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RESUMEN

La finalidad de este estudio fue sintetizar gelatina metacriloila (GeIMA) mediante la modificacion
de la gelatina de piel de porcino tipo A con ayuda del anhidrido metacrilico basandonos en la
técnica de reaccién con la solucion salina de fosfato (PBS) este proceso se realizd variando el
anhidrido metacrilico en 12ml, 2.5 ml y 0.75ml, también se vari6 el tiempo de reaccion en 180
min, 120 min, 60 min, todo se realiz6 con una temperatura constante de 50° C, en total se
obtuvieron seis muestras que fueron estudiadas en tres pruebas de caracterizacion, la primera fue
la espectroscopia infrarrojo con transformada de Fourier que nos muestra los grupos quimicos de
cada muestra resaltando los picos de los grupos aminos funcionales NH, grupo de estiramiento
(amida 1), las amidas Il y la amida Ill. En la microscopia electrénica de barrido se analiz6 la
morfologia de gelatina metacriloila y su naturaleza porosa, con el uso de los programas ImagenJ
y OriginPro 9 se conoci6 que la muestra que tiene 12 ml de anhidrido metacrilico y 15 gramos de
gelatina tiene el mayor tamafio promedio de poro siendo de 150 micras lo que beneficia a la
difusion de oxigeno y apoyo al crecimiento celular y con la técnica de la gota de sésil se
obtuvieron imagenes de interaccion entre la gota y las muestras que posteriormente se estudié con
Kinovea los angulos de contacto los cuales dio a conocer que todas las muestras tiene un alto
grado de mojabilidad pues el fluido se extiende sobre la superficie del sélido (muestra). Se
recomienda analizar las proporciones de la gelatina, anhidrido metacrilico y solucion salina de

fosfato para que la sintesis pues esto afectara al resultado final.

Palabras clave: <GELATINA METACRIOILA>, <ANHIDRIDO METACRILICO>,
<REACCION>, <CARACTERIZACION>, <ESPECTROSCOPIA>, <MICROSCOPIA
ELECTRONICA>.

1483-DBRA-UTP-2022
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ABSTRACT

The purpose of this study was to synthesize methacryloyl gelatine (GelMA) by modifying porcine
skin gelatine type A with the help of methacrylic anhydride based on the reaction technique with
phosphate buffered saline (PBS) this process was performed by varying the methacrylic anhydride
in 12ml, 2.5 ml and 0. 75ml, also the reaction time was varied in 180 min, 120 min, 60 min,
everything was carried out with a constant temperature of 50° C, in total six samples were obtained
that were studied in three characterisation tests, the first one was the infrared spectroscopy with
Fourier transform that shows us the chemical groups of each sample highlighting the peaks of the
amine functional groups NH, stretching group (amide I), amide Il and amide Ill. Scanning
electron microscopy analysed the morphology of methacryloyl gelatinee and its porous nature,
using ImagenJ and OriginPro 9 software, it was found that the sample containing 12 ml of
methacrylic anhydride, and 15 grams of gelatinee has the largest average pore size of 150 microns,
which benefits oxygen diffusion and supports cell growth. sessile drop technique, images of
interaction between the drop and the samples were obtained, which were subsequently studied
with Kinovea contact angles which showed that all the samples have a high degree of wettability
as the fluid spreads over the surface of the solid (sample). It is recommended to analyse the
proportions of gelatinee, methacrylic anhydride and phosphate salt solution for the synthesis as

this will affect the final result.

Keywords: <GELATINEE METHACRYOYL> <METHACRYLIC ANHYDRIDE>,
<REACTION>  <CHARACTERISATION>,  <SPECTROSCOPY>, <MICROSCOPY
ELECTRONIC>.
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INTRODUCCION

Los hidrogeles en los Gltimos afios se comenzaron a considerar en las aplicaciones en diversas
areas principalmente en la biomedicina esto se debe a que tiene propiedades ajustables ya que se
trata de una red tridimensional de polimero hidrofilicos. La gelatina se crea por hidrolisis del
colageno, esta eleccion es muy importante debido a que la gelatina tiene varias propiedades como
biocompatibilidad, solubilidad y es un producto de facil acceso, pero tiene desventajas como su
rapida degradacion y poca resistencia mecanica entonces lo que se procede hacer en este estudio
es combinar el hidrogel a base de gelatina con el anhidrido metacrilico con la técnica de reaccion
de PBS aquello fue mencionado por primer instante por Van Den Bulcke et al. estos cambios o
reaccion ayudaron a la regulacion del grado de degradacién y propiedades mecanicas obteniendo
asi el hidrogel GeIMA que es perfecto para aplicaciones como la ingenieria de tejidos, la medicina
regenerativa y etc. Existen otros métodos de sintesis por ejemplo en el que emplearon el tampén
de carbonato-bicarbonato, pero el anterior es el mas rentable (Rameah y Ramalingam, 2022, pp.6270).
El GelMA final se caracteriz6 por sus propiedades fisicoquimicas por varias técnicas.

El Capitulo I abarca temas sobre biopolimeros con su clasificacion entre ellos se especificaron el
colageno y la gelatina con sus dos tipos mamifera y de pescado, hidrogeles, anhidrido metacrilico,
en que consiste la sintesis de GelMA, sus propiedades y las pruebas de caracterizacion con las
que seran estudiadas y las aplicaciones de la gelatina metacriloila como regeneracion de tejidos,
regeneracion 0sea, etc.

El Capitulo 11, marco metodoldgico, se describen tanto los materiales y equipos que son utilizados
en el proceso de sintesis de GelMA ademas se establece cuantas muestras y los parametros que
variaran, se especifica los pasos para realizar el PBS y sus concentraciones, conocimiento sobre
las pruebas de caracterizacion y como se realizan.

El Capitulo 111 abarca los resultados que son conseguidos en las pruebas de caracterizacién su

analisis y comparaciéon entre ellos ademas de presentar graficas que sustenten lo enunciado.



ANTECEDENTES

GelMA fue mencionado por primera vez en 2000 por Van Den Bulcke et al. implicé una reaccion
directa entre gelatina y anhidrido metacrilico (MA). Los grupos resultantes de esta reaccion son
grupos metacrilamida y grupos metacrilato. En comparacion con los grupos de metacrilato, la
proporcion de grupos de metacrilamida aumenta. Como resultado, el nombre completo de GelMA
gue es metacriloilo de gelatina (zhu etal., 2019, pp.1).

En el 2016 se realizd una investigacion por parte de Shirahama, Bae Hoon Lee, Lay PohTan y
Nam-Joon Cho la que tenia como nombre “Precise Tuning of Facile One-Pot Gelatin
Methacryloyl (GeIMA) Synthesis” todo el procedimiento consistié en la disolucion de la gelatina
de tipo A de tejido porcino en tamp6n Carbonato-bicarbonato (CB), ajustando el pH con 5M de
sodio hidroxido o 6M de &cido clorhidrico. Luego procedieron afiadir anhidrido metacrilico (MA)
en un 94% a la solucion de gelatina bajo una agitacion magnética a 500 rpm, ajustaron el pH a
7,4y hubo un tiempo de 3 horas de reaccion, almacenaron las muestras a -20°C hasta su posterior
utilizacion después de varios procedimientos realizados. Estudiaron varios parametros
experimentales como son molaridades de CB (0,1, 0,25, 0,5, 0,75 y 1M), pHs iniciales (pH 8, 9,
10 y 11), relaciones de MAA/gelatina (MAA/gelatina: 0,0125, 0,25, 0,5, 0,1 y 0,2ml/qg),
concentraciones de gelatina (1, 2,5, 5, 10 y 20w/v%) y temperaturas de reaccion (35, 40, 45y 50
°C), (Shirahama et al., 2016, pp.9), CON respecto a este Ultimo parametro no se encontraron muchas
variaciones al variar la temperatura. Otro de los resultados revel6 que el grado de sustitucion (DS)
disminuia significativamente con el aumento de la concentracién del tampén CB, al variar el pH
notaron que cuando este es mas bajo (pH 8) se obstaculiza por una mayor protonacion de los
grupos amino libres y con un pH més alto (pH 10 y 11) se obstaculiza por un exceso de hidrolisis
de MAA catalizada por una base fuerte, analizaron cada cambio que se produjo al momento de
variar los pardmetros obteniendo resultados que ayudan en el progreso de esta area (Shirahama et
al., 2016, pp.4)

Nicole Zoratto junto con varios comparieros en el 2020 dieron a conocer un informe de
investigacion sobre la Formacion in situ de andamios de hidrogel de metacriloilo de gelatina
microporosa a partir de microgeles termoestables para ingenieria de tejidos en donde hablan sobre
un gran avance el cudl trata sobre las microperlas de GeIMA que se reticularon parcialmente en
una fase oleosa, impartiendo termoestabilidad a los bloques de construccion, Demostraron que al
aumentar el tiempo de semifotoreticulacion de los microgeles GelMA aumentaba la
termoestabilidad al tiempo que se comprometia la capacidad de recocido de los bloques de
construccion para los andamios de hidrogel. Esta tecnologia e investigacion beneficia a las

aplicaciones biomédicas de los andamios de particulas recocidas microporosas a base de gelatina
(Zoratto, et al., 2020, pp.2).


https://www.nature.com/articles/s41598-019-42186-x#auth-Mengxiang-Zhu
https://aiche.onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorStored=Zoratto%2C+Nicole

Con respecto a nuestro pais no se presentan investigaciones en este tema en especifico en general
la temética de los biopolimeros es poco acogida esto se debe a que no existen suficientes

investigadores especificos en esta &rea y también a que es un &rea actual de estudio.

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En el ultimo medio siglo, el desarrollo de materiales poliméricos biodegradables para aplicaciones
biomédicas ha avanzado significativamente, es importante recalcar que estos favorecen en el
desarrollo de dispositivos terapéuticos, incluidos los implantes temporales y los andamios
tridimensionales para la ingenieria de tejidos. Se han producido avances adicionales en la
utilizacion de materiales poliméricos biodegradables para aplicaciones farmacolégicas tales como
vehiculos de administracién para la liberacion controlada / sostenida de fArmacos (Snehaet al., 2016,
parr.8).

El método de sintesis de GelMA fue pronunciado y creado por Van Den Bulcke en el afio 2000.
Los mondmeros anhidridos metacrilico (MA) se colocaron para que reaccionaran con los grupos
lisina e hidroxilo de la gelatina diluyendo la misma en una solucidn salina tamponada con fosfato
(PBS) a una temperatura de 50 °C (Zhu et al., 2019, pp.1). En la actualidad estos se han logrado
consolidar como la mejor revolucién en la terapéutica médica y se comenzaron a utilizarse en
campos amplios desde la rehabilitacion y el bienestar, hasta la conveniencia sanitaria y la estética,
por lo que este sector aumenta un 22,1% anualmente, aunque , en el Ecuador la aplicacion de la
gelatina metacriloila esta en un nivel bajo o casi nula, por lo que con este proyecto se lograra
fomentar una base para que futuros investigadores comiencen a extender ideas alrededor de esta
rama.

