para la relacion NayCOgs/Capullos podra ser
trabajado sin alterar el rendimiento de la extraccion.

Los resultados del modelo estadistico explican el 86.61 % de los resultados
experimentales, razén por la cual, los pardmetros optimizados se pueden trabajar con
una confianza del 95 % segun la prueba estadistica de falta de ajuste (P=0.1883).

El andlisis por Espectroscopia IR muestra que el extracto de fibroina posee
mayoritariamente configuracién de ldminas -3, sin embargo, parte de dicha proteina se
encuentra en una configuracién de Random coil, la cual, puede ser transformada por
procesos quimicos o fisicos segun sea la necesidad.

El espectro IR del extracto muestra que parte de la sericina del proceso de
extraccion quedo en la fibroina extraida, estos resultados fueron confirmados por las
descomposiciones superiores a 400°C mostradas en el termograma y corroborados segtn
la literatura.

El termograma de la muestra extraida es razonable con otros encontrados en la literatura, y
muestran en su totalidad la descomposicion de la fibroina con el aumento de temperatura.



Capitulo 4

Fabricacion de superficies a base de
fibroina

4.1. Introduccion

Para que un material sea apto para ser usado en la fabricacion de injertos cardiovasculares,
éste debe tener algunas caracteristicas generales que le permitan ser biocompatible mientras
mantiene su integridad estructural, la cual estd dada por sus propiedades mecanicas [156]. En el
caso de los materiales destinados al contacto con la sangre, evitar la coagulacion de ésta cuando
entra en contacto con dicho material es el principal objetivo a cumplir debido al complejo
mecanismo de coagulacion que se activa una vez la sangre entra en contacto con estos materiales
como se mostré en la seccién 2.3.1 [36]. Por otra parte, en términos mecanicos, el material
en cuestion debe tener la capacidad de resistir los esfuerzos a los que estarian sometidos los
conductos vasculares nativos, es decir, el material a utilizar para la fabricacién de un conducto
vascular, debe ser apto para resistir los esfuerzos a los que estara sometido dependiendo del tipo
concreto de conducto que se desee fabricar [26].

La fibroina, a pesar de tener una excelente resistencia mecédnica cuando se utiliza en forma
de seda, pierde significativamente sus propiedades mecdnicas cuando se trata con soluciones
basicas de NayCOgs(ac) y se solubiliza en sistemas ternarios del tipo H,O:CoH;OH:CaCl,
debido a la alta tasa de descomposicion de la fibroina en péptidos bajo estas condiciones
[20, 133, 157-160], por esta razén, una manera de mejorar estas propiedades mecanicas
consiste en preparar mezclas entre la fibroina y otros polimeros como poli-(ester-uretano) [161],
quitosano [162], coldgeno [143, 163], poliuretanos [96], poliacrilamida/poliuretano [164] y
polivinilalcohol (PVA) [21, 22], entre estos, el PVA resulta especialmente interesante debido
a que es biocompatible y biodegradable, sumado a sus buenas propiedades mecénicas, las
cuales se explican por los puentes de hidrégeno que se pueden formar gracias los grupos
hidroxilo presentes en su estructura, esto, sumado a la posibilidad de mejorar dichas propiedades
mecdnicas realizando un entrecruzamiento de dichos grupos [82—85, 104, 105, 165], ademds de

64
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lo anterior, fabricar un material compuesto por una mezcla entre PVA y fibroina solubilizada
en sistemas ternarios HoO:CoH50OH:CaCl, puede ser aprovechado debido a que la ruptura
de fibroina en péptidos aumenta el nimero de grupos amino terminales en su estructura
molecular, razén por la cual, dicha proteina tendrd més puntos de anclaje para una posterior
biofuncionalizacién a través de la inmovilizacién de heparina sobre estos grupos [97, 166].

A pesar de lo anterior, se deben tener en cuenta dos consideraciones generales cuando se
preparan materiales basados en mezclas fibroina/PVA en las que se necesita entrecruzar el PVA:
la primera consideracion se basa en que estas mezclas son termodindmicamente inestables, y
tienden a separarse durante el tiempo de preparacion del material final [22, 67, 79], por lo
tanto, se debe recurrir a la ayuda de un agente externo que ayude a estas fases a permanecer
en forma de mezcla homogénea durante dicho proceso, para ello, un plastificante ampliamente
utilizado en la formulacién de materiales poliméricos, y que ha demostrado ser de gran ayuda
en estos casos es el glicerol, ya que puede mejorar la interaccién molecular entre la fibroina y el
PVA debido a que éste puede inducir la interaccién intermolecular por enlaces de hidrégeno
entre las cadenas poliméricas de ambas sustancias, y como consecuencia, el material final
serd homogéneo [20, 167]. Por otra parte, la segunda consideracion se basa en la eleccion del
entrecruzante adecuado para el PVA, y para este propdsito, existen diversas alternativas como el
acido citrico, bérax, o aldehidos como el glutaraldehido [83, 85, 165, 168], sin embargo, de estas
sustancias se conoce que, a valores de pH bajos, como los del 4cido citrico, se dafia la estructura
de las biomoléculas [105], por lo tanto, si se usan entrecruzantes dcidos en la formulacién del
material, se corre el riesgo de desactivar la proteina biofuncionalizada, ademads, se sabe que el
glutaraldehido puede ser citotoxico si se utiliza en concentraciones altas [169, 170], por lo tanto,
una alternativa interesante para dar solucién a dicho inconveniente, consiste en el tratamiento
del material final con acido L-glutdmico, lo que mejora significativamente su bicompatibilidad
[171, 172], ademads, se ha reportado que el uso de glutaraldehido en bajas concentraciones es una
herramienta util para inmovilizar proteinas sobre biomateriales, y ha mostrado especificamente
una mejora en aquellos destinados a aplicaciones cardiovasculares debido a que presentan
menor antigenicidad y tienen mayor estabilidad contra el dafio proteolitico [173-175].

Teniendo en cuenta las consideraciones anteriores, se debe hacer un balance de las necesidades
del material que se quiere formular, de este modo, en el caso del presente proyecto, se decidié
utilizar glutaraldehido en bajas concentraciones como entrecruzante ya que el material puede ser
tratado posteriormente con 4cido L-glutamico si es la necesidad, la fibroina biofuncionalizada
utilizada en la mezcla polimérica no perderd actividad como efecto del entrecruzamiento del
PVA, y su uso puede ayudar a que la fibroina biofuncionalizada quede inmovilizada en el
material final, por lo tanto, se podrd obtener un material a base de fibroina que utilizard
las aminas terminales de esta proteina para inmovilizar heparina, que ademds tendrd buena
resistencia mecdnica gracias al uso de PVA parcialmente entrecruzado, y estas fases podrin
permanecer homogéneas en el material gracias a la ayuda del glicerol en el sistema final.

En este capitulo se describird la metodologia que se utilizé para la preparacion de peliculas
fibroina/PVA, para las cuales, se utilizé glutaraldehido en bajas cantidades para entrecruzar
el PVA, ademds , con el fin de evitar la separacion de fases entre la fibroina y el
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PVA se utilizé glicerol, el cual aumenta las interacciones intermoleculares por puentes de
hidrégeno, favoreciendo que dichas fases permanezcan en forma de mezcla homogénea. Las
caracterizaciones estardn enfocadas en sus propiedades mecdanicas y superficiales. Finalmente,
los resultados de estas caracterizaciones serdn comparados con los de los conductos vasculares
nativos con el fin de plantear las potenciales aplicaciones de estos materiales a la fabricacién de
conductos vasculares artificiales.

4.2. Metodologia

4.2.1. Diseiio experimental para la preparacion de peliculas

Para la preparacion de las peliculas a base de fibroina, se procedié a solubilizar esta proteina
en un sistema ternario CaCly:H,0:CoH;OH en relacién molar 1:2:8 como se ha reportado
previamente en otros estudios [18, 144, 176]. Primero, la fibroina extraida de los capullos
del gusano de seda segtin la metodologia optimizada del Capitulo 3 fue cortada en pequefios
fragmentos, posterior a esto, los fragmentos se agregaron lentamente en la solucidn ternaria a
60°C y puestos en agitaciéon magnética durante dos horas, luego de esto, con el fin de eliminar
las sales utilizadas en la disolucién de fibroina, ésta fue puesta en didlisis contra agua destilada
a pH=7 durante cuatro dias en membranas de acetato de celulosa haciendo recambio del agua
destilada cada 2 horas durante las primeras 12 horas, luego cada 5 horas hasta completar los
cuatro dias. Este proceso ya ha sido utilizado en estudios anteriores del grupo de investigacion
BioMat [177], y se encontrd por andlisis de EDS que luego de terminar la didlisis, no quedan
trazas de las sales usadas en el proceso, para el cual, una vez terminado, se determiné la
concentracion final de la solucién de fibroina por gravimetria pesando el residuo sélido de la
misma una vez ésta fue puesta a evaporacion.

Luego de terminar el proceso de solubilizacién, didlisis, y cédlculo de la concentracién final
de la fibroina, las peliculas se fabricaron segun el esquema de la Figura 4.1. Primero, se hizo
reaccionar PVA (Sigma Aldrich, 130kD, 99 % hidrolizado) en solucién al 8 % con solucién
de glutaraldehido al 25 % (Sigma Aldrich) durante 10 minutos, posteriormente, se agregaron
las soluciones de fibroina y el glicerol y se le permitié al sistema evolucionar durante una
hora, luego de pasado este tiempo, se tomaron 10 ml de cada formulacién y se depositaron en
posos de acero al carbono anti adherentes durante 96 horas a 30°C, finalmente, las peliculas
fueron retiradas de los posos anti adherentes y almacenadas para posteriores andlisis. Todas
las proporciones entre los reactivos mencionados previamente se calcularon segiin el disefio
experimental descrito a continuacion.

El disefio experimental que se plante6 para la formulacion de las diferentes peliculas
corresponde a un disefio factorial general 3%, en éste, los factores de interés planteados fueron:
relacion fibroina/PVA ( %), proporcion PVA:glutaraldehido (g:g) y proporcion fibroina:glicerol
(g:g), los niveles correspondientes a dicho disefio experimental se muestran en la la Tabla
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Figura 4.1: Esquema de fabricacién de peliculas a base de fibroina (Ilustracién propia)

4.1, y la nomenclatura de todas las formulaciones se muestra en la Tabla 4.2. Todos los
célculos estadisticos y el esquema del disefio experimental fueron realizados en el software
Statgraphics Centurion 17 ®. Para el estudio en cuestién, cada combinacion de factores y
niveles fue realizada 3 veces, como resultado, el disefio experimental completo fue de 81
corridos, luego, dichos corridos fueron aleatorizados para evitar sesgo estadistico [135]. La
significancia estadistica de los factores fue estudiada mediante anélisis de varianza (ANOVA),
asi, los factores con un valor P menor a 0.05 tuvieron significancia estadistica sobre las variables
de respuesta estudiadas con un 95 % de confianza [138], finalmente, para la validacién de cada
andlisis de varianza se realizaron las siguientes pruebas de verificacién para los supuestos de
dicho modelo [135, 138]:

1. Distribucion normal de los residuales de los datos, para ello se aplicé la prueba de
Kolmogorov-Smirnov, cuyas hipétesis son:

* Hj: Los residuales proceden de una distribucién normal.

* H;: Los residuales no proceden de una distribucion normal.

2. Homoscedaticidad de las varianzas entre poblaciones, para ello se usé la prueba de
Levene, cuyas hipétesis son:

* Hy: Las varianzas de las poblaciones son iguales.

* H;: Al menos dos varianzas entre las poblaciones son distintas.

3. Independencia de los residuales, para ello se hizo la prueba de Durbin-Watson, cuyas
hipétesis son:

* Hy: La correlacion entre los residuales del modelo es cero. Son independientes.

* H;: Al menos un par de residuales son dependientes entre si.
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Factor
A:Fibroina/PVA % Categérico | 60/40 70/30 | 80/20
B:PVA:Glutaraldehido gg Categoérico | 100:0.8 | 100:0.9 | 100:1
C:Fibroina:Glicerol gg Categoérico | 3:0.5 3:1 3:2

Tabla 4.1: Diseio factorial general para la formulacién de peliculas a base de fibroina

1 60/40 100:0.8 3:0.5
2 60/40 100:0.8 3:1
3 60/40 100:0.8 3:2
4 60/40 100:0.9 3:0.5
5 60/40 100:0.9 3:1
6 60/40 100:0.9 3:2
7 60/40 100:1 3:0.5
8 60/40 100:1 3:1
9 60/40 100:1 3:2
10 70/30 100:0.8 3:0.5
11 70/30 100:0.8 3:1
12 70/30 100:0.8 3:2
13 70/30 100:0.9 3:0.5
14 70/30 100:0.9 3:1
15 70/30 100:0.9 3:2
16 70/30 100:1 3:0.5
17 70/30 100:1 3:1
18 70/30 100:1 3:2
19 80720 100:0.8 3:0.5
20 80/20 100:0.8 3:1
21 80720 100:0.8 3:2
22 80720 100:0.9 3:0.5
23 80720 100:0.9 3:1
24 80720 100:0.9 3:2
25 80720 100:1 3:0.5
26 80720 100:1 3:1
27 80720 100:1 3:2

Tabla 4.2: Nomenclatura para todas las formulaciones del disefio experimental mostrado en la Tabla 4.1

Finalmente, para la caracterizacién de estas formulaciones se plantearon otros disefios
experimentales segun las necesidades de cada propiedad estudiada, dejando en algunos casos
uno o mds factores del disefio experimental fijos, asi, la descripcion de estos disefios se explicara
en cada una de las secciones de caracterizacion.
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4.2.2. Caracterizacion de las peliculas obtenidas

Como se mencioné previamente, la caracterizacion de las 27 peliculas formuladas segin la
Tabla 4.2 varia dependiendo de los intereses propios de cada propiedad analizada, por tal
motivo, en algunos casos se dejaron factores del disefio experimental fijos con el fin de estudiar
el cambio en las variables de respuesta respecto a los demads factores, de este modo, solo las
propiedades mecanicas y dngulo de contacto fueron calculados para todas las 27 formulaciones,
para todas las demads, se seleccionaron un grupo de muestras basados en algunos criterios que
se explicaran a continuacion.

4.2.2.1. Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR)

La totalidad de propiedades caracterizadas en los materiales formulados depende fuertemente
de la interaccion que se da por la formacion de enlaces de hidrégeno entre los tres componentes
principales de la mezcla polimérica (fibroina, PVA y glicerol) [20], por lo tanto, el anélisis
espectroscopico serd la base de entendimiento para explicar el comportamiento de las demas
caracterizaciones, de este modo, para estudiar dicha interaccién se utilizé espectroscopia
infrarroja por transformada de Fourier, para este propdsito, se prepararon peliculas de: fibroina,
PVA, mezcla fibroina/PVA, mezcla de fibroina/glicerol y la muestra 3 de la Tabla 4.2 ya que,
como se verd en la seccion de resultados, dicha muestra present6 algunas de las propiedades
mds interesantes. Las peliculas en cuestion fueron analizadas en un equipo SHIMATZU
IR-TRACER 100, para este an4lisis se barri6 el rango espectral entre 4000 cm~! y 400 cm™!
durante 24 ciclos.

4.2.2.2. Propiedades mecanicas

Las propiedades mecénicas de los materiales destinados a la fabricacién de injertos vasculares
son las primeras en orden de importancia dados los esfuerzos a los que estos estaran sometidos,
de este modo, la resistencia mecdnica de todas las peliculas del disefio experimental mostrado en
la Tabla 4.2 fueron analizadas segin la norma ASTM D-638 [178] en una maquina universal de
ensayos Shimadzu UH-X, de estas pruebas se calcularon para cada pelicula la resistencia a la
traccion, porcentaje de elongacion en la ruptura, médulo eléstico y el limite elastico, finalmente,
todos los andlisis y cdlculos relacionados con este disefio se realizaron segiin la descripcion
mostrada en la Seccién 4.2.1.

4.2.2.3. Angulo de contacto

Las medidas de mojabilidad en todos los materiales que se trabajan para la fabricacion
de injertos cardiovasculares son la segunda propiedad importante de estos debido a que el
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angulo de contacto proporciona informacién importante respecto a la histocompatibilidad
y hemocompatibilidad de dichos materiales [179-181], por lo tanto, es una propiedad que
requiere valores especificos de angulo de contacto [129, 182], de este modo, todas las peliculas
formuladas en el disefio experimental mostrado en la Tabla 4.2 fueron analizadas en un
goniometro DataPhysics OCA 15EC, utilizando gotas de 1 ul de volumen y se determiné el
angulo de contacto de cada una de ellas con agua. Todas las muestras se midieron por triplicado
y su resultado se expres6 como el promedio de los mismos con su desviacion estdndar.

4.2.2.4. Microscopia electronica de barrido

Los materiales formulados para el presente proyecto deben ser homogéneos en toda estructura
ya que la fibroina serd usada como punto de anclaje para la heparina, por lo tanto, se debe
garantizar que el material obtenido no presente separacion entre las fases principales del
mismo (fibroina y PVA) ya que se ha encontrado que dicha mezcla tiende a ser inestable
termodindmicamente, y que el glicerol puede mejorar la interaccion entre la fibroina y el PVA a
través de la induccién de interacciones intermoleculares por puentes de hidrogeno, favoreciendo
la homogeneidad de la mezcla [20], partiendo de esto, la verificacion de dicha homogeneidad se
realizo6 fijando el valor de la proporcion PVA:glutaraldehido en 100:0.8 (g:g), y se variaron las
proporciones fibrofna:glicerol, obteniéndose el disefio experimental 32 mostrado en la Tabla 4.3,
asi, se analizé como la variacion de glicerol afect6 la estructura del polimero final, para esto se
utiliz6 un equipo de microscopia electrénica de barrido SEM JEOL JSM-6490LYV y se tomaron
2 micrografias de cada muestra a 500X y 1000X respectivamente. Todas las muestras analizadas
en esta seccion se enumeraron igual que en Tabla 4.2 con el fin de mantener homogeneidad en
la nomenclatura.