La biocompatibilidad que presentan estos biomateriales involucra que el material no le cause dafio
al cuerpo y que no sea alterado por los tejidos de su alrededor. Al realizar este proyecto se tratara
de obtener la gelatina metacriloila variando pardmetros fisicos-quimicos esto nos lleva a la
identificacion de pardmetros de reaccion 6ptimos gque controlen el esquema de sintesis de GelMA,
dando lugar asi a un esquema mas eficaz en términos de coste, tiempo y trabajo. Con los resultados
de la investigacion se podra tener una vision clara sobre que valores y que parametros se deben
mantener o variar para que la gelatina metacriloila sea util debido a que todavia no se establece

el porcentaje o valores exactos con los que se debe trabajar en este tipo de sintesis.

FORMULACION

¢Al variar los parametros fisicos- quimicos el esquema de la sintesis y caracterizacion de la

gelatina metacriloilo es eficaz para la aplicacion en regeneracion de tejidos?


https://www.nature.com/articles/s41598-019-42186-x#auth-Mengxiang-Zhu

JUSTIFICACION

En el mundo entero el tema de los biomateriales ha llegado a estar entre las teméticas de
investigacion mas sustanciales obteniendo asi un desarrollo activo, debido a que son considerados
como nuevos materiales para la regeneracion de tejidos como huesos, tendones, cartilagos,
musculo esquelético, piel, tejidos vasculares, que por varias enfermedades se han desgastado o
por la minima cicatrizacion que estos presentan por eso englobamos los motivos de estudio de los
biomateriales en dos puntos importantes que son la aceleracién en el proceso de cicatrizaciéon y
la regeneracion de tejidos que de forma auténoma no pueden hacerlo debido a sus caracteristicas
morfoldgicas. Al adentrarnos en el estudio de los biomateriales debemos considerar que algunos
problemas fundamentales tienen relacion con otras ciencias pues los fendmenos que suscitan al
momento de caracterizarlo o describirlos estan dentro de los conceptos de las disciplinas de la
fisico-quimica bésica, entre otras (Séenz, 2004, pp.36). Este proyecto traera beneficios a la Facultad
de Ciencias y a la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo pues se tendra intercambios Utiles
con investigadores de campos diferentes tanto de esta institucion como de otras diferentes,
creando vinculos entre todas ellas.

Una gelatina metacriloila (GelMA) se obtiene a través de la hidrolisis parcial del colageno. Tiene
propiedades como biocompatibilidad, biodegradabilidad, es apropiada para varios tipos de
células, y es excelente para la adhesion celular. En la proliferacion celular, la funcion y la
diferenciacion este biomaterial tienen una funcion importante. Ademas, la gelatina metacriloila
es mas comodo de obtener y de bajo costo en comparacion con otros materiales naturales
(Shirahama et al., 2016, pp.3). Se debe destacar, a partir de las investigaciones pertinentes que ain no
se conoce en profundidad la influencia de como parametros de reaccion como la concentracion
de gelatina, la temperatura, tiempo, etc. influyen en la metacrilacion de biomacromoléculas. Con
este motivo, se lleva a cabo este trabajo de integracion curricular para la identificacién de los
parametros 6ptimos de reaccion para controlar el proceso de metacrilacién de biomacromoléculas.
El proyecto se considera en varios aspectos viable debido a que los reactivos seran otorgados o
facilitados por la Biofisica Caterine Carrasco docente de la institucion y proponente del tema, los
equipos de la Facultad de Ciencias se encontraran a disposicion para el proceso experimental pero
previamente se realizard las peticiones pertinentes y el trabajo en algunos casos se puede
considerar complejo pero la docente se encuentra capacitada brindar el apoyo respectivo evitando
asi las deficiencias en el conocimiento sobre el tema a tratarse y se ayudard a tener nuevas

perspectivas a estudiar.



OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION

OBJETIVO GENERAL

o Sintetizar y caracterizar Gelatina Metracriloila variando parametros fisico-quimicos para

aplicaciones en regeneracion de tejidos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Sintetizar GelMa con diferentes parametros de porcentaje de anhidrido y tiempo.

o Evaluar la cantidad de anhidrido para verificar la alteracién de propiedades del GelMA
o Evaluar la cantidad de anhidrido para verificar la alteracion de tiempo de sintesis.

o Comparar los resultados obtenidos de la sintesis de GelMa en los diferentes pardametros.
o Establecer aplicaciones del GeIMA obtenido.



CAPITULO I

1. MARCO TEORICO

1.1.  Hidrogeles

Los hidrogeles son redes poliméricas tridimensionales con cadenas flexibles de polimeros que
logran absorber liquidos como agua o fluidos corporales sin disolverse y pueden liberarlos con el
tiempo figura 1-1 (Soto, Oliva, 2011, pp. 2).

Entre las caracteristicas de estos polimeros se encuentran que son hidréfilos, blandos, elasticos e
insolubles en agua y se abultan con ella, manteniendo su forma mientras que aumenta su volumen
hasta que este logre alcanzar el equilibrio quimico y contribuyendo asi que ciertas soluciones
orgénicas puedan ser absorbidas, retenidas y liberadas bajo circunstancias controladas. Esta
primera caracteristica se da por la presencia de hidréfilos. Dependiendo del método que se utilice
para su obtencion este puede obtener una caracteristica mas la cual es la resistencia. En soluciones
acuosas concentradas ocurre la red tridimensional esto cuando el primer polimero pueda gelificar

formando asi redes espaciales no covalentes (Arredondo, Londofio, 2009, pp.84).
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Figura 1-1. Hidrogel. Derecha: estructura del hidrogel. Izquierda: Diferenciacién

entre monémero, polimero.
Fuente: Soto, Oliva, 2012, pp.2.

Uno de los beneficios de los hidrogeles es que tiene una excelente interaccion con los tejidos
vivos por lo que son adecuados para aplicarlos en la medicina debido a que poseen propiedades
de biocompatibilidad esto se debe a que son blandos, elésticos, solubles en el agua, ademas de
tener bajo coeficiente de friccion y permeabilidad. Células y proteinas no se adhieren a la

superficie esto se debe a que nos referimos a materiales inertes (Arredondo, Londofio, 2009, pp.84).



1.2.  Biopolimeros

Biopolimeros o también llamados polimeros naturales se trata de compuestos que los organismos

vivos sintetizan, estos desempefian funciones bioldgicas, estructurales como los polisacaridos y

de defensa o mantenimiento de la actividad acuosa (figura 2-1). Las algas, plantas, animales,

bacterias y hongos son u grupo biolégico que puede ser considerado como algunas de las fuentes

naturales de biopolimeros. La biocompatibilidad, biodegradabilidad, baja antigenicidad son

ventajas que tienen estos polimeros naturales y ademas son renovables. En estos momentos

aquellos se les puede combinar con moléculas sintéticas influyendo en su resistencia y flexibilidad

(Rodriguez et al., 2020, pp.109).

Figura 2-1. SEM del colageno

vista transversal.
Fuente: Jega, 2010, pp.612.

Los biopolimeros se clasifican segtn su: origen, funcionalidad, la carga de sus superficies como

se observa en las tablas 1-1, 2-1, 3-1.

Tabla 1-1. Clasificacién de los polimeros naturales con respecto a su origen.

ORIGEN BIOPOLIMERO

VEGETAL Algarrobo, Almidén, Celulosa, Goma Arabiga, Goma Ghatti, Goma Guar, Guaran, Goma
Karaya, Goma Tragacanto, Pectinas.

ALGAS Agar, Agarosa, Alginato, Carragenina, Fucoidan.

ANIMAL Acido hialurénico, Col4geno, Gelatina, Quitosano, Quitina

MICROBIANO Acido itaconico, Schizofilano, Acido poliglicolico (PGA), Acido polilactico (PLA),
Exopolisacaridos  (EPS), Curdlano, Dextrano, Gelano, Kefiran, Levano,
Polihidroxialcanoatos (PHAs), Pululano, Xanthana.

Fuente: ECORFAN, 2020, pag. 109.



https://www.researchgate.net/profile/Jose-Vega-Baudrit

Tabla 2-1. Clasificacion de los polimeros naturales con respecto a su funcionalidad.
FUNCION BIOPOLIMEROS

Gelificante Agar, agarosa, alginato, schizofilano,

gelatina, quitosano, pectinas, curdlano

Espesante Gomas guar, arabiga, xantana, tragacanto,

guar, algarrobo, alginato, dextrano

Emulsificador Alginato, goma xantana, pectinas

Estabilizador Gomas ardbigas, algarrobo, xantana,

carragenina, alginato

Empleados en el tratamiento de heridas Celulosa, alginato, éacido hialurénico,

colageno, goma guar, fucoidan, quitosano.

Fuente: ECORFAN, 2020, pag. 109.

Tabla 3-1. Clasificacion de los polimeros naturales segln la carga de sus superficies.
BIOPOLIMEROS

Aniodnicos gomas tragacanto, arabiga, karaya, xantana, carragenina,

gelano, agar, pectina y alginato

Catibnicos goma guar modificada

No-i6nicos goma de tamarindo, arabiga, celulosa y algarrobo

Fuente: ECORFAN, 2020, pag. 109.

Los biopolimeros tienen otra clasificacidn la cuél es en base a su estructura lineal como pectina,
celulosa y algarrobo, o ramificada como gomas arabigas, guar, karaya y amilopectina (Villadaet al,
2007, pp-6).

1.2.1. Colégeno (col)

El colageno es una proteina fibrosa y se trata del conjunto de 27 familias de proteinas isoformas
gue se encuentran en animales multicelulares y distribuidos en el tejido no conectivo del cuerpo,
como huesos, cartilagos, venas, piel, tendones, los vasos sanguineos, los dientes, la cornea y otros
musculos (Fratzl, 2008, pp.1). El coldgeno estd conformado por cadenas polipeptidicas de dos
aminoécidos glicina, prolina, lisina, hidroxilisina, hidroxiprolina y alanina, las cuales forman
fibras de colageno pues estan organizadas en paralelo y tienen como funcion la resistencia y
elasticidad de la estructura presente, figura 3-1. El coldgeno forma el 25% de la proteina
inorganica total del cuerpo, convirtiéndose asi en la proteina humana inorganica més abundante
y tiene como principal responsabilidad el contribuir y ayudar en la integracion y unién de las

células en la matriz extracelular. Tiene varias aplicaciones como peliculas biodegradables,
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apositos cutaneos implantes, en la industria cosmética, alimenticia, farmacéutica, etc. esto se debe
a que tiene propiedades mecanicas Unicas como excelente biocompatibilidad, biodegradabilidad

y antigenicidad débil (Lima, 2015, pp.18).

O OH 0} OH O OH
C C C
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Glicina Hidroxiprolina Prolina

Figura 3-1. Cadenas polipeptidicas de dos aminoéacidos glicina,

hidroxiprolina y prolina que conforman el colageno.