Factor
A:Fibroina/PVA % Categoérico | 60/40 | 70/30 | 80/20
B:Fibroina:Glicerol ‘ g:g ‘ Categoérico ‘ 3:0.5 ‘ 3:1 ‘ 3:2 ‘

Tabla 4.3: Disefio experimental para el andlisis de homogeneidad por microscopia electrénica de barrido

4.2.2.5. Perfiles de degradacion

Conocer como se degradan los materiales formulados es de vital importancia ya que este andlisis
permitird establecer los tiempos que dicho material podra realizar alguna funcién especifica en
el cuerpo humano si es implantado. Para este andlisis, se parte de la idea de que la degradacién
del mismo dependerd principalmente del grado de entrecruzamiento que logre el material en
cuestion como han encontrado previamente algunos autores [85, 105, 183], en el caso particular
de este proyecto, el entrecruzamiento se realiza sobre el PVA, asi, para realizar los perfiles de
degradacion, se dej6 fijo el valor de la proporcion fibroina:glicerol en 3:2 (g:g), y se variaron
las proporciones PVA:glutaraldehido, de este modo, el disefio experimental resultante para el
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analisis de los perfiles de degradacién corresponde a un 32 como se muestra en la Tabla 4.4. El
andlisis de velocidad de degradacion se hizo realizando una modificacion de la norma ASTM
F1634-95 [184]. Brevemente, se tomaron fragmentos de 5 mm? de las muestras formuladas
en el presente disefio experimental, se pesaron y se tomaron dichas masas como las medidas
a tiempo cero, luego de esto, las muestras fueron sumergidas en solucién amortiguadora de
fosfato (PBS) a pH= 7.0 y puestas en una incubadora de CO, durante 24 horas, 7 dias y 15
dias respectivamente. El medio de PBS de las muestras fue cambiado cada 2 dias. Una vez
terminados los tiempos mencionados anteriormente, todas las muestras fueron puestas a secar a
30°C durante 24 horas y finalmente pesadas. Todas las muestras anteriores se realizaron por
triplicado, los datos finales se reportaron como porcentaje de pérdida de masa en funcién
del tiempo. Finalmente, las muestras analizadas se enumeraron igual que en el disefio de
formulacién de peliculas (Tabla 4.2) con el fin de mantener homogeneidad en la nomenclatura.

Factor
A:Fibroina/PVA % Categérico | 60/40 70/30 | 80/20
B:PVA:Glutaraldehido |  g:g | Categérico | 100:0.8 | 100:0.9 | 100:1 |

Tabla 4.4: Disefio experimental para el andlisis de degradacién

4.3. Resultados y discusion

4.3.1. Analisis espectroscopico

Las propiedades mecdnicas y superficiales de los materiales formulados dependen fuertemente
de la forma en que sus componentes interactian, por lo tanto, entender esta interaccién resulta
importante para explicar dichas propiedades. En la Figura 4.2 se propone un esquema de esta
interaccion, en ésta se observa que las moléculas de glicerol se pueden ubicar entre cadenas
de fibroina y PVA, funcionando como intermediario a través de puentes de hidrégeno, lo
que evitaria la separacion de fases de una mezcla basada en estos dos polimeros. Esquemas
similares han sido propuesto por otros autores para lograr materiales mas resistentes basados
en otros polimeros [185, 186], de este modo, como se verd més adelante, la muestra 3 de
las formulaciones planteadas en en la Tabla 4.2 presenta algunas de las propiedades mds
interesantes de dicho conglomerado desde el punto de vista mecédnico y superficial, por lo tanto,
dicha muestra fue elegida con el objetivo de verificar la interaccién propuesta, y para ello, se
realiz6 un andlisis por espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier a peliculas de:

1. Fibroina.
2. PVA.
3. Mezcla fibroina/PVA.
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4. Mezcla fibroina/glicerol.

5. Pelicula de la muestra 3.

OH CH
OH R OH 3

OH /\
H H .
H N N Fibroina
N

. OH R

O IZ
O ecece T2

OH D

h OH o OH Glicerol
OH OH

Polivinil alcohol

Figura 4.2: Esquema de interaccién entre las moléculas de fibroina y PVA a través de enlaces de
hidrégeno inducidos por la adicién de glicerol (Ilustracién propia)

Con estos andlisis, se busco entender como cambian las interacciones de hidrégeno cuando se
pasa de tener fibroina y PVA puros, a tener mezclas fibroina/PVA, fibroina/glicerol y la mezcla
completa de una de las formulaciones (muestra 3 de la Tabla 4.2), cabe resaltar, que para las
mezclas fibroina/PVA vy fibroina/glicerol, se mantuvieron las proporciones de la muestra 3 con el
fin de que los andlisis fueran comparables, de este modo, se hizo seguimiento de algunos modos
espectrales caracteristicos de las interacciones de hidrogeno en mezclas poliméricas como la
tension de grupos -O-H y tension del grupo carbonilo -C=0 [187-191].

En la Figura 4.3 se presentan los espectros infrarrojos de las muestras mencionadas
anteriormente, en ésta se resaltan dos zonas de interés, marcadas en amarillo claro y verde
claro respectivamente con el fin de facilitar la lectura de los resultados. Toda la zona resaltada
en amarillo claro, corresponde principalmente a las bandas relacionadas con la tension de los
grupos -O-H, en esta zona se puede observar como la intensidad de la banda de 3280 cm !
disminuye cuando se comparan los espectros para el PVA (—) y la mezcla fibroina/PVA (),
este resultado sugiere que hay una mayor cantidad de puentes de hidrégeno entre cadenas de
PVA cuando se encuentran solas que cuando estdn en forma de mezcla fibroina/PVA, lo que
explica que este tipo de mezclas tienda a separarse, ya que el PVA tenderia a formar mds
facilmente enlaces de hidrégeno entre cadenas homénimas que con las cadenas de fibroina,
ademds de esto, cuando se observa esta misma banda entre las muestras de fibroina (—) y
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Figura 4.3: Espectros infrarrojo para muestras de: fibroina (—), PVA (—), fibroina/PVA (—),
fibroina/glicerol (—) y muestra 3 (—).

la mezcla fibroina/glicerol (—), se puede observar un aumento bastante considerable en la
intensidad de esta banda en la mezcla fibroina/glicerol, lo que indica que la adicién de glicerol
induce la formacién de enlaces de hidrogeno entre cadenas de fibroina como han encontrado
otros autores [192], efecto que se puede notar observando tanto el cambio en la intensidad de
la banda en 3280 cm ~! como en la banda a 2930 cm ~!, la cual tiene una intensidad muy
baja para la muestra de fibroina, y aumenta con la adicién de glicerol, lo que generalmente se
explica debido a la formacién de enlaces de hidrégeno entre dimeros de dcidos carboxilicos
de los residuos de diferentes aminodcidos en la estructura de la fibroina, y que tiene como
consecuencia un aumento en esta banda, de este modo, un aumento en los puentes de hidrégeno
a través de este grupo funcional aumentara la intensidad de estas bandas como se ha reportado
en otros estudios [148, 187, 188], estos efectos se pueden observar también para la muestra
3 (—), donde se nota que, comparado con la fibroina y el PVA solos, las bandas en 3280 cm
~1ya2930 cm ~! tienen un aumento de intensidad considerable, lo que indica que la adicién
de glicerol a las mezclas fibroina/PVA tiene como consecuencia un aumento en los enlaces de
hidrégeno entre dichas cadenas poliméricas, lo que finalmente se verd reflejado en la intensidad
de las bandas a 3280 cm ~! y 2930 cm .
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Figura 4.4: Ampliacién de la zona caracteristica de la tension -C=0 para muestras de: fibroina (—), PVA
(—), fibroina/PVA (—), fibroina/glicerol (—), Muestra 3 (—).

Otra zona de interés con la que se puede verificar el aumento de los enlaces de hidrégeno en las
muestras formuladas estd sefialada en azul claro, la cual corresponde a la zona de tension del
grupo carbonilo (-C=0), esta banda es de particular interés debido a que es bastante sensible
a la formacién de enlaces de hidrégeno ya que, cuando este grupo funcional se asocia a través
de un enlace de hidrégeno, la banda tiende a desplazarse a nimeros de onda menores, ademas
del aumento en la intensidad de la misma, como se observa en el espectro, donde la banda de
estos grupos se presenta a 1642 cm ~! para la fibrofna, y baja hasta 1626 cm ~! para la muestra
3, sumado al evidente aumento en la intensidad de dicha banda, este cambio se puede notar
mejor en la Figura 4.4, donde se observa que esta banda parte de 1642 cm ! para la fibroina,
pasando a 1620 cm ! para la mezcla fibroina/PVA, y concluyendo en 1626 cm ~! para la
mezcla fibroina/glicerol y la muestra 3, mostrando en ese orden un aumento en la intensidad de
esta banda, de este modo, se concluye que la adicién de glicerol en las formulaciones estimula la
formacion de enlaces de hidrégeno entre las cadenas de fibroina y PVA, y por lo tanto, funciona
como intermediario entre estas dos cadenas para logar un material homogéneo como se vera en
las siguientes caracterizaciones.
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4.3.2. Propiedades mecanicas

En la seccion anterior se analiz6 el comportamiento de la mezcla fibroina/PVA/glicerol desde el
punto de vista espectroscopico, y se ha concluido que la presencia del glicerol en estas mezclas
induce la formacién de interacciones de hidrégeno entre dichos componentes, de este modo,
partiendo de estas interacciones, se analizardn las caracterizaciones mecdnicas de todas las
formulaciones mostradas en el esquema del disefio experimental de la Tabla 4.2.

Los resultados de las caracterizaciones mecdanicas de todas las formulaciones se encuentran
registrados en la Tabla 4.5, todas las curvas esfuerzo vs deformacion que dan cuenta de dichos
resultados se encuentran registradas en la Figura 4.5, en la que se muestra la curva promedio
de las tres replicas realizadas a cada una de las formulaciones segin la metodologia explicada
en la Seccion 4.2.1, en esta figura, los resultados se separaron de tal forma que la Figura 4.5a
corresponde a todas las formulaciones con relacién fibroina/PVA 60/40 (%), la Figura 4.5b
a todas las formulaciones con relacion fibroina/PVA 70/30 (%) , y la Figura 4.5¢ a todas las
formulaciones con relacion fibroina/PVA 80/20 ( %).

Los resultados registrados en la Tabla 4.5 y la Figura 4.5, muestran que todas las variables de
respuesta estudiadas presentan una variabilidad amplia a lo largo de todo el disefio experimental,
por lo tanto, teniendo en cuenta que los diferentes conductos vasculares al rededor del cuerpo
humano, presentan una variedad de propiedades mecénicas, la diversidad de aplicaciones que
se pueden tener de las 27 formulaciones planteadas en términos de la fabricacién de conductos
vasculares es amplia también, ademds de lo anterior, los resultados estadisticos mostraron que
cada una de las variables de respuesta depende de forma diferente de los factores planteados en
el disefio experimental, por tal motivo, cada una de éstas serd analizada de forma independiente
en las siguientes secciones.

4.3.2.1. Moédulo elastico y limite elastico

En los materiales poliméricos, la zona eldstica corresponde a toda la regién en una curva
esfuerzo vs deformacion en la que la relacion entre estos dos pardmetros es lineal, por lo tanto,
en toda esta zona se cumple que, una vez retirado el esfuerzo aplicado sobre el material, éste
volverd a su forma original, de este modo, el limite eldstico correspondera al valor méximo de
esfuerzo para el cual se cumple la relacion mencionada [121]. Por otra parte, el médulo eldstico
se define como la relacion entre los valores del esfuerzo aplicado y la deformacion obtenida a
ese esfuerzo, por lo tanto, el mddulo eléstico se puede calcular como la pendiente de dicha zona
lineal y se define segin la Ecuacion 4.1, en donde o es el esfuerzo y € corresponde al valor de
deformacion al esfuerzo o aplicado sobre el material.

_da

E ==
de

4.1)
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60/40 | 100:0.8 3:0.5 1343 £1.30 | 45.79 £20.99 | 164.50 £45.75 | 10.62 + 1.26
60/40 | 100:0.8 3:1 939 +1.24 | 3450+ 14.11 | 146.67 £24.15 | 6.71 £ 0.56
60/40 | 100:0.8 3:2 7.51+£0.23 | 119.76 £ 20.57 | 66.57 = 7.95 4.49 £ 0.38
60/40 | 100:0.9 3:0.5 6.95 £ 0.85 15.90 £ 9.35 152.93 £ 67.39 | 4.50 £ 0.59
60/40 | 100:0.9 3:1 8.81 £ 1.13 33.51 £4.03 126.47 £28.51 | 5.16 £0.66
60/40 | 100:0.9 3:2 5.84 £0.18 | 48.75 £27.27 54.73 £ 8.60 3.51 £0.01
60/40 100:1 3:0.5 17.73 £1.82 | 27.87 £12.48 | 360.06 £38.37 | 12.39 + 1.72
60/40 100:1 3:1 8.13 + 1.61 14.74 £5.44 108.29 £ 16.07 | 6.38 £0.73
60/40 100:1 3:2 6.12 + 0.35 26.87 £15.33 51.65 £ 7.87 4.52 £ 043
70/30 | 100:0.8 3:0.5 17.04 £5.15 | 4258 £27.26 | 187.13 £44.10 | 13.27 £ 3.44
70/30 | 100:0.8 3:1 11.58 £0.46 | 53.92+£10.00 | 131.38 £11.20 | 7.84 £0.27
70/30 | 100:0.8 3:2 6.42 + 0.56 37.38 £12.39 | 7336+ 19.21 3.52+0.27
70/30 | 100:0.9 3:0.5 16.28 £8.26 | 18.82 £ 14.95 | 267.25 £39.96 | 13.25 £ 6.27
70/30 | 100:0.9 3:1 8.46 + 0.40 24.66 £5.95 116.70 £ 25.01 | 5.44 +£0.58
70/30 | 100:0.9 3:2 6.20 = 1.05 20.64 £3.23 80.95 £40.40 | 4.04 £0.50
70/30 100:1 3:0.5 14.50 £ 3.48 14.85 £6.48 | 204.84 £24.69 | 11.86 + 2.68
70/30 100:1 3:1 6.27 £ 0.59 26.18 £5.33 67.61 £12.97 | 4.61 £0.65
70/30 100:1 3:2 3.93+0.23 15.98 £0.95 44.05 £ 4.28 3.10 £ 0.37
80/20 | 100:0.8 3:0.5 12.57 £3.93 | 3722 +£15.87 | 110.52 £18.40 | 9.42 £2.57

[Sry S [y QS U U U S
Ol o] 2| | n| B W[ | =[] ORI | N B W —

20 80/20 | 100:0.8 3:1 11.05 £ 0.30 35.88 £9.89 110.60 £ 50.93 | 8.07 £0.35
21 80/20 | 100:0.8 3:2 3.81 £0.21 20.56 +4.23 25.05+1.24 3.45 +0.17
22 80/20 | 100:0.9 3:0.5 18.50£0.76 | 5338 £11.62 | 211.28 £40.93 | 11.65 £ 0.73
23 80/20 | 100:0.9 3:1 1197 £1.51 | 50.41 £+ 25.06 87.98 £8.74 8.25+043
24 80/20 | 100:0.9 3:2 5.08 £ 1.55 26.93 £9.52 3442 £4.57 3.90 + 0.84
25 80720 100:1 3:0.5 14.70 £ 0.97 3471 £8.21 156.66 + 35.06 | 10.14 £ 1.57
26 80/20 100:1 3:1 8.34 + 0.64 27.23 £5.58 85.59 £ 7.40 6.42 + 0.66
27 80/20 100:1 3:2 4.06 + 0.28 24.95 £6.90 26.88 £ 0.80 3.39+0.44

Tabla 4.5: Valores promedio de la resistencia a la traccidn, elongacién en la ruptura, médulo eldstico
y limite eldstico para todas las formulaciones del disefio experimental. Los cdédigos significan; SF:
Fibroina, PVA: Poli vinil alcohol, GA: Glutaraldehido, GOL: Glicerol

De acuerdo con los resultados del analisis de varianza mostrados en la Tabla 4.6, el
modulo elastico depende con significancia estadistica de la relacion fibroina/PVA (P= 0.0002),
la proporcién fibroina:glicerol (P= 0.0000) y las interacciones de factores fibroina/PVA -
PVA:glutaraldehido (P= 0.0009) y PVA:glutaraldehido - Fibroina:glicerol (P= 0.0001), raz6n
por la cual, todos los factores del disefio experimental tienen significancia estadistica sobre esta
variable de respuesta [135, 138].

Segtin los resultados mostrados en la Figura 4.5a, el médulo eldstico para las formulaciones con
relacion fibroina/PVA 60/40 ( %) disminuye con la adicién de glicerol segin la dependencia
mostrada en la Figura 4.6a, lo que se puede explicar basado en el esquema de interacciones
mostrado en la Figura 4.2, donde se planteé que las moléculas de glicerol se posicionan entre
cadenas de fibroina y PVA, generando una separacion h entre ambas cadenas, y les permite
interactuar a través de puentes de hidrégeno, por lo tanto, un aumento en la concentracioén de
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Figura 4.5: Curvas de esfuerzo vs deformacion para todas las formulaciones del disefio experimental de
la Tabla 4.2 (Primera parte)
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Figura 4.5: Curvas de esfuerzo vs deformacion para todas las formulaciones del disefio experimental de la

Tabla 4.2, donde se reconocen las formulaciones con relacion fibroina/PVA 60/40 (a), las formulaciones
con relacion fibroina/PVA 70/30 (b), y las formulaciones con relacion fibroina/PVA 80/20 (c) (Parte final)

Moédulo elastico Suma de cuadrados Df | Media cuadritica | F Valor P
Efectos Principales

A:Fibroina/PVA 2.8108 | 2 1.4054 9.6000 | 0.0002
B:PVA:Glutaraldehido 0.2525 2 0.1263 0.8600 | 0.4270
C:Fibroina:Glicerol 31.2700 | 2 15.6350 | 106.8300 | 0.0000
Interacciones

AB 3.1309 | 4 0.7827 5.3500 | 0.0009
AC 0.7782 | 4 0.1945 1.3300 | 0.2691
BC 4.1429 | 4 1.0357 7.0800 | 0.0001
RESIDUAL 9.07417 | 62 0.1464

TOTAL (Corregido) 51.4594 | 80

Supuestos ANOVA Prueba estadistica

Normalidad de residuos Kolmogorov-Smirnov 0.6301
Igualdad de varianzas Levene 0.4440
Independencia de residuos | Durbin-Watson 1.9993

Tabla 4.6: Tabla ANOVA y validacion de supuestos para el médulo eldstico

glicerol en el sistema lleva a un mayor porcentaje de puentes de hidrogeno entre el PVA y
la fibroina como se mostré en el andlisis espectroscopico de la Seccién 4.3.1, y por lo tanto,
los grupos hidroxilo relacionados con esta interaccion permitirdn una separaciéon mds amplia
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entre ambas cadenas (valores de 7 mads altos), y como consecuencia, el movimiento entre
ellas resultard més facil y fluido, generando materiales menos rigidos como lo muestran los
resultados, algunos autores han encontrado resultados similares [20, 185, 186, 193], donde se
usan diferentes sustancias para promover interacciones de hidrégeno entre cadenas poliméricas
para lograr el efecto mencionado.
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Figura 4.6: Grafico de medias para el mddulo eldstico donde se representa la dependencia respecto a la
proporcion fibrofna:glicerol (a) y proporciéon PVA:glutaraldehido (b) para las formulaciones con relacién
fibroina/PVA 60/40 ( %)

Por otra parte, cuando se analiza la dependencia del médulo elastico respecto a la proporcion
PVA:glutaraldehido a esta misma relacion fibroina/PVA (Figura 4.6b), se observa que solamente
en los materiales con la mayor cantidad de glutaraldehido se nota el efecto de este factor sobre
la variable de respuesta, donde se encuentra un aumento en la rigidez para las muestras con
proporcion PVA:glutaraldehido 100:1 (g:g), estos resultados proporcionan informacion parcial
respecto a los grados de entrecruzamiento del material, sin embargo, segtin el comportamiento
mostrado la Figura 4.6b, este efecto solo se nota para la proporcion PVA:glutaraldehido
mencionada, lo que se explica basado en la estructura semicristalina del PVA, en la cual existe
una alta interaccidn entre sus cadenas a través de puentes de hidrégeno que se modifica con
la adicién de un agente entrecruzante, y por lo tanto, la forma en que se organiza su red
tridimensional también se vera modificada [194, 195], de este modo, una vez se ha realizado
la reaccion de entrecruzamiento, el cambio en la disposicién tridimensional del PVA inducira
estructuras mds rigidas como muestran los resultados, sin embargo, se debe tener en cuenta que
el efecto del glutaraldehido en las formulaciones es muy pequefio comparado con el efecto que
tiene la adicion de glicerol como se muestra en la Tabla 4.6, donde la suma de cuadrados (SS)
indica que tanto afecta el factor a la variable de respuesta, y por lo tanto, a medida que su valor se
incrementa, dicho factor tendrd mayor influencia en el resultado [132, 135, 138], asi, segtin los
resultados, la adicién de glicerol tendré un efecto mucho mas notable sobre el médulo eléstico
de los materiales formulados (SS= 31.2700) que la adicién de glutaraldehido ($S= 0.2525), lo
que se explica debido a que los aumentos sucesivos en la proporcion fibroina:glicerol permiten
mayor movilidad molecular entre cadenas de PVA y fibroina, generando un cambio en el médulo
elastico que varfa en promedio desde 225.77 £ 11.09 MPa hasta 57.56 & 11.09 MPa para
todas las formulaciones con relacion fibroina/PVA 60/40 ( %), mientras que los aumentos en la
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cantidad de glutaraldehido generan un cambio en el médulo eldstico que varian en promedio
desde 125.77 MPa + 11.09 hasta 173.33 4= 11.09 MPa a esta misma relacién de fibroina/PVA,
lo que demuestra que el efecto de la movilidad entre ambas cadenas poliméricas, que genera
materiales menos rigidos, es superior al efecto entrecruzante del glutaraldehido.’