Fuente: Lima, 2015, pp.18.

El colageno tiene una estructura simple con presencia de aminoacidos hidréfobos lo que hace que
este sea insoluble en el agua y su molécula tiene un largo de 280 nm.

El colageno hidrolizado se encuentra conformado por aminoécidos con un gran nivel de glicina'y
prolina que sirven para la estabilidad y regeneracién del cartilago. La ingesta de colageno
hidrolizado ayuda a una mejor firmeza de la piel, protege del dafio articular, mejora el tratamiento
de la osteoporosis, previene el envejecimiento, es antihipertensivo y protege contra la Glcera

gastrica (Pompa, 2017, pp.16).

1.2.2. Gelatina (gel)

Gelatina viene de 'gelatus’ que es una palabra latina con significado referente a congelada o firme
(Usman, 2021, pp.154). La gelatina se obtiene por hidrolisis del colageno y sus propiedades son
afectadas por factores intrinsecos como la fuente, edad del animal y el tipo de colageno. El
colageno nativo es insoluble y para ser un producto disponible para una posterior extraccion tiene
que sufrir un pretratamiento por calentamiento en agua a temperaturas superiores a 45 °C. Un
pretratamiento quimico provoca un hinchamiento y solubilizacion del coldgeno debido a que se
rompe los enlaces no covalentes y se desorganiza la estructura proteica. Posteriores tratamientos
por calor provocaran la desestabilizacion de la triple hélice, desarrolldndose y dando lugar a

gelatina soluble. La severidad del pretratamiento y del procedimiento de extraccion en agua



caliente, el pH, la temperatura y tiempo de extraccion estan relacionados con el grado de
conversidn del coladgeno en gelatina (Banks, 1990, pp.234).

Obtenemos asi dos tipos de gelatinas una con punto isoeléctrico entre pH=8 y pH=9, obtenidas
con un tratamiento anterior &cido, y otro punto isoeléctrico entre pH=4 y pH=5, siendo estas de
tipo A y B respectivamente, el primer tipo se le obtiene a través de un pretratamiento acido
mientras que el otro por un pretratamiento alcalino (figura 4-1.). La fuerza de gel y su estabilidad
térmica definen la calidad comercial de una gelatina (Pompa, 2017, pp.17).

El test de Bloom ayuda a determinar las medidas de fuerza de gel, todo el procedimiento consiste
en estandarizar y normalizar estos valores se realiza un protocolo con una concentracion de
gelatina aproximadamente de 6,67 %, temperatura de 10 °C y con una maduracién de 17 horas.
La fuerza de gel y termoestabilidad son dependientes de las propiedades moleculares de la

gelatina (Usman, 2021, pp.156).
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Figura 4-1. Estructura de GelMA con aminodacidos cargado a pH 4.8.
Fuente: Pompa, 2017, pp.18.

La gelatina se la obtiene a partir del colageno que se encuentra en la piel o huesos de animales de
especie mamifero, por lo que respecta a su extraccién en su mayoria es a partir de piel de cerdo

en un 46%, en un 29,4% de pieles de bovino, 23,1 de huesos y de otras fuentes 1,5%, (Miano, Rojas
y Barraza, 2014, pp. 140).
sin embargo, al pasar el tiempo se ha considerado otras especies debido a tabls con respecto

algunas religiones (hindl, musulmana, etc.) y enfermedades que son provenientes de los

mamiferos. Apareciendo asi la gelatina proveniente del pescado.
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1.2.2.1. Gelatina de mamifero

Aproximadamente en el periodo de los 30 los primeros materiales de desecho usados en la
realizacion de gelatina fueron la piel porcina y el cuero bovino y se posicionaron como los més
importantes en la escala de la produccion industrial (Pompa, 2017, pp.17). Tanto como la prolina,
hidroxiprolinay aminoacidos del colageno original se encuentran relacionados con la temperatura
de fusion y gelificacion de la gelatina por ende generan zonas de nucleacién que por consiguiente
forman las estructuras de triple hélice las cuales estan a cargo de las propiedades reoldgicas y
mecanicas. El contenido en estos aminoéacidos suele ser del 24 % para los mamiferos y del 16-18
% para la mayoria de los peces (Gilsenan, 2000, pp.192), por lo que existen grandes diferencias entre

estos tipos de gelatinas que se puede observar en la figura 5-1.

5 iy . X

(a) (b) (c)

Figura 5-1. (a) Imagenes de gelatina de peces de aguas frias, (b) de peces

de aguas calidas y (c) bovina.
Fuente: Flores, 2013, pp.25.

1.2.2.2. Gelatina de pescado

Una fuente de gelatina es el pescado en vista de que su piel contiene colageno se convierte en un
subproducto con gran potencial para aquello como pueden ser también las escamas, espina y
visceras, (Usman, 2021, pp.155) tratando de sustituir de esta manera a la gelatina proveniente del
ganado bovino dado que estd asociado con la Encefalopatia Espongiforme Bovina (EEB), no
obstante, su produccion comercial no supera el 1% globalmente. La extraccion de esta nueva
gelatina desde su inicio ha sido reportada y cronoldgicamente se registra que en 1997 fue
demostrada su viabilidad por Gudmundsson y Hafsteinsson inmediatamente se presentaron mas
antecedentes sobre este tema tales como Schriebery y Gareis (2007) y Jamilah y Harvinder en

2002 (Miano, Rojas y Barraza, 2014, pp. 141).
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Las especies de peces mas utilizadas son: dorada (Pagrus major<), carpa comun ( Cyprinus
carpio ), la calta ( Calta calta), carpa cabezona ( Hypophthalmichthys nobilis ), la tilapia del Nilo
( Oreochromis niloticas ) y carpa mrigal ( Cirrhinus mrigala ) (Boran y Regenstein, 2010, pp. 129)

Al igual que el anterior tipo la sintesis y preparacion de la gelatina de pescado se realiza a partir
de la modificacién de la estructura de la gelatina, en la que se necesita de copolimeros sintéticos
como redes precursoras. Todo este proceso consta de cinco fases: preparacion de gelatina de
pescado, reaccion de copolimero, desespumado, dialisis y reticulacién y finalmente la

polimerizacién (Atma, 2021, pp. 3968).

1.3. Anhidrido metacrilico

El Anhidrido de acido metacrilico (MA) o conocido por anhidrido metacrilico es considerado un
mondmero reactivo que es empleado en la elaboracion de vario tipos de mondmeros, pero estos
deben tener una reaccion leve. Su aplicacion se engloba el recubrimiento de curado ligero y
materiales de entrecruzamiento por ejemplo la resina sintética pues el anhidrido intermediario en
el proceso (Carbajal, 2021, parr.1).

Es un liquido que reacciona de forma exotérmica con el agua. Su férmula molecular es CsH100s3,
tiene un peso molecular de 154.16. Su estructura se encuentra representada en la figura 6-1, dentro
de sus propiedades experimentales podemos encontrar que su punto de ebullicion esde 89° C a
5mm Hg, su solubilidad es 10% en éter y etanol, tiene una densidad especifica de 1.035 y su

viscosidad es de 3 mPa. (Brown, 2021, parr.1).

HyC CHy

CH, CH,

Figura 6-1. Estructura del
anhidrido metacrilico.

Fuente: Fisher scientific, 2021.

Ademas, reacciona con grupos hidroxilo y amino que se encuentran en ciertos compuestos
organicos. Tienen gran eficacia al ser usados en polimerizaciones siguientes o reacciones con
tioles. Por ejemplo, la gelatina reacciona con el anhidrido metacrilico y luego se reticula

Opticamente con fotoiniciadores para lograr finalmente la modificacion de la gelatina (Carrasco y
Salazar, 2021, pp.817).
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1.4. Gelatina metacriloila

La gelatina al reaccionar con el anhidrido metacrilico (MA) da como resultado la gelatina
metacriloilo ver figura 7-3. Este procedimiento consiste en que una gran cantidad de grupos
aminos gue estan en las cadenas laterales de la gelatina sean sustituidos por grupos metacriloilo
en el anhidrido metacrilico obteniendo asi la gelatina modificada, pero, en la transicion sélido-
liquido hay similitud entre la gelatina modificada y la gelatina, la temperatura es un parametro
gue tiene bastante influencia en aquella transicion. La presencia de los grupos metacriloilo
provoca la fotorreticulacion en la gelatina modificada, asi esta solucion acuosa cuando se afiade
el fotoiniciador se reticula en un instante minimo bajo luz ultravioleta, consiguiendo hidrogeles
de este tipo con buena termoestabilidad, aportando propiedades fisicas y estructurales y una
cinética de gelificacion rapida. El hidrogel soporta comportamiento celular debido a que la parte
bioactiva de la gelatina la cuél es el acido arginina-glicina-aspartico (RGD) se encarga de incitar
la adhesidon y el crecimiento de las células, mientras que para el proceso de remodelacion celular
es necesario la matriz de metaloproteinasa (MMP), (Carrasco, Salazar 2021, pp.8), tanto la
biocompatibilidad y la propiedad de degradacién se mantiene de la gelatina. En estos hidrogeles
GelMA las propiedades fisicas y quimicas que se encuentran en toda la estructura del péptido son
ajustables flexiblemente para que concuerde con las necesidades de varias aplicaciones con
respecto a células pues asi incitan a la unién celular y al desarrollo a lo largo de la unién de la
integrina (Sun et al., 2018, pp.8).

Los hidrogeles de gelatina metacriloilo (GelMA) tienen como precursor a la proteina con mayor
abundancia en el cuerpo siendo este el colageno, aungue el hidrogel tiene menor inmunogenicidad
a comparacion con este y varias células sembradas internamente o sobre sus superficies han
logrado su crecimiento debido al apoyo que este aporta. En circunstancias fisioldgicas los enlaces
responsables de la reticulacién y los enlaces amida en la cadena peptidica estan dispuestos a la
degradacién hidrolitica. GelMA es considerado uno de los materiales mas utilizados para la
formacion de hidrogeles que son utilizados en aplicaciones médicas por la facilidad de

manufactura que presenta (Cladera, 2016, pp.2).

13



A
é¢‘ CHy CH,
Ng: we” Yoy
e Methacrylic Anbyydride
=
x
LY -l
By
Gelatin
B
[ o
UMG/O)\K oK
o Iigacuse 2959
. UV 360.380 nm
GelMA Hydrogel

Figura 7-1. Sintesis de gelatina metacriloilo (GelMA). (A) La
gelatina reacciona con anhidrido metacrilico
(MAA). (B) Fotocruzamiento de GeIMA.

Fuente: Yoon et al., 2016.

1.4.1. Grado de sustitucién

El grado de sustitucion de la gelatina metacriloila y la cantidad de MA afiadido tienen una relacién
de proporcionalidad. El espectrometro de resonancia magnética nuclear H ( H NMR) es utilizado
habitualmente para corroborar la sustitucion de grupos amino libres por grupos metacrilato, y
examinar el grado de sustitucion de GelMA. El grado de sustitucion puede ser medido a través
del calculo del area de los picos de los grupos amino modificados en relacién a los grupos amino

primarios (Bae et al., 2011, pp.5).

1.4.2. Morfologia

La estructura y morfologia de la gelatina metacriloila la mayoria de veces se le caracteriza por
medio de microscopia electronica de barrido o conocido por sus iniciales SEM. Para eliminar los
componentes no polimerizados de los hidrogeles GelMA que poseen magnitudes especificas
como forma y volumen se debe liofilizar el material. En la gelatina metacriloila en SEM se
observa una estructura de red poliporosa figura 8-1. Al presentar una alta porosidad beneficiara a
la difusion de nutrientes y oxigeno a las células y vaciado de desechos de la matriz y con respecto
al tamarfio de poro si este es adecuado ayudara en el crecimiento celular, estos dos factores son
propicios para el cultivo celular, la porosidad puede ser ajustables a los tamafios de los poros

mientras que estos pueden ser influenciados por el grado de sustitucion pues ambos son
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inversamente proporcionales. Mientras la concentracién de GelMA aumente, la porosidad

disminuira y se tendra tamafio medio de los poros (Kirsch et al., 2019, pp.3).

Figura 8-1. Morfologia de la gelatina

metacriloila.
Fuente : Wu et al., 2018, pp.1646.

1.4.3. Propiedades mecéanicas

Para regular las propiedades mecénicas del hidrogel GelMA se le debe cambiar tanto la
concentracion del anhidrido, el tiempo y la temperatura durante el proceso de sintesis, el grado
de metacrilacion en GelMA controla también el médulo de compresion. Chen. Nichol JW.
inform6 que el grado de metacrilacion y la concentracion de GelMA esté ligado a las propiedades
mecanicas (figura 9-1). Si mantenemos una misma concentracién y aumentamos el grado de
metacrilacion aumentard el modulo de compresion del hidrogel GelMA, esta situacion sucede
también de manera contraria (Sun et al., 2018, pp.4).
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Figura 9-1. (A). Propiedades mecénicas de GelMA B) Mdodulo de

compresion para GelMA al 5%, 10% y 15% (p/v) a bajo,

medio y alto grado de metacrilacion.

Fuente: Sun et al., 2018, pp.4.
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1.4.4. Grupos quimicos

Los grupos quimicos que se encuentren en los hidrogeles y polimeros pueden ser identificados a
través de la espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR), que ademas es utilizada
para conocer sobre la relacion que existe entre la consecuencia de los nanoliposomas o0 nanogotas
aumentados en los polimeros y los que son combinados (Rahali et al., 2017, pp.3). En general la FTIR

es utilizada para garantizar una excelente sintesis del prepolimero GeIMA y los hidrogeles GeIMA
(Sunetal., 2018, pp.3).

1.45. Mojabilidad

Esta propiedad se refiere a la adhesién de un fluido en una zona sélida, este fluido intenta invadir
la mayor porcion de dicho solido, por lo que es una funcién del tipo de fluido y de la zona sélida.
La mojabilidad o humectabilidad de un hidrogel es evaluada a través de angulo de contacto que
se trata de un procedimiento sensible a la superficie y se consiste en medir el &ngulo de contacto
entre una gota de liquido y la superficie del hidrogel. Para conocer en cierto punto el alcance que
tienen las modificaciones que se hicieron en el hidrogel se usa como referencia la densidad que
tiene la superficie del agua absorbida pues estos valores se relacionan con los de energia libre de
la superficie (Asadinezhad et al., 2010, pp.1011).

La mojabilidad es directamente proporcional a la adhesion de los osteoblastos humanos debido a
que si uno de ellos aumenta el otro también lo hard, afirmando que los materiales con afinidad al

agua son una mejor opcidn para la ingenieria de tejido 6seo (Sun et al., 2018, pp.4).

1.4.5.1. Angulo de contacto

El angulo de contacto es aquel angulo que existe o se forma entre la superficie y la linea tangente
creada por la interaccion de la anterior mencionada con la gota (figura 10.1). La energia
superficial del s6lido y la tension superficial del liquido son parametros indispensables que tienen

dependencia con el angulo de contacto (Prato, 2009, parr.3).
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Figura 10-1. Esquema del angulo formado
entre el interfaz solido/liquido y
liquido/vapor.

Fuente: Gimenez et al., 2018, pp.9.

Este angulo nos ayuda en la determinacion de la mojabilidad (tabla 4-1) producida por un liquido
en un sélido. Se forma una interfase comun cuando una fase liquida y s6lida estan relacionadas a
esta capacidad se le llama mojabilidad (Salgado, 2019, pp.22).

Los angulos de contacto se clasifican en: dngulos de equilibrio y de no equilibrio, este dltimo es
medido en un periodo de tiempo en el que intenta hallar el equilibrio y son relacionados a las
fases finales. Los angulos obtenidos al inicio del experimento y los hallados después del equilibrio
son muy diferentes (Rodriguez, 2010, pp.8).

Cuando el valor del angulo de contacto es menor 90° y el liquido es agua afirmamos que la
superficie es hidrofila o superficie mojada (wetting). Si este es mayor que 90° y se trabaja con

agua la superficie es hidrofoba o no mojada (not wetting) (figura 11-1) (Santos, 2012, pp.32).

a) Liquido moja al sélido b) Liquido no moja al sélido
(8 < 90°) (8> 90°

g

Aranitr

Figura 11-1. a) Superficie hidrofila b) superficie hidréfoba.

Fuente: Santos., 2012, pp.32.

Tabla 4-1. Angulo de contacto y grado de mojabilidad.
ANGULO DE | GRADO  DE | FUERZAS INTERMOLECULARES

CONTACTO | MOJABILIDAD | S/L INTERACCIONES | L/L INTERACIONES
©=0 Perfecta Fuerte Débil
0<O<90° Alta Fuerte Fuerte
Débil Débil
90° < © <180° | Baja Débil Fuerte
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© =180° Nula Débil Fuerte
Fuente: Santos., 2012, pp.32.

1.5. Pruebas de Caracterizacion

1.5.1. Espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier (FTIR)

La espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier o conocida por sus siglas FTIR se le usa
para el estudio de la estructura de hidrogeles y la verificacion de la incorporacion de monémeros
en ella, permitiendo la observacion de los grupos funcionales caracteristicos que se encuentran en
los mondmeros. Esta técnica ayuda a estudiar las interacciones presentes o que suceden entre los
contaminantes y la matriz reticulada siendo esto de gran utilidad para el aprendizaje y analisis que
se realizan en la rama ambiental para el tratamiento de muestras acuosas con la utilizacion de los
hidrogeles en la remocion de contaminantes tales como los iones de metales pesados, colorantes,
aniones, etc. (Ramirez et al.,2016, pp.114).

La FTIR tiene como base la espectroscopia de infrarrojo la cual se trata de la lectura de
transiciones vibracionales y rotacionales, las que son provocadas por la interaccién entre un haz
de luz del espectro infrarrojo y el analito. El uso de esta prueba de caracterizacion se da de forma
cualitativa y cuantitativa debido a que ayuda a la identificacién de grupos funcionales y a la
determinacion de la concentracion de la muestra (Barraza et al., 2013, pp.6).

Se debe analizar los espectros de absorcion, emision, y reflexién infrarroja como transiciones de
un estado de energia vibracional a otro debido a que esta técnica se fundamenta en la vibracion
de las moléculas. Las moléculas no lineales tienen un nimero de 3N-6 vibraciones y las moléculas
lineales poseen 3N-5, considerando que N representa al nimero de 4&tomos concurrentes en la
molécula. En ciertas ocasiones aparece una disminucién en las sefiales del espectro esto se debe
a que algunas vibraciones no producen cambios en el momento dipolar (Villada, 2015, pp.11).

En el detector la sefial resultante estd representada por un espectro que es una huella digital
molecular de la muestra ver figura 12-1. Se presentan algunos problemas con respecto a las
sefiales de infrarrojo por el ruido instrumental y la presencia de cambios en las vibraciones esto
sucede por su naturaleza anchas, sin embargo, se solucionan con la ayuda de equipos actuales que
manipulan modelos matematicos por ejemplo la transformada de Fourier, a través de esto se
conoce la espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier mejorando asi la resolucién de

la sefial emitida (Villada, 2015, pp.13).
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Figura 12-1. Espectros FTIR de gelatina, anhidrido metacrilico y GelMA.

Fuente: Platinum Journal, 2022, pp. 6274.

1.5.2. Microscopia Electrénica de Barrido (MEB)

Manfred von Ardenne (1937) a través del escaneo de un réster diminuto que tiene un haz de
electrones de magnificado y pulidamente enfocado invent6é un microscopio con
alta resolucion. Esta técnica de microscopia electrénica se basa en la formacion de imagenes a
través de la utilizacion de electrones. También se le conoce a esta técnica por SEM de las siglas
provenientes de su nombre en inglés Scanning Electron Microscopy, el funcionamiento de un
equipo de SEM es el siguiente: se crea un haz de electrones que tengan muy alta energia o de
electrones incidentes y para focalizar el haz y hacerlos incidir sobre una muestra se utiliza un
sistema de lentes, por el impacto electronico se formaran electrones y lo que emergen de la
muestra son detectados con la ayuda del dispositivo EverhartThornley y Solid State Detector
(SED), los cuales se encargan de registrar cada uno la cantidad de electrones detectados para
posteriormente convertirlos en una sefial digital que sera descifrada como intensidad de color,
finalmente se prosigue a construir una “imagen” aunque no se usen fotones (Clavijo, 2010, pp.5).

En SEM por cada pixel se origina un valor Gnico, siendo este el nimero de electrones recogidos
por el detector en el tiempo de exploracion, cuando el haz se va a la posicion de pixel (x, y) y esta
representando por un nivel de gris para asi formar una imagen monocromatica (figura 13-1)

(Nanakoudis, 2019, parr.6).

19


https://en.wikipedia.org/wiki/Manfred_von_Ardenne
https://en.wikipedia.org/wiki/Optical_resolution

Figura 13-1. Imégenes de microscopia electronica de barrido de
hidrogeles 3D con 15% de gelatina metacriloila. De

1mm, 500um, 10 pm.
Fuente: Molecular Sciences, 2017, pp.4.

A través de la microscopia electronica de barrido se puede caracterizar varios tipos de materiales,
por ejemplo nano-estructurados, aleaciones metéalicas, polimeros, minerales, peliculas delgadas,
biomateriales y en ciertas circunstancias hasta muestras con gran humedad, sin embargo, existen
excepciones en el uso de esta técnica como los materiales que tienen propiedades magnéticas,

pero si se logra fijarles en alguna matriz de contencion aln puede realizarse esta técnica (Rosas,
2019, parr.6).