Los resultados anteriores se ven mejor cuando se analizan las formulaciones con relacion
fibroina/PVA 70/30 (%) mostrados en la Figura 4.7, en ésta, la tendencia respecto a la
proporcién fibroina:glicerol es similar a la encontrada para la relacién fibroina/PVA 60/40
(%), sin embargo, el efecto de la proporcion PVA:glutaraldehido es totalmente diferente, y no
muestra una tendencia clara, lo que demuestra el fuerte efecto que tiene la adicion de glicerol a
las formulaciones, y lo superior que es este efecto comparado con el del entrecruzante, que en
este caso, se ve completamente enmascarado al disminuir el PVA en un 10 % en la formulacion,
lo que muestra que en los rangos trabajados, el grado de entrecruzamiento solo se nota para
aquellas formulaciones con mayor cantidad de PVA.

240 - 40 3
200~ ;E ] 200 - 3
= [ 12 L ]
& C 1 = L ]
S Wb 4 2 e j/: 7
= L 1< < B
Z 120 4 & o :/E -

c] r E E 1= r
2 S - ]
E - JZ s J
= C 1= L ]
0 - 40— -
(= ] o m

3:0.5 3:1 3:2 100:0.8 100:0.9 100:1
Fibrina:glicerol (g:g) PVA:glutaraldehido (g:g)
(a) (b)

Figura 4.7: Gréafico de medias para el mddulo eldstico donde se representa la dependencia respecto a la
proporcidn fibroina:glicerol (a) y proporcion PVA:glutaraldehido (b) para las formulaciones con relacién
fibroina/PVA 70/30 ( %)

Finalmente, los resultados de las formulaciones con relacién fibroina:PVA 80/20 ( %) mostrados
en la Figura 4.8 confirman los comportamientos mostrados para todas las demds relaciones
fibroina/PVA, sin embargo, solamente hasta que la concentracién de fibroina es del 80 %, se
nota el efecto de ésta proteina sobre el modulo elédstico del material, donde se observa que esta
propiedad cae desde 136.81 £ 7.36 MPa para la relacion fibroina/PVA 60/40 ( %) hasta 94.44
=+ 7.36 MPa para la relacion fibroina/PVA 80/20 ( %), de este modo, basado en el esquema de
interacciones mostrado en la Figura 4.2, cuando la concentracién de fibroina en la formulacién
del material es lo suficientemente alta, la separacion s entre cadenas de fibroina y PVA serd més
grande, y la movilidad entre estas cadenas serd mas fluida, por lo tanto, el material en cuestion
serd menos rigido como consecuencia de este efecto [185, 186].

Todos los resultados anteriores muestran el comportamiento del mddulo elastico respecto
a las proporciones fibroina:glicerol y PVA:glutaraldehido para cada una de las relaciones

ILas desviaciones estindar reportadas en estas comparaciones corresponden a la medida de variabilidad de muestreo, razén por la cual
estos valores son iguales con un 95 % de confianza
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fibroina/PVA, y se ha visto que para cada una de estas relaciones, la adicion de glicerol tiene un
impacto mds notorio sobre esta variable de respuesta, y se ha concluido que, a pesar de que los
resultados del andlisis de varianza muestran que existe un efecto estadistico relacionado con
el uso del glutaraldehido, este solo se nota para las formulaciones con mayor cantidad de PVA
(60 %) y de glutaraldehido.

En la Figura 4.9 se muestra el grifico de medias del médulo eldstico para todas
las 27 formulaciones del disefio experimental segliin su dependencia respecto a la
relacion fibroina/PVA, la proporcién fibroina:glicerol, y la proporciéon PVA:glutaraldehido
respectivamente, en ésta se puede notar que el modulo eldstico no varia significativamente
entre las formulaciones con relacion fibroina/PVA 60/40 (%) y 70/30 ( %) respectivamente,
sin embargo, cuando esta relacion pasa a ser 80/20 (%), se puede observar que dicho valor
disminuye, por lo tanto, para todas las formulaciones con esta ultima relacién fibroina/PVA
los valores del médulo eldstico serdn menores si se comparan con las otras dos relaciones,
lo anterior indica que para esta relacion, los materiales formulados seran menos rigidos, y
en consecuencia, se deformardn més al mismo valor de esfuerzo si se compara con las otras
relaciones fibroina/PVA, este comportamiento se puede explicar debido a la interaccién que
se forma entre las estructuras moleculares de la fibroina-glicerol-PVA [20, 186] como se
esquematiz6 en la Figura 4.2, donde se observa que las moléculas de glicerol se ubican entre
moléculas de fibroina y moléculas de PVA, permitiéndoles interactuar entre ellas a través de
puentes de hidrégeno, y separandolas una distancia 4, asi, cuando esta interaccion se induce
en materiales poliméricos que tienen cierto grado de entrecruzamiento, su rigidez disminuye,
efecto que se ha utilizado previamente por otros autores para lograr materiales con un balance
deseado entre dichas propiedades por induccién de puentes de hidrégeno [185], de este modo,
para el sistema de estudio de este proyecto, un aumento en la concentracion de glicerol en
el sistema lleva a un mayor porcentaje de puentes de hidrégeno entre el PVA y la fibroina,
y los grupos hidroxilo relacionados con esta interaccion permiten una separacion mds amplia
entre ambas cadenas (valores de & mds altos), por lo tanto, el movimiento de ambas cadenas
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resulta mds facil y fluido, generando materiales menos rigidos[20]. Ademds de lo anterior, la
Figura 4.9c demuestra que a lo largo de todo el disefio experimental, la adicion de glutaraldehido
practicamente no afecta esta variable de respuesta, por lo que se puede considerar que la adicion
de este entrecruzante tendra un afecto practicamente nulo sobre la rigidez final del material.
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Figura 4.9: Gréfico de medias para el médulo eldstico donde se representa la dependencia respecto a la
relacion fibroina/PVA (a), proporcion fibroina:glicerol (b), y proporcién PVA:glutaraldehido

Basado en lo anterior, se concluye que, al rededor de todo el disefio experimental, el factor
que mas influye sobre el mddulo elastico, y por lo tanto sobre la rigidez de los materiales,
es la proporcion fibroina:glicerol ya que los aumentos sucesivos de este plastificante genera
separaciones mads altas entre las cadenas de fibroina y PVA, lo que facilita la movilidad entre
éstas y genera materiales menos rigidos.

Una vez analizados los resultados obtenidos para el médulo eldstico de los materiales obtenidos
bajo el disefio experimental, se procedera a mostrar los resultados para el limite elastico,
el cual corresponde al valor maximo de esfuerzo que puede soportar un material sin sufrir
deformaciones permanentes, y que se encuentra en el limite de la regién lineal de las curvas
esfuerzo vs deformacion mostradas en la Figura 4.5, para las cuales, el andlisis de varianza se
muestra en la Tabla 4.7, en la que se observa que el limite eldstico depende con significancia
estadistica de la proporcion fibroina:glicerol (P= 0.0000), y de las interacciones de factores
fibroina:glicerol - PVA:glutaraldehido (P= 0.0008), y fibroina/PVA - fibroina:glicerol (P=
0.0015), raz6n por la que el limite eldstico de los materiales depende, en principio, de los tres
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factores del disefio experimental, sin embargo, al igual que sucedi6 para el médulo eldstico,
los valores de la suma de cuadrados observados en la Tabla 4.7 muestran que el aporte de las
interacciones de factores previamente mencionadas tienen un valor poco significativo sobre la
variable de respuesta, lo que sugiere que el limite elastico de los materiales formulados depende
fuertemente de la cantidad de glicerol que se utilice, y que en los rangos trabajados para los
demads factores es poco significativo, destaca ademds , que esta variable de respuesta no depende
de la relacién fibroina/PVA como se muestra en la Figura 4.10a.

Limite elastico Suma de cuadrados Df | Media cuadritica | F Valor P
Efectos Principales

A:Fibroina/PVA 13.4303 2 6.7152 2.34 | 0.1345
B:PVA:Glutaraldehido 99819 | 2 4.9910 1.5400 | 0.2223
C:Fibroina:Glicerol 675.2140 | 2 337.6070 | 104.2200 | 0.0000
Interacciones

AB 70.7731 4 17.6933 5.4600 | 0.0008
AC 64.3304 | 4 16.0826 49600 | 0.0015
BC 18.4097 | 4 4.6024 1.4200 | 0.2377
RESIDUAL 200.8480 | 62 3.2395

TOTAL (Corregido) 1052.9900 | 80

Supuestos ANOVA Prueba estadistica Valor P
Normalidad de residuos Kolmogorov-Smirnov 0.0595
Igualdad de varianzas Levene 0.1780
Independencia de residuos | Durbin-Watson 1.9993

Tabla 4.7: Tabla ANOVA y validacion de supuestos para el limite eldstico

Los resultados anteriores, encuentran su explicacion debido a la formacién de interacciones
intermoleculares por puentes de hidrégeno que se dan entre cadenas de fibroina y PVA, las
cuales son inducidas por el glicerol, este tipo de interacciones ha sido estudiado en diversas
ocasiones, y se ha encontrado que la adicion de glicerol como plastificante induce una alta
movilidad entre los diferentes componentes de un material [196], y como consecuencia, la
resistencia del mismo a los esfuerzos es menor dado que el glicerol interrumpe las interacciones
intermoleculares entre moléculas de PVA, y favorece las interacciones fibroina-glicerol-PVA,
la cuales se pueden considerar “enlaces de sacrificio’(...), como lo reportan Xiaobo Hu et.
al [186], y algunos otros autores, los cuales recurren a la formacion de enlaces de hidrégeno
entre diferentes capas de un material utilizando sustancias como poliacrilamidas [193], acido
metacrilico [185] y diaminotriazina [167] para lograr efectos similares en las propiedades
mecdnicas de sus materiales, de este modo, cuando la cantidad de glicerol aumenta en el
material, su capacidad de soportar esfuerzos sin sufrir deformaciones permanentes serd menor
dada la alta movilidad que tendrén las moléculas de fibroina y PVA, lo que hard que sea mas
dificil que vuelvan a la configuracion estructural previa al esfuerzo aplicado.

En conclusién, a pesar de que el modulo elastico y el limite eldstico muestran
alguna dependencia estadistica respecto a la relacién fibroina/PVA, y la proporcion
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Figura 4.10: Gréfico de medias para el limite eldstico donde se representa la dependencia respecto a la
relacién fibroina/PVA (a), proporcion fibroina:glicerol (b), y proporcién PVA:glutaraldehido

PVA:glutaraldehido, estos efectos solo son notorios en las interacciones entre estos y otros
factores en el modelo matemdtico del andlisis de varianza, y por lo tanto, este efecto es
poco significativo si se compara con el efecto generado por la adiciéon de glicerol sobre
ambas variables, de este modo, teniendo en cuenta que la presencia de este plastificante
induce un aumento de las interacciones intermoleculares por puentes de hidrégeno del tipo
fibroina-glicerol-PVA, a medida que la concentracién de éste aumenta en las formulaciones,
la distancia entre fibroina y PVA aumenta, generando una alta movilidad entre estas cadenas,
lo que genera materiales menos rigidos como lo demuestra el comportamiento del médulo
eléstico, el cual varia en promedio desde 201.74 + 7.36 MPa hasta 50.81 + 7.36 MPa para
las proporciones fibroina:glicerol 3:0.5 (g:g) y 3:2 (g:g) respectivamente a lo largo de todo el
disefo experimental, y a su vez, reduce la capacidad de los materiales de soportar esfuerzos sin
sufrir deformaciones permanentes como se observa en los resultados para el limite eléstico a
estos mismos valores de proporcion fibroina:glicerol, los cuales varian desde 10.79 £ 0.35 MPa
hasta 3.76 £ 0.35 MPa ” al rededor de todo el disefio experimental.’

2En la Tabla 2.1 se muestran algunos valores de referencia de propiedades mecanicas medidas por diferentes autores sobre tejidos, ademas
de esto, en la Tabla 4.13 disponible al final del capitulo se muestran algunos valores tanto de tejidos nativos como de dispositivos fabricados
por otros autores, los cuales servirdn de referencia para las potenciales aplicaciones de los materiales fabricados

3Las desviaciones estandar reportadas en estas comparaciones corresponden a la medida de variabilidad de muestreo, razén por la cual
estos valores son iguales con un 95 % de confianza



4.3. RESULTADOS Y DISCUSION 85

4.3.2.2. Resistencia a la traccion

Una vez un material ha superado su zona eldstica, comenzard la zona de deformaciones
plasticas, la cual se caracteriza porque el material adquiere deformaciones permanentes hasta
llegar a su deformacién maxima de ruptura, en esta zona, se puede encontrar la resistencia
a la traccién de un material, la cual corresponde al esfuerzo méximo al cual el material
puede someterse antes de comenzar a romperse, de este modo, basado en los resultados
mostrados en la Figura 4.5 y el anélisis de varianza mostrado en la Tabla 4.8, se observa que
la resistencia a la traccion de los materiales formulados depende con significancia estadistica
de la proporcion fibroina:glicerol (P= 0.0000) y de las interacciones de factores fibroina/PVA
- PVA:glutaraldehido (P= 0.0005) y fibroina/PVA - fibroina:glicerol (P= 0.0192), teniendo
estas interacciones de factores un aporte relativamente pequeiio sobre la variaciéon de medias
de la resistencia a la traccién al igual que se vio para el médulo eldstico y limite eldstico,
estos resultados se ven con mayor claridad en la Figura 4.11, en la cual se observa que la
variacion de medias para todo el disefio experimental practicamente no varia respecto a las
relaciones fibroina/PVA (Figura 4.11a) y las proporciones PVA:glutaraldehido (Figura 4.11c),
lo que muestra nuevamente que las interacciones intermoleculares entre las cadenas de fibroina
y las de PVA a través de puentes de hidrégeno inducidas por la adicién de glicerol permite
la movilidad de dichas cadenas cuando éstas se someten a esfuerzos, por lo tanto, a medida
que el esfuerzo aumenta, el efecto del plastificante superaré los efectos de los demads factores,
y como consecuencia, el material se romperd a esfuerzos menores como se ha encontrado
previamente en otros estudios [99, 193, 196, 197], donde el uso de plastificantes en materiales
fibrosos inducen comportamientos mecanicos similares y que, en los resultados obtenidos en
este disefio experimental muestran que la resistencia a la traccion cambi6 desde 14.63 4 0.44
MPa para las proporciones fibroina:glicerol de 3:0.5 (g:g), hasta 5.44 + 0.44 MPa para las
proporciones fibroina:glicerol de 3:2 (g:g), mientras los cambios en esta variable de respuesta
respecto a los demads factores van desde 9.32 + 0.44 MPa para las relaciones fibroina/PVA de
60/40 ( %) hasta 10.00 + 0.44 MPa para las relaciones fibroina/PVA de 80/20 ( %) y desde 10.31
=+ 0.44 MPa para las proporciones PVA:glutaraldehido de 100:0.8 (g:g) hasta 9.30 + 0.44 MPa
para las proporciones PVA:glutaraldehido de 100:1 (g:g)*, lo que demuestra que el efecto del
plastificante es significativamente mayor al efecto de los demds factores debido a que su uso
reduce las fuerzas de van der Walls entre las cadenas poliméricas debido al incremento de la
movilidad molecular [194], y por o tanto, su resistencia a la traccién serd menor.