En la interaccion de los electrones con la muestra causan electrones secundarios, electrones
retrodispersados y rayos X propios de ella, que son recogidas por detectores para la creacion de
imagenes que seran visualizadas en la computadora. El haz de electrones penetra la muestra hasta
cierta profundidad (pocas micras) (figura 14-1) esto dependeré de la densidad de la muestra y
voltaje de aceleracion (Kossek, 2021, pérr.9).

Electron beam

sample
surface o
Auger electrons ~—_Secondary
electrons
Backscattered
electrons {

Characteristic X-

Continuum X-rays

Fluorescent X-rays

Figura 14-1. Esquema de interaccion de los

electrones con la muestra.

Fuente: Nanoscience instruments, 2021.
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En SEM las muestras para ser analizadas deben cumplir con dos circunstancias la primera es que
necesita ser libre de humedad y la otra que sean conductivas. Muestras organicas, bioldgicas,
polimeros, etc. son no conductivas por lo que son recubiertas con oro o carbono para obtener su

respectiva observacion a diferencia de las conductivas que no presentan ningun conflicto (Rosas,
2019, parr.5).

1.5.3. Técnica de la gota sésil (SD)

Esta técnica es utilizada para hallar la tension superficial liquido-vapor y el angulo de contacto y
se trata de una gota sésil de liquido que se encuentra en equilibrio en un espacio so6lido
(superficie). Esa gota es visualizada claramente a través de imagenes que se obtiene por medio de
fotograficas, video, TV o rayos X para asi poder determinar las trascendentales dimensiones de
su perfil. Existes dos formas en que la gota es puede ser producir en da in situ o de un capilar, es
decir, la gota en el sustrato, es asi como finalmente evaluamos matematicamente aquellas
dimensiones y encontramos el angulo de contacto 6. La técnica SD es simple comparada con otros
métodos como el método de la placa inclinada, burbujas, etc. tanto en la parte experimental como
en el tratamiento matematico (Rodriguez, 2010, pp.10).

También se puede utilizar este método con diferentes temperaturas. No obstante, la técnica tiene
contras que son en ciertos casos las causantes de obtener datos dispersos con respecto al angulo
de contacto. Una solucién para el problema anterior es el empleo de materiales puros en la
superficie solida y gota. La tension superficial puede ser modificada por solutos activos que estén
presentes en la superficie. El dngulo de contacto se relaciona con las tensiones de interfases

solido/gas (ysc), solido/liquido (ysv), y liquido/gas (yLc) (figura 15-1) (Montes, 2019, pp. 10).

Gas (G)

Yic

Ysc

Lo Solid (S)

Figura 15-1. Representacion del angulo de
contacto y las tensiones de

interfases.
Fuente: Rodriguez, 2010, pp.10.
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1.6.  Aplicaciones de la gelatina metacriloila

1.6.1. Andamios para cultivo celular 3-D

Los hidrogeles GeIMA ayudan en la adhesion, desarrollo y proliferacion de las células, ademas
de proporcionarlas un ambiente sintonizable por ello son usados en infraestructuras de
microfluidos de cocultivo de células 3D. Takeuchi y col. inventaron un artefacto de cultivo celular
con microestructuras GelMA que fueron autoensambladas en el interior de un chip de
microfluidos. EI procedimiento de fabricacion de estructuras de células tubulares utilizando
hidrogel GelMA se muestra en figura 16-1 literal a. Un dato relevante es que las células de rata
fueron esparcidas en las microestructuras de GelMA con el fin de mejorar el crecimiento celular
(figura 16-1 (b)) (Liu et al., 2020, pp.6). Para los microgeles GelMA core-shell se empled un
dispositivo microfluidico con enfoque de flujo para controlar su tamafio amplio, esto fue afirmado
por Cha et al. Quienes aplicaron un tipo caparazon que consistia en un manto de hidrogel de silice
con el propdsito de preservar las células cultivadas en estos microgeles. Una caracteristica de los
microgeles GelMA es que pueden ser usados como plataformas in vitro para el cultivo de células
del lado cardiaco (CSP) esto se debe a que proveen de un microambiente celular apropiado (Cha
et al., 2013, pp.285). La plataforma de papel Janus / polidimetilsiloxano (PDMS) que se fundamenta
en los principios de hidrogeles GeIMA fue propuesta por Rahimi y col. la idea consistié en primer
lugar en adherir al sustrato de PDMS que tiene canales microfluidicos incrustados, los que tienen
como funcion dar a la célula nutrientes y medicamentos, un papel Janus que contenia una parte
hidr6foba y otra higroscopica. Posteriormente, la cara hidrofoba contiene una red porosa que

beneficia a la siembra de células (Rahimi, 2015, pp.3).

UV irradiation |
a e
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On-chip fabrication of * ', __Biodegradable hydrogel
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(Scale bar: 100 ym)

Figura 16-1. (a) Esquema de la fabricacion de microestructuras tubulares. (b) Cultivo celular en

microestructura de gelatina metacriloila luego de ser expuesta a UV por dos dias.
Fuente: Liu et al., 2020, pp.6.
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1.6.2. Regeneracidn Gsea

Las complicaciones en la inyeccion de células madres son varias las mas comunes son: dafio en
la membrana de las células en el momento de inyeccion debido a minima retencion de células que
es causado por las fuerzas de cizallamiento mecanicas, inexistencia de una estructura 3D para
descansar el trasplante, sin embargo para solucionar estos problemas Zhao et al. propuso una
estrategia gque acoge los factores de crecimiento en microesferas GelMA con tecnologia asistida
por microfluidos (figura 17-1 ). Llegando a demostrar que las microesferas GelMA apoyan en la
conservacion, proliferacion y migracion, ademas favorecen a la liberacion de BMP-2 e inician la
formacion de hueso. Celikkin et al. investigo las consecuencias de la concentracion del hidrogel
sobre la mineralizacion del andamio. Hallando como resultado que la concentracion de GelMA
al 5% tiene una calcificacion mas elevada y uniforme que el 10%. Wang et al. aumentd poli
diacrilato (PEGDA) foto-reticulado en GeIMA. Controlando las porciones tanto de GelMA como
de PEGDA, se obtuvo resultados donde el hidrogel GelMA 30% / PEGDA 5% (p / v) no se
degrado6 rapido pues conservo su forma por un mes a diferencia de GelMA puro que lo hizo
completamente. Liu et al. para originar angiogénesis y osteogénesis creé nanofibras formadas
por CaPs / GelIMA biomiméticos a través de electrohilado, pues ha demostrado tener excelentes
propiedades mecanicas., biocompatibilidad y citocompatibilidad. En general, al variar ciertos
parametros de GelMA como la combinacion de polimero, distintos factores de crecimiento y
componentes organicos ayuda a convertirse en un hidrogel potencial para la ingenieria de tejido

0se0 (Piao et al., 2021, pp.50).
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Figura 17-1. (Ai) Representacion de GelMA en microesferas y su aplicacion. (Aii)
Por dispositivos microfluidicos se crean microesferas GelMA y su

morfologia.
Fuente: Piao et al., 2021, pp.50.
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1.6.3. Regeneracion de tejidos.

La ingenieria de tejidos se basa en la combinacion de materiales tales como biocompatibles,
células vivas y factores de crecimiento con los cudles se trabaja para construir implantes que
aporten al crecimiento correcto y normal del tejido. La fabricacion por adicion que consiste en el
proceso en el cual el material se coloca capa por capa de una forma tranquila se ha vinculado a la
perfeccion en la ingenieria de tejidos, debido a que admite la fabricacion de modelos impresos en
3D para la reproduccién de la red microscopica de tejido conectivo (Yue et al., 2015, pp.6).

La ingenieria de tejidos en 3D presenta la capacidad para realizar estructuras geométricamente
complejas es decir que estén potencialmente compuestas siendo esta una de las principales
ventajas de este tema, pero estas estructuras se deben hacer mediante la colocacion de un material
dentro de un sitio tridimensional. La ingenieria de tejidos embarca teméticas desde implantes
porosos que puedan iniciar la regeneracion 6sea hasta complejos organoides tridimensionales

compuestos de células (Piao et al., 2021, pp.49).

P -
GoiMA s e
Syet) whin wrune e

%7, 5 |m,l‘_ —L» 2L

S

TS T “ETa N ur S

Applcanaon of GeMA Wound healing
nanafibrous mats to a
SN wound Ded

Crossfinked GeiMA
nanofbrooss mats

Figura 18-1. Esquema que muestra la fabricacion y

aplicacién en una herida.
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CAPITULO II

2. MARCO METODOLOGICO

2.1. Materiales

Gelatina de piel de porcino en polvo, tipo A con fuerza de gelificacion de 300g Bloom, adecuado
para electroforesis y para cultivo celular, Anhidrido metacrilico contiene 2000 ppm, topanol A
como inhibidor 94% estos dos materiales fueron adquiridos de Sigma-Aldrich (EE. UU) (figura
19-2). Membranas de didlisis de 50 pies de largo por 1-5/16 pulgadas de ancho, c6digo 41131902,
de material de membrana de celulosa sin costuras fue adquirido de Estado Unidos de la marca
Frey Scientific. El cloruro de sodio, cloruro de potasio, fosfato monopotasico y el fosfato disddico
fueron otorgados por el técnico docente de la Facultad de Ciencias de la Escuela Superior
Politécnica de Chimborazo se muestra en la figura 20-2.

Figura 19-2. Derecha: gelatina de piel porcina, izquierda:

anhidrido metacrilico.
Realizado por: Cuzco Vargas, Shirley, 2022.
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Figura 20-2. Suministros otorgados en la

ESPOCH para el PBS.
Realizado por: Cuzco Vargas, Shirley, 2022.

2.2. Equipos

Agitador Magnético.

Este equipo esta conformado por un campo magnético para mezclar automéaticamente un soluto y
solvente, que en este caso es la gelatina con el PBS y luego esa solucion con el anhidrido, pero se
debe considerar previamente que el agitador magnético tenga una placa calefactora o termopar
debido a que es necesario tener una temperatura constante (ver figura 21-2), por ello si no se tiene
claramente establecida la escala de temperatura se debe colocar un vaso de precipitacion con agua
y establecer la temperatura correcta que se utilizard. Tenemos que equilibrar la intensidad de
agitacion en donde la barra de agitacion que es colocada en la solucién se mueva constantemente

y se encuentre centrada, aproximadamente unos 500 rpm.

Figura 21-2. Agitador magnético
con placa

calefactora.
Realizado por: Cuzco Vargas, Shirley, 2022.
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Sorbona

La Sorbona es utilizada para ventilar y restringir la exposicion de sustancias toxicas, peligrosos,
etc. Cada momento que se agregaba el anhidrido metacrilico se colocaba la muestra en el
dispositivo (figura 22-2) debido a que el anhidrido tenia un olor demasiado fuerte siendo este
nocivo. También se utilizaba para el proceso de filtracién y cuando la mezcla se encontraba

expuesta para agregar alguna sustancia.

Figura 22-2. Sorbona o campana de

extraccion.
Realizado por: Cuzco Vargas, Shirley, 2022.