“Las desviaciones estndar reportadas en estas comparaciones corresponden a la medida de variabilidad de muestreo, razén por la cual
todos estos valores son iguales con un 95 % de confianza



86 CAPITULO 4. FABRICACION DE SUPERFICIES A BASE DE FIBROINA

Resistencia a la traccién Suma de cuadrados Df | Media cuadrética | F Valor P
Efectos Principales

A:Fibroina/PVA 93925 | 2 4.6963 | 0.7400 | 0.4832
B:PVA:Glutaraldehido 13.6283 | 2 6.8141 1.0700 | 0.3500
C:Fibroina:Glicerol 1149.66 | 2 574.8280 | 90.0700 | 0.0000
Interacciones

AB 148.677 | 4 37.1692 | 5.8200 | 0.0005
AC 81.254 | 4 20.3135 | 3.1800 | 0.0192
BC 54.0213 | 4 13.5053 | 2.1200 | 0.0894
RESIDUAL 395.666 | 62 6.3817

TOTAL (Corregido) 1852.29 | 80

Supuestos ANOVA Prueba estadistica Valor P
Normalidad de residuos Kolmogorov-Smirnov 0.2282
Igualdad de varianzas Levene 0.3240
Independencia de residuos | Durbin-Watson 1.9870

Tabla 4.8: Tabla ANOVA vy validacién de supuestos para la resistencia a la tracciéon
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Figura 4.11: Gréfico de medias para la resistencia a la traccién, donde se representa la dependencia
respecto a la relacién fibroina/PVA (a), proporcion fibroina:glicerol (b), y proporcién PVA:glutaraldehido
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4.3.2.3. Elongacion en la ruptura

Luego de que un material pasa por la zona pléstica, y ha superado la resistencia a la traccion, éste
puede seguir deformandose hasta su ruptura, y el valor de deformacién al cual esto se ha dado,
se conoce como la elongacion en la ruptura, asi, segtin los resultados mostrados en la Figura
4.5 y el andlisis de varianza mostrado en la Tabla 4.9, esta variable depende con significancia
estadistica de la relacion fibroina/PVA (P= 0.0202), la proporcién PVA:glutaraldehido (P=
0.0000) y las interacciones de factores fibroina/PVA - PVA:glutaraldehido (P= 0.003) y
fibroina/PVA - fibroina:glicerol (P= 0.0000), razén por la cual, esta propiedad depende
con significancia estadistica de los tres factores del disefio experimental, siendo la relacién
fibroina/PVA, y la proporcion PVA:glutaraldehido los factores que mas influyen en esta variable
de respuesta de acuerdo con los resultados de la suma de cuadrados ($S= 2117.38 y SS=
7815.65 respectivamente), sin embargo, se destaca que las interacciones de factores también
influyen de manera significativa sobre la variable de respuesta. El comportamiento de estos
resultados difieren bastante de las demds propiedades mecdnicas mostradas en secciones
anteriores, ya que el efecto del entrecruzante es significativamente mayor comparado con éstas,
por lo que los resultados sugieren que el grado de entrecruzamiento logrado en el PVA, y
su posterior interacciéon con las cadenas de fibroina afectaran la capacidad de elongacion del
material final.

Elongacién en la ruptura Suma de cuadrados Df | Media cuadrética | F Valor P
Efectos Principales

A:Fibroina/PVA 2117.38 | 2 1058.6900 | 4.1600 | 0.0202
B:PVA:Glutaraldehido 7815.65 | 2 3907.8200 | 15.3600 | 0.0000
C:Fibroina:Glicerol 481.482 | 2 240.7410 | 0.9500 | 0.3938
Interacciones

AB 632481 | 4 1581.2000 | 6.2100 | 0.0003
AC 962385 | 4 2405.9600 | 9.4600 | 0.0000
BC 1646.89 | 4 411.7220 | 1.6200 | 0.1809
RESIDUAL 15774.8 | 62 254.4320

TOTAL (Corregido) 43784.9 | 80

Supuestos ANOVA Prueba estadistica

Normalidad de residuos Kolmogorov-Smirnov 0.5493
Igualdad de varianzas Levene 0.1780
Independencia de residuos | Durbin-Watson 2.3342

Tabla 4.9: Tabla ANOVA y validacion de supuestos para la elongacion en la ruptura

De acuerdo con los resultados mostrados en la Figura 4.12, la elongacién en la ruptura para las
formulaciones con relacién fibroina/PVA 60/40 ( %) aumenta significativamente para aquellas
con proporcién fibroina:glicerol 3:2 (g:g) segtn la tendencia mostrada en la Figura 4.12a, y
disminuye con el aumento de la proporcion PVA:glutaraldehido segtn la tendencia mostrada
en la Figura 4.12b. La explicacion de estos resultados radica, por parte de la proporcion
fibroina:glicerol, en que la movilidad inducida por este plastificante en la formulaciéon del
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material polimérico disminuye la fragilidad del mismo, y como consecuencia, el material
aumenta su capacidad de estiramiento [196], por su parte, para explicar el comportamiento
respecto a la proporcion PVA:glutaraldehido, se tiene en cuenta que, cuando la reaccion
de entrecruzamiento entre el PVA y el glutaraldehido se hace en condiciones normales, y
libres de medios 4cidos, como las planteadas en este disefio experimental, algunos autores
han encontrado que para concentraciones de glutaraldehido inferiores al 5 %, el PVA tiende
a tener una estructura tridimensional mas compacta a medida que aumenta el porcentaje de
este entrecruzante, y por lo tanto, estos materiales tendrdn menor capacidad de elongacion,
por el contrario, cuando las concentraciones de glutaraldehido superan el 5 %, sus moléculas
no podrdn encontrar ficilmente un espacio optimo entre las cadenas de PVA para realizar el
entrecruzamiento [105, 168], por lo tanto, cuando la concentracién de glutaraldehido supera
el 5%, el comportamiento del material cambia respecto a su capacidad de elongacion, lo
anterior concuerda con los resultados del presente proyecto, ya que las formulaciones planteadas
se pensaron para concentraciones de glutaraldehido que varian entre el 0.10% y el 0.36 %,
de este modo, se concluye que, a pesar de que los grados de entrecruzamiento del PVA
son relativamente similares, las diferencias entre los diferentes niveles son suficientes para
afectar significativamente la capacidad de elongacién de los materiales que tienen una relacién
fibroina/PVA de 60/40 ( %).
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Figura 4.12: Grafico de medias para la elongacion en la ruptura donde se representa la dependencia
respecto a la proporcion fibroina:glicerol (a) y la proporciéon PVA:glutaraldehido (b) para las
formulaciones con relacion fibroina/PVA 60/40( %)

Cuando se pasa a la relacion fibroina/PVA 70/30 (%), se observa que los materiales
practicamente no cambian su capacidad de elongacion respecto a la proporcion fibroina:glicerol
como se muestra en la Figura 4.13a, lo que sugiere que un aumento en la movilidad molecular
inducida por la adicion de glicerol, no tiene un efecto significativo en la capacidad de
elongacion de los materiales con esta relacion fibroina/PVA, sin embargo, el cambio respecto
a la relacion fibroina/PVA 60/40 (%) se nota bastante cuando se utiliza la mayor cantidad
de glicerol como se observa en las Figuras 4.12a y 4.13a, teniendo un cambio en esta
propiedad que varia desde 119.76 £ 20.57 % para la muestra 3, hasta 37.38 + 12.39 % para
la muestra 12, las cuales corresponden a aquellas que usan la menor cantidad de glutaraldehido
y mayor cantidad de glicerol para las relaciones fibroina/PVA 60/40 (%) y 70/30 (%)
respectivamente, lo que muestra el gran efecto que tiene esta combinacion de factores sobre
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la capacidad de elongacién del material. Por su parte, el comportamiento de esta variable
de respuesta respecto a la proporcion PVA:glutaraldehido conserva el mismo que se observé
en las formulaciones con relacion fibroina/PVA 60/40 (%), sin embargo, destaca que para
las formulaciones con la menor proporcion PVA:glutaraldehido, los materiales obtienen una
disminucién considerable en su capacidad de elongacién, pasando de aproximadamente 64.83
4 9.02 (%) para las formulaciones con relacion fibroina/PVA 60/40 ( %) hasta 44.62 + 4.06
(%) para las formulaciones con relacién fibroina/PVA 70/30 (%), lo que muestra que a un
mismo nivel de entrecruzamiento, las formulaciones con la mayor cantidad de PVA tienen mds
capacidad de elongacion.

100 [~ = 100 =
80 — —
60 — -

T E
" _ 3 T

Elongacion en la ruptura (%)
Elongacion en la ruptura (%)

P T

3:0.5 3:1 3:2 100:0.8 100:0.9 100:1
Fibroina:glicerol (g:g) PVA:glutaraldehido (g:g)

(a) (b)

Figura 4.13: Gréfico de medias para la elongacién en la ruptura donde se representa la dependencia
respecto a la proporcion fibroina:glicerol (a) y la proporcion PVA:glutaraldehido (b) para las
formulaciones con relacion fibroina/PVA 70/30( %)

Finalmente, cuando la relacion fibroina/PVA sube hasta 80/20 (%), la elongacién de los
materiales se comporta de forma aproximadamente constante, como se muestra en la Figura
4.14, donde no se observa un cambio significativo para esta variable respecto a las proporciones
fibroina:glicerol y PVA:glutaraldehido respectivamente, sin embargo, las formulaciones con
menor cantidad de glutaraldehido siguen siendo las que poseen mayor capacidad de elongacion,
lo que verifica que los materiales con menor cantidad de entrecruzante van a tener estructuras
tridimensionales menos compactas como se menciond previamente, lo que les dard una mayor
capacidad de elongacion frente a la aplicacion de esfuerzos.

Para observar en conjunto todos los resultados previamente analizados, se comparan las medias
para todo el disefio experimental como se muestra en la Figura 4.15, en ésta se observa que la
dependencia de la elongacién en la ruptura con la relacién fibroina/PVA no es del todo clara, sin
embargo, la Figura 4.15a muestra que todas las formulaciones con relacion fibroina/PVA igual
a 60/40 (%) tienen porcentajes de elongaciéon mds altos comparados con las relaciones 70/30
(%) y 80/20 ( %) respectivamente, no habiendo diferencia estadisticamente significativa entre
estas dos ultimas relaciones, lo que indica que mayores porcentajes de PVA en la formulacién
llevard a materiales con un porcentaje de elongaciéon mds altos debido a la capacidad de
esta sustancia a deformarse [67, 83, 104, 105, 168], ademas , el uso de glicerol parece no
afectar significativamente la capacidad de elongacion de los materiales como se observa en la
Figura 4.15b, sin embargo, se destaca que para la proporcion fibroina:glicerol mds alta en las
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Figura 4.14: Gréfico de medias para la elongacién en la ruptura donde se representa la dependencia
respecto a la proporcidon fibroina:glicerol (a) y la proporcion PVA:glutaraldehido (b) para las
formulaciones con relacién fibroina/PVA 80/20 ( %)

formulaciones con una relacion fibroina/PVA igual a 60/40 ( %), el porcentaje de elongacion es
significativamente mayor que para todos los demds materiales, obteniéndose, por ejemplo, una
capacidad de elongacién de 119.76 4 20.57 % para la muestra 3. Finalmente, se concluye que
las muestras con las proporciones PVA:glutaraldehido mds pequeiias tendrdan mayor capacidad
de elongacion como se muestra en la Figura 4.15c, lo anterior, debido a que para estas
concentraciones de glutaraldehido las redes tridimensionales de los polimeros utilizados en
las diferentes formulaciones serdn menos compactas, y por lo tanto, podran deformarse més a
medida que se les aplica un esfuerzo como han encontrado otros autores [105, 168, 196].

4.3.3. Propiedades superficiales

4.3.3.1. Angulo de contacto

El 4dngulo de contacto de un material da la medida de mojabilidad del mismo respecto a un
liquido particular, y a su vez, esta medida de mojabilidad hace referencia a la facilidad que
tiene dicho liquido a esparcirse sobre la superficie del material [130, 131], en particular, cuando
se habla de biomateriales para ingenieria de tejidos, dicha propiedad es de gran relevancia ya
que, como se dijo en la Seccion 2.5, los biomateriales deben cumplir con algunas propiedades
para que se les considere como biocompatibles, y entre estas propiedades, se ha encontrado que
la hidrofilicidad ayuda a la adhesion y proliferacion celular [198, 199]. Por otra parte, cuando se
trata de materiales para contacto con la sangre, a pesar de que también requieren ser hidrofilicos,
se ha encontrado que estos deben tener un balance entre sus dominios hidrofébicos e hidrofilicos
[182, 200], y por lo tanto, es un tipo de aplicacién especifica que no necesariamente se ve
beneficiada por dngulos de contacto extremadamente bajos, y se ha encontrado que el mejor
desempefio se da en superficies moderadamente hidrofilicas, con valores de dngulo de contacto
en el rango # = 48° — 65°, ya que en éste se presenta mejor adhesion de células endoteliales,
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Figura 4.15: Grédfico de medias para la elongacion en la ruptura donde se representa la dependencia
respecto a la relacion fibroina/PVA (a), fibroina:glicerol (b), y PVA:glutaraldehido (c)

se evita la adsorcidon de proteinas, y se ve disminuida la coagulacion de la sangre que estd en
contacto con el biomaterial [49, 129, 201].

Los resultados de las mediciones de dngulo de contacto para todas las formulaciones planteadas
en el disefio experimental de la Tabla 4.2 se muestran en la Tabla 4.11, el grafico de medias
del dngulo de contacto para todo el disefio experimental respecto a cada uno de los factores
analizados se muestra en la Figura 4.16, ademads , la evidencia fotografica de estas mediciones se
muestran en la Figura 4.17, finalmente, el anélisis de varianza y las validacones de los supuestos
para dicho andlisis estadistico se muestra en la Tabla 4.10.
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Angulo de contacto Suma de cuadrados Df | Media cuadritica | F Valor P
Efectos Principales

A:Fibroina/PVA 1918.61 | 2 959.3070 | 32.5000 | 0.0000
B:PVA:Glutaraldehido 1192.57 | 2 596.2830 | 20.2000 | 0.0000
C:Fibroina:Glicerol 9655.18 | 2 4827.5900 | 163.5600 | 0.0000
Interacciones

AB 1104.65 | 4 276.1620 9.3600 | 0.0000
AC 602.006 | 4 150.5010 5.1000 | 0.0013
BC 251.148 | 4 62.7870 2.1300 | 0.0880
RESIDUAL 1829.93 | 62 29.5150

TOTAL (Corregido) 16554.1 | 80

Supuestos ANOVA Prueba estadistica

Normalidad de residuos Kolmogorov-Smirnov 0.9844
Igualdad de varianzas Levene 0.8340
Independencia de residuos Durbin-Watson 2.1826

Tabla 4.10: Tabla ANOVA para el dngulo de contacto
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Tabla 4.11: Angulo de Figura 4.16: Graficos de medias para el angulo de contacto
contacto para todas las respecto a los factores del disefio experimental (a); Relacion
formulaciones planteadas fibroina/PVA, (b); Proporcién fibroina:glicerol , (c); Proporcién
en el disefio experimental PVA:Glutaraldehido

mostrado en la Tabla 4.2
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Figura 4.17: Fotografias de las mediciones de 4ngulo de contacto para todas las formulaciones planteadas
en el disefio experimental mostrado en la Tabla 4.2
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De acuerdo con el andlisis de varianza mostrado en la Tabla 4.10, el 4ngulo de contacto de las
formulaciones depende de los tres factores estudiados en el disefio experimental (P= 0.0000),
por lo tanto, cada uno de ellos tiene un efecto en esta variable de respuesta. En la Figura 4.16a
se puede observar que para la relacion fibroina/PVA, el angulo de contacto tiene tendencia
a disminuir a medida que aumenta la cantidad de fibroina en las formulaciones, el mismo
comportamiento se presenta para la proporcién fibroina:glicerol (Figura 4.16b).

En la siguiente seccidn, correspondiente al andlisis por microscopia electronica de barrido, se
mostrara que las formulaciones con la proporcién fibroina:glicerol mas pequeia (3:0.5), tienden
a producir materiales mds heterogéneos y rugosos, y por lo tanto, presentardn un dngulo de
contacto mayor como consecuencia de dicha rugosidad, ya que el esparcimiento del agua sobre
la superficie de estos materiales se verd afectado como consecuencia de estas irregularidades
topograficas, haciendo que estas superficies sean mds hidrofébicas [130, 131], por otra parte,
en el caso de un aumento en la cantidad de fibroina, los resultados sugieren nuevamente que
el aumento de las interacciones de hidrégeno tiene un impacto directo en las propiedades
superficiales del material, en este caso, el glicerol permite que hayan interacciones entre las
cadenas de PVA y las cadenas de fibroina, permitiéndoles tener configuraciones estructurales
extendidas como se ha encontrado en otros estudios [201], y como consecuencia, estas cadenas
tendran mds grupos hidrofilicos expuestos en la superficie, por lo tanto, el dngulo de contacto
de estas muestras serd menor.

Finalmente, como se observa en la figura 4.16c¢, la dependencia del dangulo de contacto respecto
a la proporcién PVA:glutaraldehido no es del todo clara, lo anterior puede indicar que en las
proporciones estudiadas en el disefio experimental los grados de entrecruzamiento pueden ser
similares, y por lo tanto, a pesar de que este factor afecta la variable de respuesta, su contribucién
a la hidrofilicidad de los materiales es practicamente nula, y por lo tanto, el dngulo de contacto se
verd mayoritariamente afectado por aumentos sucesivos en la cantidad de fibroina o de glicerol
que se adicione al material, de este modo, para verificar este comportamiento, a continuacion se
analizaran los resultados de los perfiles de degradacion de acuerdo con el disefio experimental
planteado en la Tabla 4.4.

4.3.3.2. Microscopia electrénica de barrido

Como se observdé en la Seccion 4.3.1, la adicién de glicerol induce interacciones
intermoleculares entre cadenas de fibroina y PVA ya que la presencia de esta sustancia promueve
la formacién de enlaces de hidrégeno entre estas cadenas poliméricas como se model6 en la
Figura 4.2, ademads de esto, se plante que el incremento de estas interacciones podria afectar
la homogeneidad del material final, por lo tanto, con el fin de verificar este comportamiento
cuando se incrementa la proporcion fibroina:glicerol, se observaron por microscopia electrénica
de barrido las muestras resultantes del disefio experimental planteado en la Tabla 4.3, para ello,
se tom6 como blanco la base de la formulacion sin glicerol, asi, todas las muestras de este
disefo experimental y el blanco fueron observadas en el microscopio electrénico de barrido y
luego comparadas. Las muestras analizadas se enumeraron igual que en la Tabla 4.2 con el fin
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de facilitar la lectura de los resultados y mantener homogeneidad en la nomenclatura.

En la Figura 4.18 se muestran las micrografias para la muestra que se usé como blanco, en ésta
se observa como la ausencia del glicerol resulta en un sistema con dos fases identificables y con
una estructura topografica irregular, este resultado confirma que en una mezcla fibroina/PVA,
ambas sustancias tienden a separarse por accion de las fuerzas intermoleculares entre cadenas
homoénimas.

(a) Muestra blanco a 500 aumentos (b) Muestra blanco a 1000 aumentos

Figura 4.18: Micrografias SEM para la muestra blanco a 500 aumentos (a) y 1000 aumentos (b).

Por otra parte, en la Figura 4.19 se muestran las micrografias para las formulaciones con
relacion fibroina/PVA 60/40 (%), en ésta se observa que la muestra con la menor proporcién
fibroina:glicerol, equivalente a 3:0.5 (g:g) (Figuras 4.19a y 4.19b), tiende a colapsar y a
separarse, aunque en fases mas dificiles de identificar respecto al blanco, este comportamiento
cambia cuando se aumenta la proporcidn fibroina:glicerol a 3:1 (g:g) (Figuras 4.19¢c y 4.19d)
y 3:2 (g:g) (Figuras4.19¢ y 4.191) respectivamente, teniendo estas ultimas una homogeneidad
mads notoria comparada con las otras dos proporciones fibroina:glicerol, del mismo modo, un
comportamiento similar se observa para las muestras con relaciones fibroina/PVA 70/30 ( %)
y 80/20 ( %) respectivamente como se muestra en las Figuras 4.20 y 4.21, donde las muestras
con proporciones de fibroina:glicerol equivalente a 3:0.5 (g:g) (Figuras 4.20a, 4.20b, 4.21ay
4.21b) muestran una leve separacion de fases y la misma tendencia al colapso del material
que se observd para las muestras con relacién fibroina/PVA 60/40 ( %), sin embargo, cuando
las proporciones fibroina:glicerol aumentan a 3:1 (g:g) y 3:2 (g:g) para todas las relaciones
fibroina/PVA, se observa un notable aumento en la homogeneidad de la muestra, por lo tanto,
estos resultados permiten concluir que un aumento en las interacciones de hidrégeno entre las
cadenas de fibroina y PVA, consecuencia de la adicion de glicerol a las formulaciones, lleva
a materiales superficialmente mas homogéneos, lo que ayuda a explicar la disminucién en el
angulo de contacto respecto al aumento en la proporcion fibroina:glicerol que se mostré en
la seccién anterior, ya que se espera que el aumento en la homogeneidad del material genere
superficies mds hidrofilicas.
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Figura 4.19: Micrografias SEM para las muestras 1, 2 y 3 a 500 y 1000 aumentos.
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Figura 4.20: Micrografias SEM para las muestras 10, 11 y 12 a 500 y 1000 aumentos.
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Figura 4.21: Micrografias SEM para las muestras 19, 20y 21 a 500 y 1000 aumentos.
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4.3.4. Perfiles de degradacion

En la Seccién 4.3.3.1 se encontré que la variabilidad del dngulo de contacto respecto a la
proporcién PVA:glutaraldehido no era del todo clara, y se planteé que el comportamiento
mostrado en la Figura 4.16¢ posiblemente se debia a que los grados de entrecruzamiento
logrados en el disefio experimental planteado para esta variable eran similares para todas las
proporciones PVA:glutaraldehido, de este modo, para verificar dicha hipdtesis, y basado en
que varios estudios han encontrado que los tiempos de degradacién de un material dan idea
del grado de entrecruzamiento del mismo [85, 105, 183], se plante6 el disefio experimental
mostrado en la Tabla 4.4, en el que se dejo fijo el valor de la proporcién fibroina:glicerol en
3:2 (g:g), y se variaron la relacion fibroina/PVA 'y la proporcion fibroina:glutaraldehido, de este
modo, en la Tabla 4.12 se muestra el andlisis de varianza y las validaciones de dicho andlisis
estadistico, los perfiles de degradacion de todas las muestras estudiadas se muestran en la Figura
4.22, finalmente, la variaciéon de medias del porcentaje de pérdida respecto a ambos factores de
estudio para todo el disefio experimental se muestra en la Figura 4.23.

Degradacion Suma de cuadrados Df | Media cuadratica | F Valor P
Efectos Principales

A:PVA:Glutaraldehido 18.4658 2 9.2329 | 1.5200 | 0.2238
B:Fibroina/PVA 623.237 2 311.6180 | 51.4400 | 0.0000
Interacciones

AB 56.342 4 14.0855 | 2.3300 | 0.0630
RESIDUAL 508.854 | 84 6.0578

TOTAL (Corregido) 25039.3 | 107

Supuestos ANOVA Prueba estadistica

Normalidad de residuos Kolmogorov-Smirnov 0.3293
Varianza de poblaciones Levene 0.3860
Independencia de residuos | Durbin-Watson 1.9606

Tabla 4.12: Tabla ANOVA para los perfiles de degradacion segun el disefio experimental planteado en la
Tabla 4.4

De acuerdo con los resultados mostrados en las Figuras 4.22 y 4.23, todas las muestras
analizadas en este disefio experimental tienen una pérdida inicial de masa cercana al 35 % en las
primeras 24 horas, y luego de esto, ésta se mantiene constante durante todo el tiempo de estudio,
ademds , segtin el andlisis de varianza mostrado en la Tabla 4.12, el porcentaje de pérdida de las
muestras se ve afectado solo por la relacion fibroina/PVA (P= 0.0000), estos resultados sugieren
nuevamente que en los niveles seleccionados para las formulaciones estudiadas, la cantidad
de glutaraldehido utilizado para todas ellas logra grados de entrecruzamientos similares como
se muestra en la Figura 4.23b, donde se observa que el porcentaje de pérdida del material es
practicamente el mismo para todas las cantidades de glutaraldehido utilizadas, y por lo tanto,
esto ayudaria a explicar el comportamiento encontrado respecto a este factor en la Seccion
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Figura 4.22: Perfiles de degradacion para todas las muestras planteadas en el disefio experimental
mostrado en la Tabla 4.4
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Figura 4.23: Gréfico de medias para el porcentaje de degradacion respecto a la relacion fibroina/PVA (a)
y la proporcién PVA:glutaraldehido (b)

4.3.3.1. Por otra parte, cuando se analiza la variacion de las medias del porcentaje de pérdida
respecto a la relacion fibroina/PVA, se observa que a medida que aumenta la cantidad de
fibroina, y disminuye la de PVA, el material tiende a tener un porcentaje de pérdida més alto,
lo anterior, sumado a los resultados mostrados en el andlisis de varianza, demuestra que el
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grado de entrecruzamiento del PVA en las formulaciones es bastante similar, lo que da como
resultado que la degradacion del material no dependa de la proporciéon PVA:glutaraldehido,
sin embargo, cuando hay un aumento en la cantidad del PVA entrecruzado, el material final
serd mds estable a la degradacién, de este modo, probablemente la pérdida de masa de los
materiales esté relacionada a la cantidad de fibroina ya que se ha encontrado que cuando
ésta tiene altos contenidos de laminas [, producto de la solubilizacion en sistemas ternarios
CaCl;y:H;0:C3H50H, tiende a degradarse mas que otras formas de esta proteina [202], por lo
que es natural pensar que las muestras con mayor contenido de proteina sea menos estable a
la degradacion, efecto al cual se suma la degradacion natural del PVA sin entrecruzar como
han encontrado algunos autores [67, 82, 104, 105, 168], estos resultados explican a su vez la
disminucién en los dngulos de contacto para las muestras con mayor porcentaje de fibroina, ya
que estas muestras tendran mas probabilidades de sufrir degradacién oxidativa en medio acuoso,
y promoverad la formacion de grupos polares en la superficie [131], de este modo, se concluye
que las muestras con mayor contenido de PVA entrecruzado, y menos cantidad de fibroina,
serdn mds estables a la degradacion, ademads , en las proporciones trabajadas tanto en el presente
disefo experimental, como en el disefio principal (Tabla 4.2) la proporcién PVA:glutaraldehido
induciré grados de entrecruzamiento similares para los materiales formulados.

4.3.5. Potenciales aplicaciones de los materiales formulados

Durante las secciones anteriores, se ha hecho un andlisis de las propiedades mecdnicas,
superficiales y de estabilidad a la degradacion de las formulaciones planteadas en el disefno
experimental mostrado en la Tabla 4.2, en las que se ha encontrado que éstas barren, sobre
todo, un amplio espectro de propiedades mecénicas, que a su vez, le pueden brindar una amplia
gama de posibilidades al momento de fabricar un conducto vascular artificial [30, 203], y para
este proposito, el resumen dichas propiedades se muestran en la Figura 4.24, ademds de esto,
dichos valores se comparardn con los mostrados en la Tabla 4.13, en la cual se muestran las
caracterizaciones hechas por diferentes autores de algunos tejidos nativos e injertos vasculares
artificiales de diferentes materiales, ademads de lo anterior, en las Figuras 2.6 y 2.7 se muestran
los esfuerzos de presion a los que estdn sometidos los diferentes tipos de conductos vasculares
en el cuerpo humano, y el tamafo promedio de los mismos, en éstas se observa que el minimo
y el maximo de esfuerzos de presion a los que estdn sometidos dichos conductos son de 0.011
MPa y 0.016 MPa respectivamente [25].

Es importante notar que, al igual que varios autores, los materiales formulados en este
proyecto presentan un grado de rigidez significativamente mayor a la reportada para los
conductos nativos, sin embargo, es de notar también que las mediciones hechas no simulan
el comportamiento del cuerpo humano, razén por la cual, se deja como perspectiva el estudio
del comportamiento mecdnico en algin medio fisiolégico simulado como PBS, o luego de
incubar el material en dicho medio, ya que se sabe que dichos tratamientos pueden influir
significativamente en las propiedades mecanicas medidas [208].

Si se comparan los resultados obtenidos para las propiedades mecdnicas de los materiales
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Arteria coronaria * 1.42 0.027 20.0 C. Van Andel. et.
Al [32], Hao-Yang
Mi. et. al, [33]
Arteria mamaria interna 1.18 0.1 35.1 Hao-Yang Mi. et.
al. [33]
Aorta (L-T)** 0.250 - 0.0567 ~ 1.0 ~ 100 -200 | Frederick H. et. Al
[27]
Car6tida (L-T)** 0.188 - 0.0823 ~ 1.0 ~ 100 - 90 Frederick H. et. Al
[27]
Vena Cava (L-T)** 0.319-0.191 ~3.0 ~ 100 - 60 Frederick H. et. Al
[27]
Arteria carétida *** 0.15 £ 0.04, N/A N/A T. Khamdaeng et.
0.89 + 0.27, al.[34]
0.75 £ 0.29
Injerto vascular artificial | 31.61 £ 4.76 14.03 £ 0.72 27.8 Cho Hay Mun et.
Gore-Tex ® al. [204]
Scaffold electro hilado de 170 + 7.6, 3.74+0.2,3.8 40, 10,>75, | Jeffrey J. D. Henry
PLLA*#%%, 180 £ 10.1, +03,1.8 £ >75 et. al. [205]
PLLA(APM)/PLLA(BPM), | 68 4+ 8.7, 33 0.1,1.0£ 0.1
PLLA/PCL*#*%% (5 %), +7.0
PLLA/PCL(10 %)
Scaffold electro hilado de 11.8 £2.7, 1.40 £ 0.25, | N/A Shannon L. M.
Acido poliglicélico, 45.1 +16.8 6.58 +0.97 Dahl et. al. [206]
Arteria nativa*
Injerto vascular artificial 800-900, N/A N/A Charanpreet Singh
Dacron  (Poliester) ®, 1000 et. al. [207]
coldgeno en arteria nativa*

Tabla 4.13: Valores de referencia de algunos conductos vasculares medidos por varios autores. *:
Muestras tomadas de pacientes muertos, **: Direcciones longitudinal y transversal del conducto medido
respectivamente, ***: Valores correspondientes a las capas del conducto, elastina, elastina-coldgeno y
fibras de coldgeno respectivamente, medidas in-vivo utilizando el modelo de resortes paralelos con datos
de correlacién cruzada 1D en la radiofrecuencia de ultrasonido, ***#: Poli - L - Lactida, donde APM y

BPM son alto y bajo peso molecular respectivamente. *****: Policaprolactama.

formulados y los reportados en la Tabla 4.13 se puede observar algunos detalles interesantes
que podrian dar pistas de las potenciales aplicaciones de estos materiales en términos de la
fabricacion de injertos vasculares artificiales. Primero, se puede observar que los materiales con
una proporcion fibroina:glicerol de 3:2 (g:g) son los menos rigidos, con una media de 57.51 £
11.10 MPa para las formulaciones con relacion fibroina/PVA de 60/40 (%), de 66.11 £ 9.36
MPa para las formulaciones con relacion fibroina/PVA de 70/30 ( %), y de 28.4- 8.64 MPa para
las formulaciones con relacién fibroina/PVA de 80/20 ( %), con base en esto, de destaca que los
modulos eldsticos para las formulaciones con relacién fibroina/PVA de 60/40 ( %), y proporcién
fibroina:glicerol 3:2 (g:g) son bastante similares al de una arteria nativa segun el reporte de
Shannon L. M. Dahl et. al. [206] (45.1 £+ 16.8 MPa), por lo que todos los materiales con
esta proporcion fibroina:glicerol podrian ser utilizados para fabricar arterias artificiales desde
el punto de vista de su rigidez. Se resalta también que las otras proporciones fibroina:glicerol
resultan menos rigidas que los materiales fabricados por Jeffrey J. D. Henry et. al. [205], los
cuales reportan un médulo elastico que varia entre 68 y 180 MPa, razén por lo cual, dispositivos
similares pueden ser fabricados por electrohilado y posteriormente caracterizar el efecto de este
proceso en las propiedades mecénicas de los materiales.
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Figura 4.24: Graficos de barras para todas las propiedades mecédnicas medidas en el disefio experimental
mostrado en la Tabla 4.2 (Primera parte)
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Desde el punto de vista de la resistencia a la traccion, se puede observar que los materiales
formulados pueden resistir los esfuerzos a los que estdn sometidos los conductos vasculares
nativos, teniendo por ejemplo la arteria coronaria una resistencia a la traccion de 0.027 MPa
[32, 33], 1a aorta, la carétida y la vena cava, de aproximadamente 1.0 MPa para las dos primeras,
y cercanas a 3.0 MPa para la tercera [27], por lo que en general esta resistencia no representaria
una limitacién para la fabricacion de cualquier conducto vascular, ya que dichos esfuerzos son,
en general, menores a los obtenidos en los materiales formulados (9.8 MPa de media sobre todo
el disefio experimental).

Desde el punto de vista de la elongacion en la ruptura, se destaca que la mayoria de conductos
nativos reportados presentan elongaciones superiores al 100 %, siendo en este caso la muestra
3 de la Tabla 4.2 la mejor candidata para la fabricacién de conductos vasculares artificiales, se
destaca ademads, que este valor es mds alto que los de todos los conductos artificiales reportados
en la Tabla 4.13.

Finalmente, dado que existen diferencias significativas entre las mediciones de tejidos vivos o
muertos, y para tener una idea mas aproximada de las propiedades de un conducto vascular
nativo, Gerhardt Konig et. al, [209], reportaron algunos valores de referencia para un grupo
de estudio que consisti6 en pacientes masculinos y femeninos entre 26 y 89 afios que fueron
sometidos a reemplazo de una vena safena o arteria mamaria utilizando injertos autélogos, en
su estudio, los autores encontraron que la vena safena puede soportar esfuerzos de presion de
0.2131 £ 0.1169 MPa y la arteria mamaria interna 0.4261 £ 0.1685 MPa, de este modo, si se
comparan estos valores con los obtenidos en el presente proyecto, se puede concluir que todos
ellos estdn en la capacidad de resistir los esfuerzos de presion a las que estdn sometidos la vena
safena y las arterias mamarias internas, por lo que, en general, cualquiera de estas formulaciones
podria ser utilidad para la fabricacion de estos conductos vasculares, sin embargo, dado que los
autores no reportan valores para el modulo eldstico, ni la capacidad de elongacion de estos
conductos, se deben tener mds datos para garantizar que el material se escoja correctamente.

En conclusion, como se observé a lo largo del capitulo, los materiales formulados brindan un
abanico de posibilidades amplio para la fabricacion de implantes vasculares artificiales desde
el punto de vista mecénico y superficial, de este modo, el dltimo paso a seguir para formular
un material potencialmente util para la fabricacion de implantes vasculares artificiales, consiste
en la inmovilizaciéon de heparina sobre dicho material, lo que le daria a éste la capacidad de
estar en contacto con la sangre sin activar la cascada de coagulacion. En el siguiente capitulo,
se mostrard la descripciéon completa del proceso de biofuncionalizacién, para ello, se han
escogido del compilado de formulaciones la muestra 3 ya que, basado en los reportes actuales
del mercado [210], las venas safenas y las arterias tordcicas son los dos tipos de conductos
vasculares més reemplazados actualmente, y como se vio a lo largo del capitulo, las propiedades
mecdanicas de la muestra seleccionada se ajustan bastante bien, ademds , es la muestra que
menos se degrada, y sus propiedades superficiales son optimas para proyectarse como material
candidato a la fabricacién de injertos vasculares artificiales.
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4.4. Conclusiones

Las formulaciones planteadas al rededor del capitulo mostraron una amplia variedad de
propiedades mecdnicas y superficiales que le pueden dar a dichos materiales una variedad
grande de aplicaciones para la fabricacion de conductos vasculares artificiales, de este modo,
el resumen general de las propiedades caracterizadas en este capitulo se pueden resumir como
sigue:

* Las propiedades mecénicas de todos los materiales formulados en el disefio experimental
4.1 dependen en gran medida de la interaccion intermolecular por puentes de hidrégeno
entre cadenas de fibroina y de PVA, los cuales son inducidos a través del glicerol, de
este modo, aumentos sucesivos en la concentracion de glicerol en las formulaciones
disminuyen el médulo eléstico de los materiales, el mismo comportamiento ocurre con el
limite eldstico y con la resistencia a la traccidn.

* El porcentaje de deformacion de los materiales formulados dependié principalmente de
de la relacion fibroina/PVA y la proporciéon PVA:glutaraldehido, mostrando este resultado
que las muestras con un grado de entrecruzamiento menor tienen mayor capacidad de
deformacion debido a su menor rigidez y estructura tridimensional menos compacta.

* Las propiedades superficiales muestran que el dngulo de contacto depende de los tres
factores trabajados en el disefio experimental, sin embargo, la dependencia respecto a la
cantidad de glutaraldehido no es clara, por su parte, cuando la relacion fibroina/PVA es
80/20 se obtienen muestras mds hidrofilicas, el mismo comportamiento ocurre cuando
aumenta la proporcién de glicerol en las formulaciones, indicando que promover mayor
interaccion por puentes de hidrégeno aumenta a su vez la hidrofilicidad de las peliculas
finales.

* Las micrografias SEM muestran que a medida que se aumenta el glicerol en las
formulaciones, se obtienen peliculas mds homogéneas, lo que demuestra que el aumento
de puentes de hidrégeno entre las cadenas de fibroina y PVA lleva a sistemas mejor
distribuidos molécularmente, estos resultados también evidencian que a medida que
aumenta el glicerol en las formulaciones, aumente los grupos hidrofilicos superficiales,
lo que da como resultado dngulos de contacto mas bajos.

» El andlisis por espectroscopia infrarroja muestra que la adiciéon de glicerol en las
formulaciones induce a la formacién de enlaces de hidrégeno, lo que demuestra las
explicaciones planteadas en los numerales anteriores. La intensidad de las bandas en
la zona de los grupos -OH y -C=0 fueron la clave para determinar el mecanismo de
aumento de interacciones en el material formulado.

* Los perfiles de degradacion muestran que la estabilidad de los materiales formulados a
degradarse en un medio de PBS depende exclusivamente de la relacion fibroina/PVA, y
no del grado de entrecruzamiento de PVA, de este modo, se concluye que el porcentaje



108 CAPITULO 4. FABRICACION DE SUPERFICIES A BASE DE FIBROINA

de pérdida de los materiales corresponden a las cadenas de fibroina que se van liberando
de la estructura del material.

* La muestra 3, la cual posee la mayor capacidad de elongacién previo a su ruptura, se
escogié como la muestra a biofuncionalizar, las propiedades mecdnicas ajustan bien a
las de un conducto vascular nativo, no presenta separacion de fases, y su dngulo de
contacto es propicio para la fabricacion de materiales destinados al contacto con sangre,
por lo tanto, en el préximo capitulo se explicard todo el procedimiento que se sigui para
biofuncionalizar esta muestra.