Filtracion al vacio.

El equipo de filtracién al vacio estda compuesto por diferentes implementos los cuales se
encuentran nombrados en la tabla 5-2. Su proceso consiste en la separacion de mezclas sélido-
liquido, la mezcla se coloca en el embudo de vidrio el cual esté sobre el matraz y tiene el papel
filtro en el fondo acoplado con una pinza de pato y con la ayuda de una bomba se succiona la
mezcla separando asi el liquido del sélido el cual quedara en el papel filtro. Se cambia el papel
filtro cuando este se satura pues la mezcla ya no podra pasar por él, la solucion puede regresar
por la manguera que conecta el Kitasato y la bomba para evitar debemos desconectar la misma

cuando se crea conveniente o vaciar el liquido ya filtrado a otro recipiente.
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Tabla 5-2. Instrumentos que conforman el equipo de filtracion al vacio.

N° Descripcion Imagen

1 Embudo de vidrio

1 Base de vacio

1 Matraz de vidrio con boca
esmerilada

1 Bomba

Realizado por: Cuzco Vargas, Shirley, 2022.

Estufa

Las membranas que se encontraban sumergidas en el agua se les colocd en un equipo llamado
estufa que se observar en la figura 23-2, es usada para secar y esterilizar varios materiales del
laboratorio. Se tiene que colocar la temperatura de 50°C y mantenerle constante, las muestras

deben permanecer por cinco dias sin que el dispositivo sea apagado.
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Figura 23-2. Estufa.
Realizado por: Cuzco Vargas, Shirley, 2022.

Liofilizador

Las muestras son congeladas a temperaturas bajo cero eso es realizado por el propio sistema del
liofilizador conservando asi la estructura molecular del material. Debido a una bomba de vacio la
presion dentro del equipo se reduce permitiendo de esta manera que se sublime el agua presente
en la muestra logrando finalmente el secado de la muestra. Dependiendo del tipo de liofilizador
si se mantiene encendido durante todo el proceso sera mas rapido o se puede apagar durante la
noche y la muestra debe ser llevada directamente al congelador puesto que si esta se descongela
nunca se llegara al fin de la liofilizacion. En este caso utilizamos el liofilizador de la marca
Labconco del modelo 7670520 con serie 191084517 que pertenece a la Universidad de

Investigacion de Tecnologia Experimental Yachay (ver figura 24-2).

Figura 24-2. Liofilizador.

Realizado por: Cuzco Vargas, Shirley, 2022.
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2.3. Sintesis de tampdn fosfato salino (PBS)
El tampon fosfato salino es una solucion acuosa y salina que se realizé a través de la combinacion
de cloruro de sodio (NaCl), cloruro de potasio (KCI), fosfato disddico (Na;HPO,) y fosfato

monopotésico ( KH2PQO,) en concentraciones de g/L. como se observa en la tabla 6-2.

Tabla 6-2. Concentraciones de sal requerida para la sintesis de PBS.

Sal Concentracion (g/L)
Cloruro de sodio (NaCl) 8.0
Cloruro de potasio (KCI) 0.2
Fosfato disodico (NazHPO.) 1.44
Fosfato monopotéasico ( KH2PO4) 0.24

Realizado por: Cuzco Vargas, Shirley, 2022.

En primer instante se pesé cada sal que se necesit6 para el PBS, posteriormente se coloco en un
vaso de precipitacion con 800 ml de agua natural vivant debido a que esta es mas pura que el agua
potable, aunque se puede utilizar agua destilada. Agitamos constantemente hasta que diluir
totalmente las sales. Después se aumento agua hasta llegar a tener un litro de la solucion; se repiti6
este proceso pues es necesario dos litros para la sintesis de GelMA.

Finalmente se llevo la solucion a medir el pH y como este era menor a 7.4 se comenz0 agregar de
manera lenta hidroxido de sodio (NaOH) hasta llegar a tener el pH adecuado y fue almacenado

en una botella de plastico a temperatura ambiente.

2.4. Sintesis de gelatina metacriloila.

Se realizaron seis muestras: las muestras 1, 2 y 3 tuvieron el tiempo de reaccion constante mientras
que el anhidrido metacrilico se varid, en las muestras 4, 5y 6 se realiz6 lo contrario es decir el
MA es un pardmetro constante tabla 7-2. Se peso la gelatina de piel porcina, para la mayoria de
muestras se utilizé 2,5 g sin embargo para la muestra 1 se us6 15 g, luego en vasos de precipitacion
se coloco la gelatina junto a 25 ml de PBS para todas las muestras a excepcion de la 1 que se

emple6 150 ml.
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Tabla 7-2. Muestras con variacion en sus parametros.

Muestras | Anhidrido Tiempo de | % viv
metacrilico (ml) reaccién (minutos)
Muestra 1 12 8%
Muestra 2 25 180 10%
Muestra 3 0.75 3%
Muestra 4 180 8%
Muestra 5 2 120 8%
Muestra 6 60 8%

Realizado por: Cuzco Vargas, Shirley, 2022.

Posteriormente se mezcl6 durante una hora con una temperatura constante de 50° C hasta que la
gelatina se disuelva completamente para ello se utilizdé un agitador magnético, después de ese
tiempo se llevé a la Sorbona a colocar gota a gota en las mezclas el anhidrido metacrilico
correspondiente para cada una de ellas.

Las muestras se agitan utilizando el agitador magnético por el tiempo adecuado observar tabla 1.
Después de ese periodo se agregé a la solucion final el doble de cantidad de PBS del inicio del
proceso vy se filtrd a través de un filtro al vacio.

Se llend membranas de dialisis de aproximadamente 30 cm de largo con la solucién final,
anteriormente las membranas se colocaron en agua para ablandarlas asi se logra hacer un nudo en
cada extremo de ellas y que la muestra no se riegue.

A las membranas se les coloco en vasos de precipitacion con agua destilada suficiente para que
se encuentren totalmente sumergidas. Por aproximadamente cinco dias se mantuvieron asi las
membranas, pero el agua se cambia diariamente.

Luego de ese tiempo se transfirio la solucion de las membranas a tubos falcon de 50 ml.
Finalmente se comenzo con el proceso de liofilizacion lo que tom6 aproximadamente 15 dias

hasta obtener la muestra final.

2.5. Pruebas de caracterizacion.

-Espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier (FTIR).

Este equipo se encuentra en el laboratorio de quimica instrumental de la Facultad de ciencias de
la institucion de la marca Jasco FT/IR-4100, ver figura 24-2. El proceso a seguir para su
utilizacion es un poco complejo y se debe realizar junto con el técnico docente consiste en
conectar el equipo a un tomacorriente de 110 V, se le enciende presionando el boton de la parte

superior derecha power y debemos esperar un cierto tiempo hasta que los parametros de analisis
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estén listos en nuestro caso se esperd 40 minutos. Limpiar el area donde se colocara la muestra
con un algoddn. Colocar la muestra sobre el cristal del area de muestra y presionar Start para
realizar el barrido espectral. Utiliza el programa Spectra Analysis para procesar el espectro, es
decir, corregir las escalas y linea de base y eliminar el CO2. Identificar y etiquetar los picos méas
relevantes esto se puede realizar automaticamente o manualmente. Eliminar los picos menos
relevantes seleccionando el nimero de onda en la parte izquierda y la opcion Delete
posteriormente ok.

Finalmente guardar el archivo seleccionando File/Save as y para almacenar el espectro como
imagen se escoge Edit/Copy as/Bitmap y pegamos en un procesador de texto en esta situacion se
utilizé Word y el archivo se obtuvo en el formato CSV para que posteriormente sea tratada en el

programa OriginPro 9.0.

Figura 25-2. Equipo de espectroscopia infrarroja con transformada de

Fourier.
Realizado por: Cuzco Vargas, Shirley, 2022.

Microscopia Electrénica de Barrido (MEB).

Este equipo esté en el laboratorio de Materiales de la Facultad de Mecanica de la Escuela Superior
Politécnica de Chimborazo se visualiza en la figura 26-2, su uso lo llevo a cabo el técnico docente
a cargo en primer instante se prendid el equipo y se procedié a extraer el portaobjetos
posteriormente se limpid, se situd pequefios pedazos de cinta conductora de doble cara, dos en
cada sector y se colocé todas las muestras en el anterior nombrado situdndolas de una manera
correcta como se observa en la figura 27-2, luego se roci6 aire comprimido para evitar el polvo e
inmediatamente se volvid a poner el portaobjetos donde corresponde y se comenzé con la prueba
obteniendo iméagenes que fueron guardadas en un CD, finalmente fueron tratadas en el programa
ImageJ donde se encuentra el perimetro de cada poro y estos datos obtenidos son graficados en
OriginPro 9.0.
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Figura 26-2. Equipo de microscopia electronica de barrido
(SEM).
Realizado por: Cuzco Vargas, Shirley, 2022.

Figura 27-2. Portaobjetos con

muestras para SEM.
Realizado por: Cuzco Vargas, Shirley, 2022.

-Técnica de la gota sésil (SD).

El equipo fue acoplado en la Universidad de Investigacion de Tecnologia Experimental Yachay
y el proceso a seguir para comenzar es colocar la muestra dentro del equipo y ya posicionada con
la ayuda de una micropipeta se deja caer una gota de agua sobre ella, durante todo este tiempo se
realiza una serie de fotografias o imagenes las cuéles son guardadas para posteriormente medir el

angulo, esto es posible con el software Kinovea.
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CAPITULO I

3. ANALISIS E INTERPRETACION DE RESULTADOS

3.1. Gelatina metacriloila

Durante el proceso de sintesis se logro presenciar ciertos aspectos en las muestras, en la etapa de
filtracion las muestras que contenian menor cantidad de anhidrido metacrilato se filtraban en
menor tiempo, debido a que, el papel filtro no colapsa constantemente, el color de las muestras
antes de ser liofilizadas varia dependiendo de su concentracién mientras menor anhidrido
metacrilato contenian su color se minimizaba siendo maés cristalino esto se observa en la figura
28-3 ademas las muestras 4,5 y 6 no presentan mucha diferencia en su color se visualiza en la
figura 29-3.

Figura 28-3. lzquierda: muestra 1; medio: muestra 2; derecha: muestra 3.
Realizado por: Cuzco Vargas, Shirley, 2022.

Figura 29-3. Izquierda: muestra 4; medio: muestra 5; derecha: muestra 6.
Realizado por: Cuzco Vargas, Shirley, 2022.
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Las muestras finales tienen un color blanco y su textura es viscosa y consistentes.

3.2. Resultados de espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier (FTIR).

El espectro FTIR de la gelatina metacriloila muestra en general los grupos funcionales quimicos
y los grupos funcionales metacrilicos injertados en el residuo de lisina de la gelatina. Los picos
que se encuentran entre 2923.56 cmy 2800 cm™* en el hidrogel indican la presencia de los grupos
funcionales de gelatina y entre los puntos 3500 a 3700 cm estan ubicados los del anhidrido

metacrilico.

3.2.1. Muestras variando la proporcion del anhidrido metacrilato.

Se presentan tres lineas de graficas negra, roja y azul que representan los espectros FTIR de las
muestras 1, 2 y 3 respectivamente. En las tres muestras se encuentra presente un pico que
representa al grupo amino funcional con estiramiento N-H, sin embargo, se distingue una
diferencia pues tienen una transmitancia distinta observando asi que la muestra 2 tiene la menor
transmitancia del grupo teniendo un pico mas fuerte entre ellos este pico se le puede visualizar
entre 3216.68 y 3312.96 cm.

El pico de 1635.34 cm en las tres gréaficas es el C=0 (grupo de estiramiento) y esta relacionado
con la amina | (linea entrecortada rosa), este es similar en las muestras 1 y 3 pero en la 2 el pico
es mas fuerte, la linea entrecortada de color negro es donde se ubica el pico de la amida terciaria
en el punto de 1230.36 cm para las muestras 1y 2,y 1234,22 cm-* para la muestra 3. Con respecto
a la amida Il esta representada por el color café y esta entre 1528.77 y 1442.49 cm-, el segundo
valor es constante para las tres muestras mientras que el primer varia, el espectro en estas dos
Gltimas tiene la misma forma, pero con diferentes valores de transmitancia para estas muestras,
aunque es mas notorio para la muestra 2 que presenta picos distinguibles facilmente. Se observa
que ademas en 2923.56 cm* hay un pico de un OH, aunque es mas fuerte en el espectro rojo.

Toda esta informacion se puede corroborar en el gréfico 1-3.
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Grafico 1-3. Espectros FTIR de las muestras 1, 2, 3 y gelatina.
Realizado por: Cuzco Vargas, Shirley, 2022.

3.2.2. Muestras variando el tiempo de reaccion

Para realizar estas muestras se parti6 de la muestra 1 que tiene un porcentaje de 8% v/v porque es
la mejor segun Zhou et al. en el trabajo que por nombre tiene 3D Bioprinting a Cell-Laden Bone
Matrix for Breast Cancer Metastasis Study. Se presentan cuatro lineas de graficas negra, roja y
azul que representan los espectros FTIR de las muestras 4,5 y 6 y gelatina respectivamente. En
los espectros de las muestras podemos notar que son similares tanto como a su forma como a sus
valores talvez pueda haber una variacién, pero no muy significativos, se observa el pico
representativo del grupo amino funcional con estiramiento N-H que se encuentra alrededor del
punto 3324 cm™ con una transmitancia de 84%.

El pico del grupo de estiramiento C=0 se encuentra en entre 1631 a 1635 cm aproximadamente
para las muestras este se relaciona con la amina | representada con la linea entrecortada verde con
una transmitancia de 84% igual que el anterior grupo funcional, la linea entrecortada de color
morado es donde se ubica el pico de la amida terciaria que esta entre 1234 y 1232 cm™.Con
respecto a la amida Il esta representada por el color naranja, tiene dos picos el uno levemente mas
fuerte que el otro y el primero esta entre 1543 a 1545 cm, el segundo valor esta en el punto 1442

cm-l, los valores de transmitancia para las muestras son similares (ver grafico 2-3).
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Graéfico 2-1. Espectros FTIR de las muestras 4,5,6 y gelatina.

Realizado por: Cuzco Vargas, Shirley, 2022.

3.3. Resultados de la microscopia electrénica de barrido

El resultado que se obtuvo no fue muy satisfactorio esto se debe a que las imagenes no muestran
en su totalidad la estructura de cada muestra pues al no ser conductoras el sistema no las analiza
perfectamente ya que el haz de electrones no se centra en el area debida para evitar esto se debe

recubrirlas de oro (Au) pero esto no se logré realizar por la falta del equipo por lo que los

resultados posteriores no son totalmente certeros y podrian variar.

Con el software ImagenJ se obtuvo 12 datos al azar o los més pertinentes de cada muestra del

perimetro y angulo del poro, también el promedio, desviacién estdndar, maximo y minimo del

grupo de datos. Los datos mas relevantes seran los del perimetro.

3.3.1. Muestras variando la proporcion del anhidrido metacrilato

Muestra 1.

Se realiz6 la medida con un lente x90, una escala de 200 um y un voltaje de aceleracion de 6 Kv;

en la imagen se percibe un poro que sobresalta en el centro y otros minasculos alrededor como se

observa en la figura 30-3.
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Figura 30-3. SEM micrografia de Gelma 8% v/v (muestra 1).
Realizado por: Cuzco Vargas, Shirley, 2022.

Nos centramos en la tabla 8-3 podemos afirmar que el perimetro maximo es 601.899 um mientras
que el minimo es de 32.877 um también verificamos que los datos se encuentran dispersos debido
a que la desviacion estandar es de 168.164 um, entonces el promedio es de 151.020 um lo que
nos verifica que la muestra es buena para la difusion de oxigeno debido a que Ramesh y
Ramalingam en su estudio obtienen el hidrogel GeIMA con un tamafio promedio de poro de 80

um y aseveran que mientras mayor sea este dato (porosidad) mejor difusion existira.

Tabla 8-3. Perimetro y dngulos de 12 poros de
SEM (muestra 1).

ANGULO PERIMETRO

(grados) (um)
1 -156.038 53.966
2 -110.854 61.568
3 -83.830 101.961
4 -109.904 168.999
5 -118.610 34.329
6 -120.379 92.097
7 -92.603 60.336
8 22.479 601.899
9 18.232 245.186
10 -78.690 41.910
11 39.742 317.111
12 -90.000 32.877
Promedio | -73.371 151.020
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Desviacién | 63.951 168.164
estandar

Minimo -156.038 32.877
Méximo 39.742 601.899

Realizado por: Cuzco Vargas, Shirley, 2022.

Muestra 2.
La figura 31-3 tiene una escala de 100 um y se realizd con un lente x140. Su voltaje de aceleracion
es de 6 Kv al igual que la muestra anterior. La parte derecha de la imagen se encuentra mas clara

mientras que la izquierda es un poco distorsionada sin embargo se puede notar algunos poros.

SED 6.0kV
SED ESPOCH

Figura 31-3. SEM micrografia de Gelma 10% v/v (muestra 2).
Realizado por: Cuzco Vargas, Shirley, 2022.

En esta muestra se tiene un promedio del perimetro de 56.527 um al ser una cantidad menor puede
no ser eficiente para la difusion del oxigeno y transferencia de masa, con una desviacion estandar
de 47.722 um, tanto el maximo como minimo son 182.235 um y 13.317 um respectivamente. Con
respecto a los datos del angulo tienen un promedio de -47.809 con una desviacion estandar de

58.453, se observa en la tabla 9-3 que el angulo méaximo es 41.403 y el minimo es -135.000.
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Muestra 3.

Tabla 9-3. Perimetro y angulos de 12 poros de

SEM (muestra 2).

ANGULO PERIMETRO

(grados) (um)
1 -65.462 74.363
2 -105.255 33.535
3 -62.103 28.287
4 -62.103 28.287
5 -90.000 48.529
6 6.340 13.317
7 -135.000 18.718
8 -42.109 103.078
9 27.072 74.319
10 41.403 182.335
11 -104.931 45.659
12 18.435 27.902
Promedio | -47.809 56.527
Desviacion | 58.453 47.722
estandar
Minimo -135.000 13.317
Maximo 41.403 182.335

Realizado por: Cuzco Vargas, Shirley, 2022.

La muestra 3 se encuentra representada por la figura 32-3 que se realiz6 con un lente x74 a una
escala de 200 um con el mismo voltaje de aceleracidén que las muestras anteriores. Visualizamos
un poro de un tamafio enorme en la parte derecha de la imagen y otros pequefios poros alrededor

de la misma.
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Figura 32-3. SEM micrografia de Gelma 3% v/v (muestra 3).
Realizado por: Cuzco Vargas, Shirley, 2022.

En la tabla 10-3 se observa datos del angulo y perimetro de 12 poros elegidos, nos centramos en
los datos del perimetro por lo que tenemos un promedio de 125.975 um significa que tiene un
tamafio promedio del poro alto y es eficiente para la difusion de oxigeno y otras funciones mas,
con una desviacion estandar de 116.350 um, el valor minimo del grupo de datos es 24.545 um

mientras que el maximo es 286.692 um.

Tabla 10-3. Perimetro y angulos de 12 poros
de SEM (muestra 3).

ANGULO | PERIMETRO

(grados) (um)
1 -36.961 280.889
2 -0.659 386.692
3 -84.806 24.545
4 -43.531 61.303
5 1.193 106.690
6 -37.304 176.005
7 7.481 221.889
8 0.000 86.667
9 -42.274 33.036
10 -22.620 28.889
11 -85.030 51.304
12 -38.290 53.794
Promedio | -31.900 125.975
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Desviaciéon | 31.168 116.350
estandar

Minimo -85.030 24.545
Méximo 7.481 386.692

Realizado por: Cuzco Vargas, Shirley, 2022.

En el gréafico 3-3 se puede observar la diferencia que existe entre las muestras con respecto a su
porosidad visualizando que la muestra 2 tiene un tamafio promedio de poro menor, mientras que

la 1 es la que tiene mayor promedio.

I TAMARO PROMEDIO DEL PORO
[ DESVIACION ESTANDAR
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40
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MUESTRAS

Gréfico 3-3. Porosidad en base al analisis de las micrografias

SEM.
Realizado por: Cuzco Vargas, Shirley, 2022.

3.3.2. Muestras variando el tiempo de reaccion.

Muestra 4.
La muestra tiene una escala de 200 um y fue realizado con un lente x60. El voltaje de aceleracion
fue de 6 kv tanto la para esta muestra como para la 5 y 6. En la figura 33-3 se visualiza

aproximadamente de tres secciones en donde la imagen es mas clara y a sus alrededores es opaca.

42



SED 6.0kV
SED ESPOCH

Figura 33-3. SEM micrografia de Gelma 8% v/v, 3 horas de tiempo de reaccion

(muestra 4).
Realizado por: Cuzco Vargas, Shirley, 2022.

Se encontr6 un poro con un perimetro méaximo de 371.601 um y uno minimo de 30,860 um. El
promedio de todo el grupo de datos con respecto al perimetro es de 129.915 um entonces se
puedes decir que es eficiente para la difusion de oxigeno, tiene una desviacién estandar de 116.567

um eso observamos en la tabla 11-3.

Tabla 11-3. Perimetro y angulos de 12 poros
de SEM (muestra 4).

ANGULO | PERIMETRO

(grados) (um)
1 54.462 287.944
2 51.170 252.340
3 21.194 101.915
4 -102.529 | 30.860
5 48.814 35.582
6 65.556 40.445
7 19.440 60.344
8 45.000 47.338
9 -84.644 107.583
10 14.931 371.601
11 52.125 38.165
12 -5.194 184.860
Promedio | 15.027 129.915

43



Desviacién | 54.815 116.567
estandar
Minimo -102.529 | 30.860

Méaximo 65.556 371.601
Realizado por: Cuzco Vargas, Shirley, 2022.