Capitulo 5

Biofuncionalizacion de Superficies a Base
de Fibroina

5.1. Introduccion

En los capitulos anteriores se hizo la descripcion y el andlisis del proceso de extraccion
de fibroina del capullo de gusano de seda Bombyx Mori, ademds de la metodologia que
se siguié para fabricar un material a base de esta proteina y de polivinil alcohol (PVA), el
cual se utilizdé con el fin de mejorar las propiedades mecédnicas del material final, por lo
tanto, el ultimo paso a seguir en el desarrollo del material deseado, consiste en garantizar
que éste tenga la capacidad de estar en contacto con la sangre sin desencadenar la cascada
de coagulacién, la cual se activa de forma natural en la sangre al estar en contacto con
cualquier cuerpo extrafio [211, 212], y para ello, una de las alternativas mds populares
consiste en la inmovilizaciéon de heparina sobre la superficie del material, para lo cual
algunos investigadores han trabajado en técnicas de inmovilizacién basadas en la formacién de
complejos antitrombina-heparina [15, 213-215], modificacion superficial de los materiales con
plasma y posterior inmovilizacion de la heparina a través de los grupos funcionales formados
en la superficie [16, 111, 216], y biofuncionalizacién por aprovechamiento interacciones
electrostaticas [217-219], siendo todas estas metodologias exitosas al evaluar la actividad
antitrombogénica de los materiales desarrollados, sin embargo, los estudios mencionados
previamente limitan la biofuncionalizaciéon a la superficie del material trabajado, es decir,
una vez fabricado el material, la inmovilizacion del mismo se hace solo sobre su superficie
con alguna de las técnicas mencionadas, por lo que no se tiene en consideracion la
degradacion del material en algin medio especifico, y por lo tanto, aplicar dichos modelos
de biofuncionalizacién resulta contraproducente en los materiales formulados en este proyecto
debido a que estos pierden aproximadamente el 35 % de su masa en 24 horas cuando se ponen
en contacto con solucién amortiguadora de fosfato (PBS), y por lo tanto, existe la posibilidad
de que la heparina inmovilizada superficialmente se pierda en tan solo el primer dia de tener
contacto con algin medio fisiolégico, por esta razén, la propuesta planteada en este proyecto
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tiene una aproximacion diferente, la cual consiste en biofuncionalizar la fibroina mientras estd
en solucidn, y luego utilizarla para preparar las peliculas finales segin los protocolos descritos
en capitulos anteriores, de este modo, sabiendo que la fibroina biofuncionalizada y el PVA
podrin formar una mezcla homogénea como ya se demostro, se puede garantizar que a medida
que el material se va degradando, éste seguira teniendo proteina biofuncionalizada con heparina,
y por lo tanto, seguird teniendo actividad antitrombogénica.

En este capitulo se describirdn las dos metodologias de biofuncionalizacién de fibroina en
solucion que se utilizaron, la primera por acople de carbodiimida [107, 113, 114, 220], y la
segunda por aprovechamiento de interacciones electrostéticas [217-219], para ello, se escogid
la muestra 3 de las formulaciones planteadas en el Capitulo 4 debido a que ésta garantiza
homogeneidad en su estructura macroscopica, es decir, no presenta separacion de fases, tiende a
degradarse menos que las demds formulaciones, su mojabilidad cumple con los requisitos para
materiales que tendrdn contacto con la sangre, y las propiedades mecdanicas se ajustan bien a las
de algunos conductos vasculares nativos, incluyendo su gran capacidad de elongacion antes de
la ruptura, de este modo, el objetivo principal de este estudio consistié en determinar el éxito
de la biofuncionalizacién del material, para lo cual se midi6 la capacidad antitrombogénica
de este poniéndolo en contacto directo con sangre segiin la metodologia que se describira
en las siguientes secciones, finalmente, se mostrara el efecto de la biofuncionalizacién en las
propiedades fisicoquimicas, mecanicas y morfoldgicas del material con el fin de observar como
se incorporé la heparina al material.

5.2. Metodologia

5.2.1. Biofuncionalizacion de fibroina con heparina y fabricacion de
peliculas

5.2.1.1. Biofuncionalizacion de fibroina por acople de carbodiimida

Las carbodiimidas son una clase de compuestos organicos que se caracterizan por la secuencia
estructural R{—N=C=N—Rj, y se consideran formalmente diimidas de di6xido de carbono [107].
En el caso especifico de la fibroina, se puede realizar un acople de carbodiimida aprovechando
los residuos de aminodcidos reactivos de la fibroina como 4cido aspartico (0.5 %), acido
glutdmico (0.6 %), lisina (0.2 %), serina (12.1 %) y treonina (0.9 %) y los acidos dicarboxilicos
de la heparina a través de un enlace amida [19, 86, 221], por lo tanto, al biofuncionalizar por
este método se genera un anclaje por enlace covalente entre la fibroina y la heparina.

El procedimiento experimental que se siguid para realizar la biofuncionalizacién por
acople de carbodiimida se muestra en el esquema de la Figura 5.1, primero, se diluyo la
heparina (5000 U.I/ml, Blau Farmacéutica Colombia S.A.S) en solucién amortiguadora
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de 4cido 2-etanosulfénico (MES) a pH= 6.0, luego, la heparina se activd haciéndola
reaccionar con N-hidroxisuccinimida (NHS, peso molecular 115.09g/mol, Sigma-Aldrich)
durante 10 minutos, una vez activa la heparina, ésta se hizo reaccionar con hidrocloruro
de N-(3-dimetilaminopropil)-N*-etilcarbodiimida (EDC, peso molecular 190.70g/mol,
Sigma-Aldrich) y fibroina en solucién a pH= 6.0 durante 6 horas a temperatura ambiente,
una vez finalizada la reaccién, la fibroina biofuncionalizada fue puesta en didlisis contra una
soluciéon de Na,HPO, 0.1 M a pH= 6.0 durante 2 horas para eliminar la heparina que no
reacciond, posteriormente fue puesta 3 veces en didlisis contra una solucién de NaCl 2M a pH=
6.0 durante 24 horas para remover el Na,HPO,, finalmente, puesta 3 veces en didlisis contra
agua destilada durante 24 horas para eliminar el NaCl. Una vez terminados todos los procesos
de didlisis, se calcul6 la concentracién final de la fibroina biofuncionalizada por gravimetria
y se preparo la muestra 3 segun el protocolo de la Figura 4.1 mostrado en el Capitulo 4. La
reaccion de acople se muestra en la Figura 5.2, para dicha reaccion, los grupos R de la cadena
de fibroina dependen del aminoécido reactivo, por ejemplo, para la lisina, R=(CH,), —NHo.

Heparina
[-]
y/ Solucién de
—> fibroina
. pH=6
0
NHS 1 v .
5 EDC = =
10 minutos 6 horas
—
MES pH=6 Heparina activa Fibroina funcionalizada

Figura 5.1: Esquema experimental de la biofuncionalizacién por acople de carbodiimida (Ilustracién
propia)

5.2.1.2. Biofuncionalizacion de fibroina por aprovechamiento de interacciones
electrostaticas

La biofuncionalizacién por aprovechamiento de interacciones electrostdticas se basa en la
diferencia de cargas de las moléculas presentes en solucién, de este modo, se ha encontrado que
a valores de pH cercanos a 6.0, la fibroina adquiere carga parcialmente positiva debido a que se
garantiza la protonacion de algunos grupos aminos terminales presentes en la estructura de la
misma, estd lejos de su punto isoelectrico (4.2) [222], lo que evita su coagulacién, y su cadena
adquiere una configuracion extendida, lo que permite aprovechar al maximo la disponibilidad de
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Figura 5.2: Reaccidn de acople de carbodiimida entre la fibroina y la heparina (Ilustracién propia)
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grupos aminos terminales [95, 223, 224]. Por su parte, a este pH los grupos dcidos carboxilicos
en la heparina permanecerdn protonados, por lo tanto, la carga negativa de esta molécula estara
principalmente presente en los grupos sulfatados como se muestra en el esquema de la la Figura
5.3 [115].

Para realizar la biofuncionalizacién por este método, se mezclaron las soluciones de fibroina
y heparina a pH 6.0 durante 6 horas con el fin de mantener las condiciones similares a la
biofuncionalizacién por acople de carbodiimida, luego de esto, se calculd la concentracién de
la solucién de fibroina por gravimetria y se prepard la muestra 3 segtin el protocolo de la Figura
4.1 del Capitulo 4.

T
!

1,50, CH,S0;
_§
0] NHso3

NHS!

J,

H,S0, zSOX
P o NHSO

NHS!

Figura 5.3: Esquema del modelo de interaccién electrostética entre fibroina y heparina (Ilustracion
propia)
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5.2.2. [Evaluacion y caracterizacion de los materiales biofuncionalizados

5.2.2.1. Evaluacion de antitrombogenicidad de los materiales biofuncionalizados

Declaracion ética: El protocolo que se presentard a continuacién fue revisado y aprobado por
el Comité de Bioética de la Universidad de Antioquia, y la autorizacién para proceder con el
mismo fue registrada en el acta 20-107-890 del afio 2020, la cual se deja como evidencia en
el Apéndice A. Para este protocolo participaron tres (3) voluntarios, los cuales donaron en su
totalidad 30 ml de sangre. Como compromiso ante el Comité de Bioética de la Universidad de
Antioquia, la identidad de los tres voluntarios se mantendra en el anonimato, por lo tanto, se les
asignaron los c6digos aleatorios G?MD001, G2MDO002 y G?°MDO003. Todos los consentimientos
informados fueron firmados por los voluntarios, el investigador principal del proyecto, la tutora
del proyecto, un testigo, y el medico asesor José Santiago Camacho Quintero, quien realizé las
extracciones de sangre y verific6 que se cumplieran todos los protocolos realizados durante
el experimento. Para el protocolo que se presentard, se obtuvo aval para el total de sangre
mencionado previamente, por lo tanto, para realizar la prueba de bioactividad a 15 dias, solo se
utiliz6 la sangre de un voluntario segtin la metodologia que se explicard a continuacion.

El éxito de la biofuncionalizacion depende principalmente de la respuesta del material al
contacto con la sangre, de este modo, con el fin de llevar a cabo esta evaluacion, se realizé
la prueba de recalcificacién en dispositivos médicos para contacto con sangre [225-227] a la
muestra de control, y a los materiales biofuncionalizados. La nomenclatura de las muestras
evaluadas se resumen en el siguiente listado:

* Muestra 3: Muestra 3 sin biofuncionalizar (control).
* Muestra 3 EDC/NHS: Muestra 3 biofuncionalizada utilizando acople de carbodiimida.

* Muestra 3 Electrostatico: Muestra 3 biofuncionalizada por aprovechamiento de
interacciones electrostaticas.

Para la prueba en cuestion, se sigui6 el esquema mostrado en la Figura 5.4, primero se extrajo
sangre de los voluntarios segin el protocolo de extraccion a través de un catéter venoso
[228], y fue depositada en tubos especiales con citrato de sodio para desactivar la cascada de
coagulacion, posterior a esto, en un tubo que contenia un fragmento de aproximadamente 1.0
cm? del material a evaluar se depositaron 400 il de la sangre extraida, luego a este sistema
se le agregaron 40 pl de solucién de CaCl, 0.1 M para reactivar la cascada de coagulacion
en la sangre, finalmente, se retiré el material evaluado cada 10 minutos durante 60 minutos
y se midié la masa total de codgulos adheridos a la superficie con una balanza analitica en
los tiempos mencionados. Como tiempo infinito, las muestras se dejaron en contacto con la
sangre durante 6 horas y se midi6 la masa de codgulos adheridos en las muestras luego de este
tiempo. Todas las mediciones anteriores se realizaron por triplicado para cada material con la
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Figura 5.4: Esquema experimental para la prueba de recalcificacion en dispositivos médicos para contacto
con sangre (Ilustracion propia)

sangre de cada voluntario, teniendo asi un total de 9 replicas por material. El resultado final se
reporté como el promedio de masa de los codgulos adheridos a la superficie con su desviacién
estandar. Finalmente, para verificar la estabilidad de la bioactividad de la heparina inmovilizada,
se siguid el protocolo propuesto por algunos autores [52, 229, 230], primero, fragmentos de
aproximadamente 1.0 cm? de las muestras fueron puestos en incubacién durante 15 dias en una
solucién amortiguadora de fosfato (PBS) a pH=7.0, una vez pasado el tiempo de incubacidn,
las muestras se retiraron y se realizé la prueba de recalcificacién de sangre a la muestra 3 sin
biofuncionalizar para usarla como control, y biofuncionalizada por ambos métodos.

Una vez evaluado el éxito de la biofuncionalizacidn, se plantearan algunos mecanismos
de incorporaciéon de la heparina en el material, para este propdsito, se soportardn dichos
planteamientos con los resultados obtenidos por espectroscopia infrarroja por transformada de
Fourier, anélisis termogravimétrico y microscopia electrénica de barrido, ademds de esto, se
estudio el efecto de la biofuncionalizacén en las propiedades superficiales y mecdnicas como se
describird a continuacion.

5.2.2.2. Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier (FTIR)

El cambio de la conformacion estructural de la fibroina en los materiales se siguié respecto
a los métodos de biofuncionalizacidn, para este propodsito, se analizaron la muestra 3 de
control, las muestras biofuncionalizadas por ambos métodos, y la heparina utilizada para la
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biofuncionalizacién en un equipo SHIMATZU IR-TRACER 100, y se barri6 el rango espectral
entre 4000 cm~! y 400 cm~! durante 24 ciclos.

5.2.2.3. Analisis termogravimétrico (TGA)

Las diferentes zonas de descomposicion de los materiales de control y biofuncionalizados
respecto a la temperatura, asi como los residuos luego de finalizado el andlisis, pueden dar
informacion de la forma en que la heparina se incorpor6 en los materiales biofuncionalizados,
para este proposito, se realizd un andlisis termogravimétrico a la muestra 3 de control,
las muestras biofuncionalizadas por ambos métodos y la heparina utilizada en la
biofuncionalizacidn, la caracterizacion en cuestion se hizo con un equipo TGA Q500 de TA
Instruments en atmésfera de nitrégeno a una velocidad de calentamiento de 10°C/min. El
barrido completo se realizo en el rango de temperatura entre 25°C y 900°C.

5.2.2.4. Microscopia electronica de barrido

Con el fin de evaluar el efecto de la biofuncionalizacién sobre la estructura superficial del
material, las muestras 3 de control y biofuncionalizadas por ambos métodos fueron observadas
en un equipo de microscopia electrénica de barrido SEM JEOL JSM-6490LV y se tomaron 2
micrografias de cada muestra a 500X y 1000X respectivamente.

5.2.2.5. Angulo de contacto

Normalmente, la inmovilizacién de heparina lleva a materiales mds hidrofilicos [52], de este
modo, con el fin de estudiar el efecto de la biofuncionalizacion en la hidrofilicidad del material,
las muestras 3 de control y biofuncionalizadas por ambos métodos fueron analizadas en un
goniometro DataPhysics OCA 15EC, utilizando gotas de 1ul de volumen y se determiné el
angulo de contacto de cada una de ellas con agua. Todas las muestras se midieron por triplicado
y su resultado se expresé como el promedio de los mismos con su desviacion estandar.

5.2.2.6. Propiedades mecanicas

Con el fin de estudiar el efecto de la biofuncionalizacién en las propiedades mecdnicas del
material, se prepararon la muestra 3 de control y biofuncionalizada por ambos métodos, y
en promedio, se obtuvieron peliculas con un espesor de 380 pm, de este modo, para la
evaluacion de la resistencia mecanica, las peliculas de las muestras de control y las muestras
biofuncionalizadas fueron analizadas segin la norma ASTM D-638 [178] en una mdaquina
universal de ensayos Shimadzu UH-X, de estas pruebas se calcularon para cada pelicula la



5.3. RESULTADOS Y DISCUSION 117

resistencia a la traccidn, porcentaje de elongacién en la ruptura, médulo eléstico y el limite
eléstico.

5.3. Resultados y discusion

5.3.1. Evaluacion de antitrombogenicidad de los materiales
biofuncionalizados

La cascada de coagulacion consiste en un complejo mecanismo que se activa en la sangre
mediante la via extrinseca y la via intrinseca como se explicd en la Seccién 2.3.1,
especificamente, la via intrinseca se activa cuando la sangre entra en contacto con algin cuerpo
extrafio [25], siendo ésta la principal limitacién de los dispositivos médicos destinados al
contacto con la sangre, y motivo por el cual estos deben estar en capacidad de tener dicho
contacto sin activar la cascada de coagulacién, es decir, tener capacidad antitrombogenica
[52, 231, 232].

Basado en lo anterior, la evaluaciéon de la capacidad antitrombogenica de los materiales
biofuncionalizados se hizo por medio de la prueba de recalcificacion de sangre mostrada en la
Figura 5.4, 1a cual consiste en la interrupcion del mecanismo de coagulacion de las muestras de
sangre extraidas y su posterior reactivacién mediante la adicién de Ca** (factor IV de la cascada
de coagulacién [37, 38]) una vez estdn en contacto con el material a evaluar, para ello, dicha
prueba se realizé a tiempo cero y a 15 dias como se describié previamente en la Seccién 5.2.2.1
utilizando la muestra 3 sin biofuncionalizar para ser usada como control, y biofuncionalizada
por ambos métodos.

En la Figura 5.5 se presenta la fotografia de todas las muestras analizadas a tiempo cero luego
de tener contacto con la sangre durante 6 horas, ademas de esto, en la Figura 5.7 se muestran
los resultados cuantitativos de la masa total de codgulos adheridos a la superficie del material
en funcién del tiempo.

De acuerdo con la evidencia fotogrifica mostrada en la Figura 5.5, se observa que las muestras
biofuncionalizadas por ambos métodos permanecen relativamente libres de codgulos luego de
haber tenido contacto con la sangre recalcificada durante las 6 horas de anélisis, por el contrario,
las muestras de control tienen casi toda la superficie cubierta por codgulos, lo que muestra el
éxito de la biofuncionalizacién del material, y por lo tanto, este podrd tener contacto con la
sangre y garantizar que los codgulos formados no se adhieran a su superficie gracias a la accion
de la heparina inmovilizada. En el caso de la muestra 3 de control, cuando la sangre entra en
contacto con ésta, la respuesta inmunoldgica activard la cascada de coagulacién a través de la
via intrinseca [25, 118], lo que estimulara la produccion de fibrina, y formard el coagulo que se
adherird a la superficie del material sin biofuncionalizar [24, 233], por otra parte, el mecanismo
de interaccion de la sangre con los materiales biofuncionalizados es completamente diferente,
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Figura 5.5: Fotografia de la muestra 3 sin biofuncionalizar, biofuncionalizada por acople de carbodiimida
(EDC/NHS), y biofuncionalizada por aprovechamiento de interacciones electrostédticas luego de tener
contacto con sangre recalcificada durante 6 horas.

ya que cuando los codgulos de la sangre recalcificada entran en contacto con la superficie
de estos, la heparina disponible en la superficie formard un complejo con la antitrombina
III (AT-IIT) [25], y como resultado, la heparina catalizard su accioén y evitard la agregacion
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plaquetaria en la superficie del material como se muestra en el esquema modelo de la Figura
5.6.

Figura 5.6: Modelo esquemdtico de la interaccion de la sangre con el material biofuncionalizado, donde
se muestra la formacién del complejo AT-1II-Heparina y su accién de bloqueo frente a la adhesion de
codgulos (Ilustracién propia).

En la Figura 5.7 se muestran los resultados cuantitativos de la masa de coagulos adheridos
a la superficie de los diferentes materiales evaluados a tiempo cero, en ésta se observa que
las muestras de control adquieren un maximo de masa de codgulos adheridos de 0.28 g en
los primeros 10 minutos, para finalmente estabilizarse luego de 6 horas en 0.14 g, lo que se
explica debido a que estas muestras de control, al ser materiales extrafios y sin biofuncionalizar,
permiten que los codgulos formados por recalcificacion se adhieran a su superficie hasta
alcanzar una masa critica que se da cuando dicha superficie estd saturada de codgulos,
luego estos se desprenderdn hasta estabilizarse en la capacidad maxima que cada superficie
pueda tener [25, 41]. Por otra parte, las muestras biofuncionalizadas por ambos métodos
muestran una eficacia notable, alcanzando un maximo de masa de 0.024 g y 0.022 g para la
muestra biofuncionalizada por acople de carbodiimida y aprovechamiento de interacciones
electrostéticas respectivamente, destacando que estos valores permanecieron practicamente
iguales durante todo el tiempo de andlisis.

La Figura 5.8 muestra los resultados de la prueba de recalcificaciéon de sangre realizada
a la muestra 3 luego de estar 15 dias de incubacién en solucién de PBS como se
describié previamente, en ésta se observa que luego de pasado este tiempo, las muestras
biofuncionalizadas por ambos métodos contindan teniendo actividad antitrombogénica
comparadas con la muestra de control (m), sin embargo, las muestras biofuncionalizadas
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Figura 5.7: Cuantificaciéon de masa de codgulos a tiempo cero para la muestra 3 de control (m),
biofuncionalizada por acople de carbdiimida (®) y por aprovechamiento de interacciones electrostiticas

(A).

por aprovechamiento de interacciones electrostdticas (A) presentan una mayor adherencia de
codgulos sobre su superficie, lo que indica que luego del proceso de incubacién en PBS, la
heparina presente en la superficie del material migra hacia la solucién, por lo tanto, perderd
actividad rdpidamente comparado con la muestra biofuncionalizada por acople de carbodiimida
(®) como muestran los resultados cuantitativos, donde se observa que estas ultimas tienen una
actividad antitrombogénica significativamente mayor.

Los resultados anteriores se observan mejor en la Figura 5.9, donde se evidencia que la
muestra biofuncionalizada por acople de carbodiimida presenta una adhesion de codgulos
aproximadamente 32 % superior luego de 15 dias de incubacién en PBS, sin embargo,
la muestra biofuncionalizada por aprovechamiento de interacciones electrostiticas permite
una adhesiéon de codgulos aproximadamente 429 % superior luego de pasar por el mismo
tratamiento, es decir, luego de 15 dias de incubacidn, las muestras biofuncionalizadas por
acople de carbodiimida tendrdn aproximadamente 13 veces mds actividad antitrombogénica
si se compara con las muestras biofuncionalizadas por aprovechamiento de interacciones
electrostéticas, lo que resulta natural si se piensa que bajo la primera metodologia la heparina
se ancla a la fibroina a través de enlaces covalentes, por lo que cualquier pérdida de actividad
estard relacionada a la degradacién del material, pero en el caso de la biofuncionalizacién por
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Figura 5.8: Cuantificacién de masa de codgulos a 15 dias de incubacién en PBS para la muestra 3 de
control (m), biofuncionalizada por acople de carbdiimida (®) y por aprovechamiento de interacciones
electrostaticas (A).

aprovechamiento de interacciones electrostaticas, la pérdida de actividad se daré tanto por lo
degradacion del material, como por la migracion de la heparina hacia el seno de la solucién de
PBS [52, 217], lo que muestra el gran potencial que tienen los materiales biofuncionalizados
por acople de carbodiimida.

En conclusién, los resultados de la prueba de recalcificacion de sangre confirman
que biofuncionalizar la fibroina antes de preparar el material permite que la actividad
antitrombogénica del mismo se mantenga a medida que este se degrada en solucién de PBS
como se planteé en el Capitulo 4, ademds , al garantizar que la fibroina biofuncionalizada y el
PVA permanecen homogéneamente distribuidos sobre todo el material, se puede afirmar que
este mantendrd actividad antitrombogénica a medida que se va degradando, ya que siempre
habrd fibroina biofuncionalizada disponible para mantener la actividad antitrombogénica
estable, de este modo, se confirma el éxito del proceso de biofuncionalizacion, y se concluye
que el mejor método es la biofuncionalizacién por acople de carbodiimida, por lo tanto, es el
método que se recomienda para trabajos futuros derivados de el presente proyecto.
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Figura 5.9: Comparaciéon de la masa de codgulos adheridos a la superficie de los materiales
biofuncionalizados donde se reconoce: muestra 3 biofuncionalizada por acople de carbodiimida a tiempo
cero (m) y luego de 15 dias de incubacién en PBS (A). Muestra 3 biofuncionalizada por aprovechamiento
de interacciones electrostdticas a tiempo cero (®), y luego de 15 dias de incubacién en PBS (V).

5.3.2. Analisis espectroscopico

La biofuncionalizacién del material fue un proceso en el cual se inmoviliz6 heparina sobre
la fibroina mediante dos técnicas: acople de carbodiimida y aprovechamiento de interacciones
electrostéticas, de este modo, en el caso del acople de carbodiimida, las aminas terminales
(-NH,) reaccionaron con los 4cidos carboxilicos (-COOH) de la heparina segtin el esquema de
la Figura 5.2 formando puentes diimida entre ambas sustancias, por lo tanto, el seguimiento
de las bandas de amida I y II de a estructura de la fibroina serdn claves para confirmar el
éxito de la formacién de dicho enlace. Por otra parte, en el caso de la biofuncionalizacién por
aprovechamiento de interacciones electrostaticas se espera una formacién adicional de enlaces
de hidrégeno en el material, lo que normalmente también afecta las bandas de amida I y Il de la
estructura de la fibroina debido al cambio conformacional de random coil a laminas-_3.

Los espectros infrarrojo de la muestra 3 de control, biofuncionalizada por acople de
carbodiimida, biofuncionalizada por aprovechamiento de interacciones electrostiticas y de
la heparina se encuentran en la Figura 5.10, en ésta se sefialan algunas de las zonas de
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interés que brindan informacién acerca de la incorporacién de la heparina en los materiales
biofuncionalizados, resaltadas en verde claro, rojo claro, y amarillo claro. Algunas de las bandas

de interés se resumen en la Tabla 5.1.
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Figura 5.10: Espectros infrarrojo de: Heparina (—), Muestra 3 de control (—), Muestra 3
biofuncionalizada por acople de carbodiimida (—) y Muestra 3 biofuncionalizada por aprovechamiento
de interacciones electrostaticas (—)

Bandas (cm™1)

Otras bandas (cm™1)

3 Control 1641 1534
3 EDC/NHS 1603 1501 1212 | 1092 | 1022
3 Electrostatico 1620 1515 1232 | 1110 | 1041
Heparina 1224 | 1017 | 984 804

Tabla 5.1: Numeros de onda para algunas de las bandas de interés de la muestra 3 de control,
biofuncionalizada por acople de carbodiimida, por aprovechamiento de interacciones electrostdticas y

heparina

De acuerdo con los resultados mostrados en la Figura 5.10, la muestra de control (—) presenta
la banda de tension de grupos -O-H en 3273 cm™!, la cual se desplaza a 3259 cm™! para la
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muestra biofuncionalizada por acople de carbodiimida (—), y a 3280 cm™! para la muestra
biofuncionalizada por aprovechamiento de interacciones electrostéticas (—), estos resultados
sugieren que la asociacion de puentes de hidrégeno entre los diferentes componentes del
material cambia cuando este se biofuncionaliza [187], siendo el tipo de asociacion diferente
entre ambas muestras biofuncionalizadas.

A pesar de lo anterior, la evidencia mds importante para observar el efecto de la heparina
en el material se encuentra en las zonas resaltadas en rojo claro y amarillo claro, primero,
las bandas de amida I y II de la muestra de control aparecen a 1641 cm~' y 1534 cm™!
respectivamente, y se desplazan a 1603 cm™! y 1501 cm™! para la muestra biofuncionalizada
por acople de carbodiimida, y a 1620 cm~! y 1515 cm™! para la muestra biofuncionalizada por
aprovechamiento de interacciones electrostaticas, estos resultados se explican dado que, cuando
la heparina se integra al material, tanto a través del enlace diimida como por interacciones
electrostaticas, la forma en que se producen los enlaces de hidrégeno también cambia, haciendo
que la cantidad de ldminas-3 de la fibroina aumente, y finalmente se vea reflejado en el
desplazamiento de las bandas de amida I y amida II de la fibroina a nimeros de onda menores
[234], por lo tanto, estos desplazamientos granizan que la incorporacion de la heparina en el
material fue exitosa.

Finalmente, en la zona amarillo claro, se distinguen varios cambios entre la muestra de control
y las muestras biofuncionalizadas asociados a la extension de grupos -S=O presentes en la
estructura molecular de la heparina, y que aparecen en 1224 cm™!, 1017 cm™! y 984 cm™! en
el espectro correspondiente a este polisacdrido, de estas sefiales, la primera banda en la muestra
biofuncionalizada por acople de carbodiimida se desplaza hasta 1212 cm™! , y hasta 1232 cm™!
para la muestra biofuncionalizada por aprovechamiento de interacciones electrostéticas, lo que
sugiere que los grupos -S=0 de la heparina estan interactuando a través de enlaces de hidrégeno
con los polimeros en el material [234, 235], estos resultados se reafirman con las otras dos
bandas caracteristicas de la heparina, que se desplazan hasta 1092 cm™! y 1022 ¢cm™! para
la muestra biofuncionalizada por acople de carbodiimida, y hasta 1110 cm™! y 1041 ¢cm™!
para la muestra biofuncionalizada por aprovechamiento de interacciones electrostéticas, estos
resultados confirman que la heparina se incorpora de forma exitosa en el material, y por lo
tanto, estos resultados, junto a los resultados de bioactividad a 15 dias, muestran que dicha
incorporacion es mas estable en la muestra biofuncionalizada por acople de carbodiimida,
sugiriendo que el enlazamiento covalente entre la fibroina y la heparina fue exitoso.

5.3.3. Analisis termogravimétrico

Los termogramas de la heparina, la muestra 3 de control, biofuncionalizada por acople de
carbodiimida, y biofuncionalizada por aprovechamiento de interacciones electrostéticas se
muestran en la Figura 5.11, ademds de esto, con el fin de facilitar la lectura de los datos, cada
uno de estos termogramas, junto con la derivada del peso, se muestran en la Figura 5.12.

De acuerdo con los resultados mostrados en las Figuras 5.11 y 5.12, la heparina (—) se
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Figura 5.11: Termogramas para: Heparina (—), Muestra 3 de control (—), Muestra 3 biofuncionalizada
por acople de carbodiimida (—) y Muestra 3 biofuncionalizada por aprovechamiento de interacciones
electrostaticas (—)

descompone en 4 pasos, el primero ocurre en el rango desde 69.25°C hasta 199.34°C, en
el cual se presenta una pérdida de masa de 9.6 %, la cual corresponde a la humedad de la
muestra, posterior a esto, se da una pérdida brusca de masa que se da en el rango desde 224.37
°C hasta 241.4 °C, la cual es atribuida al proceso de degradacion de este polisacarido [236],
proceso que continua hasta dejar un residuo del 25 % aproximadamente a 754.56 °C debido
a las sales generadas por los grupos sulfatados presentes en la heparina como se ha reportado
previamente[234].

Por otra parte, en el termograma de la muestra 3 de control (—) se observa que la
descomposicion de esta muestra se da en 5 pasos, de los cuales, el primero se da en el rango
que va desde 61.94 °C hasta 105.31 °C, y corresponde a la pérdida de humedad de esta muestra,
posterior a esto, se da una segunda pérdida de masa del 14.31 % en el rango que va desde
159.4 °C hasta 190.79 °C, la cual es atribuida a la descomposicion de las cadenas mds pequenas
de PVA segin se ha encontrado previamente para sistemas basados en PVA plastificado con
glicerol [237], una vez superada esta etapa, se da una tercera pérdida de masa de 29.2 % en el
rango que va desde 280.21 °C hasta 312.38 °C, el cual es atribuido a la degradacion de la fibroina
en aminodcidos y una descomposicion parcial del PVA, procesos que comienzan a temperaturas
similares [22], y que se puede extender hasta temperaturas cercanas a 370 °C en el caso de la
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Figura 5.12: Termogramas y derivadas de heparina (a), muestra 3 de control (b), muestra 3

biofuncionalizada por acople de carbodiimida (c), y muestra 3 biofuncionalizada por aprovechamiento
de interacciones electrostaticas (d).

degradacion de la fibroina en aminodcidos [234], por lo tanto, dicha degradacién ocurre en la
cuarta etapa, la cual abarca el rango de temperaturas que va desde 349.24 °C hasta 396.35 °C
y se traduce en una pérdida del 29.20 % de la masa del material, finalmente, la Gltima etapa de
descomposicion ocurre en el rango de temperatura que va desde 416.25 °C hasta 509.29 °C, la
cual, teniendo en cuenta que a esta temperatura la fibroina se ha degradado completamente [22],
es atribuida a la descomposicion final del PVA en el material, el cual deja un residuo de 9.71 %
luego del andlisis.

Respecto a las muestras biofuncionalizadas, destaca el comportamiento de la muestra
biofuncionalizada por aprovechamiento de interacciones electrostiticas (—), la cual se
descompone en 4 etapas, siendo la primera aquella que ocurre en el rango de temperaturas que
va desde 67.2 °C hasta 132.87 °C, y que se debe a la pérdida de humedad de la muestra, seguida
de una pérdida de 5.59 % en masa y que se da en el rango de temperaturas que va desde 177.72
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°C hasta 190.75 °C, la cual, comparada con la muestra de control representa aproximadamente
3 veces menos pérdida de masa, ademds de comenzar a una temperatura mas alta, lo cual
probablemente se deba a una mayor estabilidad térmica de las cadenas mas pequefias de PVA
producto de la interaccion con la heparina, lo cual tiene sentido si se observa que la siguiente
etapa abarca todo el rango que va desde 357.36 °C hasta 400.64 °C, y en el cual se pierde el
53.03 % de la masa del material, y que retne las dos pérdidas de masa que se observan para la
muestra de control en este rango en una sola pérdida , la cual corresponde tanto a pérdidas de
masa por degradacion de PVA, como fibroina y la heparina que esta depositada en la superficie
de la fibroina por interacciones electrostaticas, finalmente, en la etapa 4 de descomposicion, la
cual abarca el rango de temperatura que va desde 412.18 °C hasta 639.62 °C, el material pierde
el 27.71 % de su masa dejando un residuo de apenas 2.94 %, este resultado, como se verd en
la seccion de microscopia electrénica de barrido, estd relacionado con una leve separacion de
fases que se da entre el PVA y la fibroina, lo que explicaria que las ultimas etapas de degradacion
estén relacionadas solo con la degradacién del PVA.

Finalmente, el termograma de la muestra biofuncionalizada por acople de carbodiimida
muestra un comportamiento similar a la muestra de control, donde se identifican 5 etapas
de descomposicion en rangos de temperatura similares, de los cuales, la primera etapa de
degradacion, correspondiente a la pérdida de humedad, se da en el rango que va desde 67.02 °C
hasta 109.56 °C, posterior a esto, en la segunda etapa de degradacion, que va desde 170.57 °C
hasta 187.87 °C, presenta una pérdida de 10.24 % de la masa del material, esta etapa, comparada
con la muestra de control, resulta interesante ya que representa un pérdida menor, lo que podria
indicar que la heparina incorporada en el material le brinda estabilidad térmica a este material,
lo que resulta 16gico si se piensa que en la siguiente etapa, la cual se da en el rango desde 272.09
°C hasta 323.86 °C, y en la que ya se ha degradado parte de la heparina, la muestra presenta
su mayor pérdida de masa, correspondiente al 35.25 %. La cuarta etapa de degradacion, la cual
se da en el rango que va desde 349.24 °C hasta 399.24 °C, es practicamente igual a la muestra
de control, correspondiente a la degradacion final de los aminoécidos de la fibroina, representa
una pérdida del 13.89 %, finalmente, la dltima etapa de degradacion se da en el rango que va
desde 419 °C hasta 875 °C, posterior a la cual queda un residuo del 18.75 % el cual es resultado
de los residuos de heparina producto de las sales de grupos sulfatados en la estructura de este
polisacdrido como se ha encontrado en estudios anteriores [234], y lo que indica que para esta
muestra, la incorporacién de la heparina fue mejor que en la muestra biofuncionalizada por
aprovechamiento de interacciones electrostéticas.

5.3.4. Efecto de la biofuncionalizacion en las propiedades superficiales

5.3.4.1. Microscopia electronica de barrido

En la Seccién 4.3.3 se observd que la homogeneidad del material formulado mejora
significativamente cuando se utiliza la mayor proporcién fibroina:glicerol (3:2) del disefio
experimental planteado en la Tabla 4.2, 1o anterior debido a que en dichas proporciones se puede
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garantizar un aumento significativo en las interacciones de hidrégeno entre los componentes del
material, y por lo tanto, la fibroina y el PVA podran estar homogéneamente distribuidos gracias
a la accion del glicerol. Basado en lo anterior, se debe garantizar que este comportamiento no
se vea significativamente afectado cuando se biofuncionaliza la fibroina en solucién y luego se
prepara el material con ésta ya que es fundamental que el material sea homogéneo y no presente
separacion de fases con el fin de que éste tenga actividad antitrombogénica a lo largo de toda su
superficie.

Las micrografias SEM para la muestra de control 3, y las muestras biofuncionalizadas por
ambos métodos se encuentran registradas en la Figura 5.13, en ésta se observa que la muestra
de control (Figuras 5.13a y 5.13b) presenta una superficie homogénea y no se evidencia una
separacion de fases entre la fibroina y el PVA como ya se habia encontrado previamente, sin
embargo, algunos defectos superficiales se notan como producto del proceso de evaporacién
de solvente en la preparacion de la pelicula. En las Figuras 5.13¢ y 5.13d se muestran los
resultados del material biofuncionalizado por acople de carbodiimida, en éstas se observa
que el comportamiento anterior se conserva cuando se prepara la pelicula con fibroina
biofuncionalizada por esta metodologia, ademds de notarse también los mismos defectos
superficiales normales del proceso de preparacion de peliculas por evaporacion de solvente,
estos resultados resultan interesantes ya que muestran como la inmovilizacién de heparina
sobre la fibroina a través de acople de carbodiimida no perjudica la estructura macroscopica del
material final, y dado que no se observan sus fases separadas, se puede garantizar que la fibroina
biofuncionalizada estard homogéneamente distribuida sobre el material, por lo tanto, éste tendra
actividad antitrombogénica a lo largo de toda su superficie. Finalmente, cuando se observa la
muestra biofuncionalizada por aprovechamiento de interacciones electrostaticas (Figuras 5.13¢
y 5.13f) se pueden notar algunos defectos superficiales que son diferentes a los observados en
las otras dos muestras, ademds de algunos pequefios agregados y huecos en algunas zonas de la
superficie, lo que se explica debido a que los enlaces de hidrégeno son especialmente sensibles
a la presencia de iones provenientes de sales [238, 239], de este modo, teniendo que cuenta que
las interacciones electrostaticas de este material se daran entre la sal de heparina y la fibroina, es
probable que se den algunas condiciones suficientes para que se formen coacervados de fibroina
en el material como lo han reportado algunos autores previamente [240, 241], lo que explicaria
las zonas con pequeios agregados o huecos que se observan en las Figuras 5.13e 'y 5.13f, y por lo
tanto, es un resultado a tener en cuenta al momento de elegir el método de biofuncionalizacion,
ya que estos resultados pueden sugerir que el material solo tenga actividad antitrombogénica en
las zonas donde se concentran los agregados de fibroina biofuncionalizada, pero no en el resto
de su superficie.

Basado en los resultados anteriores, se concluye que la biofuncionalizacién de fibroina por
acople de carbodiimida resulta en un material mas homogéneo comparado con el material
obtenido cuando se biofuncionaliza por aprovechamiento de interacciones electrostéticas, dado
que este ultimo puede afectar directamente la forma en que se dan las interacciones de hidrégeno
entre los diferentes componentes del material, promoviendo la formacién de coacervados de
fibroina y posibles zonas donde no haya actividad antitrombogénica.
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Figura 5.13: Micrografias SEM para las muestra 3 de control, bofuncionalizada por acople de
carbodiimida y por aprovechamiento de interacciones electrostaticas a 500 y 1000 aumentos.

5.3.4.2. Angulo de contacto

La mojabilidad de los materiales destinados a la fabricacién de conductos vasculares es
una propiedad que contribuye a su biocompatibilidad, especificamente, las plaquetas en la
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sangre tienden a comportarse diferente cuando estdn en contacto con superficies hidrofilicas
o hidrofdbicas, activindose menos en superficies hidrofilicas [242], sin embargo, la relacion
entre los dominios hidrofilicos e hidrofébicos del material deben garantizar que pueden evitar
la adsorcién de proteinas, razén por la cual, superficies con dngulos de contacto bajos, y alto
grado de mojabilidad no necesariamente son mds biocompatibles [129].

Los resultados de las mediciones de dngulo de contacto para todas las muestras se encuentran
registrados en la Tabla 5.2, y las fotografias de dichas mediciones se encuentran en la Figura
5.14, ademas de esto, en la Figura 5.15 se comparan los resultados de dngulo de contacto de la
muestra de control y las muestras biofuncionalizadas por ambos métodos.

Segtn estos resultados, hay un descenso en el dngulo de contacto desde 63.5° para la muestra
de control hasta 50.0° para la muestra biofuncionalizada por acople de carbodiimida, y hasta
37.1 ° para la muestra biofuncionalizada por aprovechamiento de interacciones electrostéticas,
por lo tanto, ambos métodos de biofuncionalizacion resultan en superficies mds hidrofilicas,
lo cual es consecuencia de un aumento en la disponibilidad de grupos polares provenientes
de la heparina tales como 4cidos carboxilicos (-COOH) en la superficie [111], ademds , en
el caso de la muestra biofuncionalizada por aprovechamiento de interacciones electrostéticas,
se cree que la disminucién en el dngulo de contacto se relacione a la alta densidad de carga
superficial, lo que hard que esta muestra sea mas hidrofilica que la muestra biofuncionalizada
por acople de carbodiimida como se ha encontrado previamente [234, 241, 243]. Estos
resultados resultan interesantes, ya que el rango de hidrofilicidad que ofrecen se adecua bastante
bien para aplicaciones relacionadas a los materiales destinados a contacto con sangre, las cuales
requieren que el material en cuestién tenga preferiblemente un dngulo de contacto en el rango
0 = 48° — 65°, el cual garantiza un balance apropiado entre la hidrofilicidad e hidrofobicidad
del material [200], permitiendo mejor adhesién de células endoteliales, evita la adsorcion de
las proteinas presentes en la sangre y disminuye su coagulacion [49, 129, 201], por lo tanto, en
términos de la hidrofilicidad, resulta mds adecuado usar el acople de carbodiimida como técnica
de biofuncionalizacidn, ya que se ajusta mejor a este rango.

En conclusién, la inmovilizacién de heparina sobre la fibroina, y posterior fabricaciéon del
material biofuncionalizado produce una superficie mas hidrofilica por el aumento de grupos
polares en ésta, a pesar de esto, la muestra biofuncionalizada por aprovechamiento de
interacciones electrostdticas tiene un angulo de contacto muy bajo, razén por la cual se
recomienda el uso de la biofuncionalizacién por acople de carbodiimida, ya que el dngulo de
contacto estd en el rango requerido para materiales destinados al contacto con sangre.

3 (Control) 63.5+2.8
3 (EDC/NHS) 50.0 £ 3.7
3 (Electrostatico) 37.1+7.1

Tabla 5.2: Angulo de contacto para la muestra de control y biofuncionalizada por acople de carbodiimida
y aprovechamiento de interacciones electrostaticas
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(a) Muestra 3 (control) (b) Muestra 3 (EDC/NHS) (c) Muestra 3 (Electrostatico)

Figura 5.14: Fotografias de las mediciones de dngulo de contacto para la muestra de control y
biofuncionalizada por acople de carbodiimida y aprovechamiento de interacciones electrostaticas
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Figura 5.15: Comparacion de los dngulos de contacto para la muestra 3 de control, biofuncionalizada por
acople de carbodiimida (EDC/NHS) y por aprovechamiento de interacciones electrostdticas.

5.3.5. Efecto de la biofuncionalizacion en las propiedades mecanicas

En el Capitulo 4 se encontré que la mayoria de los materiales formulados tenian potencial para
ser usados en la fabricacion de diferentes tipos de conductos vasculares dependiendo de las
propiedades mecdnicas requeridas por el conducto a fabricar, especificamente, de las diferentes
formulaciones mostradas en la Tabla 4.2 se escogié la muestra 3 para ser biofuncionalizada
debido al balance entre su homogeneidad estructural, propiedades mecdnicas, hidrofilicidad y
resistencia a la degradacion, basado en lo anterior, la muestra 3 fue preparada nuevamente para
ser usada como blanco, y se prepararon muestras de este mismo material biofuncionalizado
por ambas metodologias con el objetivo de estudiar el efecto de la biofuncionalizacién en las
propiedades mecénicas del material.
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Los resultados de las caracterizaciones mecdnicas de las muestras analizadas se encuentran
registrados en la Tabla 5.3, ademds , las curvas esfuerzo vs deformacién que dan cuenta de
dichos resultados se encuentran registradas en la Figura 5.3, en la que se muestra la curva
promedio de las tres replicas realizadas a cada muestra, finalmente, el grafico de barras
comparativo para cada una de las propiedades mecdnicas respecto al control y cada uno de
los métodos de funcionalizacion se muestra en la Figura 5.17.

3 (control) 7.01 £0.33 93.11 £16.10 0.74 £0.14 4.75 £0.24
3 - EDC/NHS 6.64 + 0.34 105.85 £+ 13.63 0.44+ 0.04 5.34 £0.21
3 - Electrostatico 7.12 £ 0.41 102.45 £+ 18.35 0.60 £ 0.04 4.94 £0.12

Tabla 5.3: Valores promedio de la resistencia a la traccion, elongacién en la ruptura, médulo eldstico
y limite eldstico para la muestra 3 de control, biofuncionalizada por acople de carbodiimida y
biofuncionalizada por aprovechamiento de interacciones electrostaticas.

Muestra 3 (Control)
Muestra 3 EDC/NHS
Muestra 3 Electrostatico

Esfuerzo (MPa)

O -

20 40 60 80 100 120

Deformacion (%)

Figura 5.16: Curvas esfuerzo vs deformacion para la muestra 3 de control (—), funcionalizada por
acople de carbodiimida (—) y por aprovechamiento de interacciones electrostaticas (—).
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Figura 5.17: Grafico de barras donde se compara el efecto de la biofuncionalizacién en las propiedades
mecanicas donde se reconoce: (a); Mddulo elastico, (b); Limite elastico, (c); Resistencia a la traccion,
(d); Elongacién en la ruptura.

De acuerdo con los resultados mostrados en la Tabla 5.3 y en las Figuras 5. 16y 5.17, a excepcion
del mdédulo eldstico, no se encuentra una diferencia estadistica significativa en las demads
propiedades mecdnicas del material cuando se prepara con la fibroina biofuncionalizada por
ambos métodos, estos resultados son similares a los encontrados por diferentes autores cuando
se inmoviliza heparina sobre diferentes materiales [162, 224, 244], sin embargo, en el caso
especifico de la biofuncionalizacién de fibroina con heparina, una consideracion importante a
tener en cuenta, es que la estructura molecular de la heparina, podrd interactuar a través de
puentes de hidrégeno con los demds componentes del material [241], de este modo, dado que
la heparina se inmoviliza sobre la fibroina en solucién previo a la preparacion del material final,
es probable que la cantidad de enlaces de hidrégeno que se formen no sea muy alta comparada
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con el material sin biofuncionalizar, y por lo tanto, estas interacciones no se vean reflejadas en
las propiedades mecdanicas del material biofuncionalizado, por otra parte, en el caso del médulo
eldstico, cuando la heparina se inmoviliza por un enlace covalente a la fibroina, esta dltima
utiliza las aminas terminales de su estructura para formar dichos enlaces, y por lo tanto, la
cantidad de puentes de hidrégeno que se formarén serdn lo suficientemente menores como para
afectar la rigidez del material, por lo tanto, a pesar de que la inmovilizacién de heparina no
afecta drasticamente las demads propiedades mecénicas, su principal efecto se vera reflejado en
modulo eléstico del material final solo cuando se biofuncionaliza por acople de carbodiimida,
teniendo como consecuencia que el material resulté menos rigido, por lo tanto, puede ser
potencialmente util en la fabricacién de dispositivos para contacto con la sangre como injertos
vasculares, ya que sigue estando dentro del rango necesario como se explico en la Seccién 4.3.5.

Basado en los resultados anteriores, se concluye que los métodos de biofuncionalizacién no
influyen significativamente en las propiedades mecdnicas del material final exceptuando el
modulo eldstico para la muestra biofuncionalizada por acople de carbodiimida, a pesar de lo
anterior, dicha muestra sigue siendo la mds apropiada, y por lo tanto la sugerida para tener en
cuenta como candidato en la fabricacion de injertos vasculares artificiales.

5.4. Conclusiones

De acuerdo con los resultados obtenidos luego de biofuncionalizar la muestra 3 del compilado
mostrado en la Tabla 4.2, se plantean las siguientes conclusiones:

* El proceso de biofuncionalizacién fue exitoso tanto cuando se hace por acople de
carbodiimida como por aprovechamiento de interacciones electrostaticas, sin embargo, la
muestra biofuncionalizada por acople de carbodiimida presento mayor estabilidad en el
tiempo, lo que demuestra que dicha técnica resulta mejor a la hora de obtener el material
con capacidad antitrombogénica.

* Los resultados del andlisis espectroscépico muestran que la heparina se incorporé en el
material de manera exitosa utilizando ambas metodologias, y estos resultados, junto a
la prueba de estabilidad a 15 dias sugieren que la incorporacién de la heparina cuando
se hace a través de acople de carbodiimida es més estable, por lo tanto, se cree que el
enlazamiento covalente entre la fibroina y la heparina fue exitoso.

* Los andlisis termogravimétricos muestran que la muestra biofuncionalizada por acople de
carbodiimida deja un residuo superior a la muestra de control, lo que se asocia a las sales
de sulfato que deja la heparina luego de su proceso de degradacion.

» Segun los resultados de dngulo de contacto, las muestras biofuncionalizadas son mas
hidrofilicas, lo que se debe a la presencia de heparina superficial en el material.
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* Los andlisis de microscopia electrénica de barrido muestran que las superficies siguen
siendo homogéneas luego de la biofuncionalizacién por acople de carbodiimida, sin
embargo, este comportamiento cambia cuando se hace la biofuncionalizacion por
aprovechamiento de interacciones electrostaticas, ya que se ven algunos poros vy
agregados de fibroina producto de los coacervados formados por las sales presentes en
el material.

* En términos generales, la biofuncionalizacién no afectd las propiedades mecdnicas, sin
embargo, la muestra biofuncionalizada por acople de carbodiimida resulto ser menos
rigida, lo que finalmente favorece el material con miras a utilizarse en la fabricacion de
injertos vasculares artificiales.



Capitulo 6

Conclusiones y perspectivas

6.1. Conclusiones

A lo largo de este documento, se mostré el protocolo que se siguié para optimizar la extraccién
de fibroina desde el capullo del gusano de seda Bobyx Mori, el procedimiento y disefio
experimental que se siguié para formular en total 27 materiales a partir de esta proteina, y
el esquema de reaccidn para biofuncionalizar uno de estos materiales utilizando heparina como
sustancia funcionalizante con el fin de obtener un material cuya superficie sea apta para el
contacto con la sangre, y por lo tanto, ttil para la fabricacién de injertos vasculares artificiales,
de este modo, de acuerdo con los objetivos planteados para este proyecto en la Seccion 1.2 se
dan las siguientes conclusiones:

* El proceso de extraccion de fibroina a partir del capullo de gusano de seda Bobyx Mori
se logro optimizar de forma exitosa a través del estudio estadistico planteado, lograndose
extraer en promedio 76.88 % de fibroina de estos capullos con las condiciones optimas
mostradas en la Tabla 3.4, ademads , las caracterizaciones por espectroscopia infrarroja por
transformada de Fourier mostraron que la configuracion de esta proteina extraida tenia
tanto ldminas -8 como estructuras del tipo random coil, siendo estas configuraciones
estructurales normales para la fibroina en su forma de seda.

* Se formularon en total 27 materiales a base de fibroina, y se encontré que sus
propiedades morfolégicas, mecédnicas y superficiales dependen fuertemente de las
interacciones por enlaces de hidrégeno que se dan entre los componentes principales de
las formulaciones (fibroina y PVA), las cuales se logran potenciar por adicién de glicerol
en dichas formulaciones, de este modo, se encontré que los materiales con proporcion
fibroina:glicerol de 3:2 (g:g) resultaron mas homogéneos en su estructura macroscopica,
y no presentaron fallas superficiales significativas ni separacion de fases, ademds , fueron
los mas hidrofilicos, teniendo un dangulo de contacto de 61.03 £ 1.91, lo que le permite
tener la hidrofilicidad adecuada para materiales destinados al contacto con sangre. Para
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todas las demas proporciones fibroina:glicerol se encontraron algunas fallas estructurales
y tendencia al colapso del material final.

* Cada una de las propiedades mecénicas estudiadas en el disefio experimental de la Tabla
4.2 depende de forma diferente de los factores estudiados en el disefio experimental, sin
embargo, se destaca que en la mayoria de los casos, estas propiedades no dependieron
fuertemente de la proporcién PVA:glutaraldehido, por lo que se pudo reducir al mdximo
el uso de este entrecruzante teniendo en cuenta que los perfiles de degradacién no
mostraron diferencias significativas, y por lo tanto, resulta natural pensar que los grados
de entrecruzamiento del PVA en los materiales es similar.

* La biofuncionalizaciéon del material escogido (muestra 3) fue exitosa y cumplié su
objetivo, es decir, darle actividad antitrombogénica al material, de este modo, segun
los resultados obtenidos, la biofuncionalizacién por acople de carbodiimida resultd ser
mejor ya que logré mantener actividad de una forma bastante notable comparada con
la biofuncionalizacién por aprovechamiento de interacciones electrostaticas, esto debido
a que el primer método de biofuncionalizaciéon logra un anclaje entre la fibroina y la
heparina a través de enlaces covalentes (puentes diimida) lo que hace que estos materiales
solo tengan pérdidas de actividad relacionadas con la degradacién del mismo, sin embargo
para el segundo método de biofuncionalizacidn, la pérdida de actividad fue grande debido
a que las sales de heparina migran al seno de la solucién de PBS, teniendo pérdidas de
actividad tanto por degradacién como por dicha migracion.

* En términos generales, la biofuncionalizacién del material no afectd significativamente
las propiedades mecénicas del material, sin embargo, la muestra funcionalizada por
acople de carbodiimida resulté menos rigida comparada con la muestra de control
y la muestra biofuncionalizada por aprovechamiento de interacciones electrostaticas,
ademds de esto, se encontré que luego de biofuncionalizar, las muestras se vuelven mas
hidrofilicas, lo cual era un resultado esperado dado que las superficies presentan mas
grupos polares expuestos como se habia reportado previamente en la literatura.

* Los andlisis por espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier vy
termogravimétricos confirman el éxito de la biofncionalizacién, sugiriendo que la
formacion de enlaces dimida fue exitosa en el caso de la biofuncionalizacién por acople
de carbodiimida y que la interaccidn electrostética entre la heparina y el material fue alta
para la biofuncionalizacion por aprovechamiento de interacciones electrostéticas.

Basado en lo anterior, se concluye que tanto el objetivo general del proyecto como
los objetivos especificos se cumplieron con éxito, por lo tanto, el material formulado y
biofuncionalizado fue evaluado exitosamente como potencialmente ttil para la fabricacién de
injertos vasculares artificiales, de este modo, se deja como sugerencia continuar con el uso de
la biofuncionalizacién por acople de carbodiimida, y ademds se sugiere que se siga haciendo
dicha biofuncionalizacion a la fibroina en solucién, de este modo, se garantiza que el material
tendrd actividad antitrombogénica a medida que se va degradando en algin medio especifico
como el PBS, el cual simula bastante bien los fluidos fisiolégicos.
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6.2. Perspectivas

Este proyecto deja un precedente en la formulacion de materiales avanzados para la fabricacion
de dispositivos médicos, especificamente, aquellos que estdn destinados a la fabricacion de
injertos vasculares artificiales, por lo tanto, las perspectivas de este proyecto estardn enfocadas
en la fabricacién de dichos dispositivos, para la cual, algunas ideas incluyen la adaptacién
del material biofuncionalizado a tecnologias de fabricacién de superficies con topografias
especiales como impresion 3D, o tecnologia ldser para la obtencion de estructuras porosas,
de este modo, la principal perspectiva de este proyecto es obtener dispositivos con propiedades
estructurales que se ajusten a la necesidad de cada conducto vascular requerido.
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