Muestra 5.
Esta imagen tiene una escala de 200 um, se us6 un lente x90. En el lado izquierdo de la figura 34-
3 esta presente una mancha negra mientras que en la derecha se encuentra la seccién de la cual se

considero los poros.

SED 6.0kV
SED ESPOCH

Figura 34-3. SEM micrografia de Gelma 8% v/v, 2 horas de tiempo de reaccion

(muestra 5).
Realizado por: Cuzco Vargas, Shirley, 2022.

Con respecto a los datos del perimetro se tiene un promedio de 118.682 um como esta cantidad
se relaciona con el tamafio promedio del poro conocemos que la muestra difundird bien el
oxigeno, se tiene una desviacién estandar de 69.581 um, un maximo y minimo de 271.049 umy
18.117 um respectivamente. El grupo de los valores de los angulos se tiene una desviacion de
63.584, con un promedio de -37.132, -130.236 es el minimo y 63.435 es el méximo. Esto

apreciamos en la tabla 12-3.
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Tabla 12-3. Perimetro y angulos de 12 poros
de SEM (muestra 5).

ANGULO | PERIMETRO

(grados) (um)
1 -45.000 104.874
2 -130.236 114.805
3 59.859 161.110
4 -85.601 58.600
5 63.435 120.597
6 -2.291 168.674
7 -29.745 18.117
8 -5.064 178.224
9 -88.025 65.207
10 -105.945 114.519
11 -84.560 47.405
12 7.595 272.049
Promedio | -37.132 118.682
Desviacién | 63.584 69.581
estandar
Minimo -130.236 18.117
Méaximo 63.435 272.049

Realizado por: Cuzco Vargas, Shirley, 2022.

Muestra 6.
La muestra 6 presenta la estructura que se observa en la figura 35-3 con una escala de 100 um y

un lente de x170. La imagen es opaca, en tono gris y blanco.

SED 6.0kV" ;
SED ESPOCH ¥

Figura 35-3. SEM micrografia de Gelma 8% v/v, 1 horas de tiempo

de reaccion (muestra 6).
Realizado por: Cuzco Vargas, Shirley, 2022.
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El promedio de los 12 datos del perimetro es de 98.603um por lo que la muestra 6 es eficiente
para la difusion de oxigeno y otras funciones més segun el articulo “Aqueous-mediated synthesis
and characterization of gelatin methacryloyl for biomedical application”, la desviacion estandar
es de 104.695 um, el valor maximo del perimetro es de 321.978 umy el minimo es de 11.161 um
(tabla 13-3).

Tabla 93-3. Perimetro y angulos de 12 poros
de SEM (muestra 6).

ANGULO | PERIMETRO

(grados) (um)
1 -66.251 32.133
2 -74.476 321.978
3 -65.225 16.844
4 -65.772 25.802
5 -63.435 28.937
6 -71.565 11.161
7 29.650 87.992
8 45.000 94.957
9 55.751 166.894
10 62.526 33.151
11 107.354 278.885
12 -103.736 84.500
Promedio | -17.515 98.603
Desviacién | 71.470 104.695
estandar
Minimo -103.736 11.161
Maximo 107.354 321.978

Realizado por: Cuzco Vargas, Shirley, 2022.

En el gréfico 4-3 se muestra que la porosidad va reduciendo mientras el tiempo de reaccién es
menor, pero su variacién o diferencia entre ellas no es muy amplia. La muestra 6 es la que tiene
menor tamafio promedio del poro con respecto a las demas esto considerando los resultados de la

microscopia electronica de barrido con un promedio de 98.603 micras.
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Gréfico 4-3. Porosidad en base al analisis de las micrografias SEM.
Realizado por: Cuzco Vargas, Shirley, 2022.

3.4. Resultados de la gota de sésil (dngulo de contacto).

Las medidas de los angulos fueron féaciles de encontrarlos esto se debe a que las fotografias fueron
claras y se lograba observar claramente la linea de unidn entre el sélido (muestra) y el liquido
(agua), sin embargo, el software escogido para el estudio facilito el proceso debido a que se podia

maximizar la imagen y estudiarla con detalle con ayuda de la tabla 4-1.

3.4.1. Muestras variando la proporcion del anhidrido metacrilato.

Muestra 1.

Se observa figura 36-3 que el angulo de contacto es de 65° por lo que se afirma que el grado de

mojabilidad es alta, con respecto a las fuerzas intermoleculares sabemos que del s6lido es fuerte

y del liquido es débil.
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Figura 36-3. Angulo de contacto de muestra 1.
Realizado por: Cuzco Vargas, Shirley, 2022.

Muestra 2.

En esta muestra tenemos un angulo de contacto de 62° por lo que tiene un alto grado de
mojabilidad y sus fuerzas intermoleculares son para el sélido fuerte y para el liquido es débil (ver
figura 37-3).

Figura 37-3. Angulo de contacto de muestra 2.

Realizado por: Cuzco Vargas, Shirley, 2022.

Muestra 3.
En la figura 38-3 visualizamos que en la muestra tres se tiene un angulo de contacto de 54°, se
percibe que la gota se encuentra de una manera inclinada en la muestra. El sélido tiene una fuerza

intermolecular fuerte y el liquido una débil esto se debe a que el grado de mojabilidad es alto.
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Figura 38-3. Angulo de contacto de muestra 3.
Realizado por: Cuzco Vargas, Shirley, 2022.

Las tres muestras anteriores tienen alto grado de mojabilidad debido a que su &ngulo es menor a
90°, sin embargo, podemos observas que la muestra 1 tiene un angulo de contacto de 65° siendo
mayor para las demas muestras por lo que resulta ser la mejor porque mientras mayor sea este
valor menor serd su mojabilidad, pero su hidrofobicidad es mayor por lo su degradacion sera
lenta. Los angulos de contacto no presentan gran diferencia porque los angulos se encuentran en

un rango de 65° a 54° ver gréafico 5-3.
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Gréfico 5-3. Comparacion del angulo de contacto de las muestras 1,2,3.
Realizado por: Cuzco Vargas, Shirley, 2022.
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3.4.2. Muestras variando el tiempo de reaccion.

Muestra 4.
La mojabilidad es muy alta esto lo confirmamos al observar la figura 39-3 donde el &ngulo de
contacto encontrado es de 63° por esa razon las fuerzas intermoleculares son fuerte para el solido

y débil para el liquido.

Figura 39-3. Angulo de contacto de muestra 4.
Realizado por: Cuzco Vargas, Shirley, 2022.

Muestra 5.
Las fuerzas intermoleculares son para el sélido fuerte mientras que para el liquido se débil esto
se debe a que tenemos un angulo de contacto de 65° menor a 90° por esta razén también el grado

de mojabilidad es alto ver figura 40-3.

Figura 40-3. Angulo de contacto de muestra 5.

Realizado por: Cuzco Vargas, Shirley, 2022.

50



Muestra 6.

El angulo de contacto es de 64° pues el fluido se extiende sobre la superficie es decir tiene alto
grado de mojabilidad. La muestra tiene una fuerza intermolecular fuerte y el liquido una débil ver
figura 41-3.

Figura 41-3. Angulo de contacto de muestra 6.
Realizado por: Cuzco Vargas, Shirley, 2022.

El grafico 6-3 nos muestra que los angulos de contacto de estas muestras son menores a 90° por
lo que todas tiene alto grado de mojabilidad, pero se puede visualizar que entre las tres la mayor
es la muestra 5 con 66° por lo que estd tendrd menor mojabilidad de las deméas y por ende su

hidrofobicidad sera mayor entonces du degradacion en el tiempo serd mas lenta.
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Gréfico 6-3. Comparacion del angulo de contacto de las muestras 5,6,7.
Realizado por: Cuzco Vargas, Shirley, 2022.
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3.5. Analisis estadistico.

Para las muestras del primer grupo en las que se varia el anhidrido metacrilico se tiene las
siguientes hipdtesis:

Hipotesis nula Ho: Las medias de todos los niveles son iguales.

Hipdtesis alternativa: la media de uno o mas niveles son diferentes.

Regla de decision:

Si P= 0.05 se rechaza Ho.

Si P >0.05 No se rechaza Ho

Se obtiene un valor de p=0.07286 entonces como es mayor al valor del nivel de significancia de
0.05 por lo tanto se concluye que las medias de la poblacién no son significativamente diferentes.
Para las muestras del segundo grupo en las que el tiempo de reaccidn varia se tiene las siguientes
hipétesis:

Hipdtesis nula Ho: Las medias de todos los niveles son iguales.

Hipotesis alternativa: la media de uno o0 mas niveles son diferentes.

Regla de decision:

Si P= 0.05 se rechaza Ho.

Si P >0.05 No se rechaza Ho

Se obtiene un valor de p=0.13639 entonces como es mayor al valor del nivel de significancia de
0.05 se concluye que las medias de la poblacion no son significativamente diferentes. Todo esto
lo podemos confirmar con el ANOVA ubicado en ANEXO D.
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CONCLUSIONES

Se sintetizd gelatina metacriloila a través del uso del anhidrido metacrilico (MA) para modificar
la gelatina basandonos en la técnica de reaccion con solucion salina de fosfato con pH 7.4 (PBS)
variando parametros que son el anhidrido metacrilico de 12 ml, 2.5 ml y 0.75 ml y el tiempo de
reaccion de 3, 2'y 1 horas, considerando que se utilizé 25 ml de PBS en 5 de las 6 muestras, en la
muestra 1 fue 150 ml debido a que no tenia la misma cantidad de gelatina pues se necesita para
otra investigacion sin embargo se encuentran en las mismas proporciones obteniendo unas
muestras de color blanco con una textura viscosa y consistentes.

Al variar la cantidad de anhidrido metacrilico su primera diferencia se presencié en los grupos
quimicos a través de la espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier pues la muestra con
mayor cantidad de este parametro (muestra 2) presenta los picos mas relevantes en el grupo amino
funcional NH al igual que en las aminas I, Il y Ill, la muestra 3 que contiene menor MA no
presenta los picos tan relevantes como la 2 sin embargo la que méas se apega a los grupos
funcionales de la gelatina y anhidrido es la muestra 1 que tiene una concentracion de 8% v/v con
15 gr de gelatina. Con la microscopia electronica de barrido se analiz6 la morfologia y la
naturaleza porosa de GelMA se concluy6 que la muestra 1 tiene la porosidad adecuada para
difusion de oxigeno ya que aquella tuvo un tamafio promedio de poro de 151 micras siendo mayor
que las demaés esto se corrobor6 también con la técnica de la gota de sésil que mientras el MA era
menor el angulo de contacto igualmente lo seria; pero estos angulos se encontraban entre 0 y 90°
aunque la muestra 3 presento un angulo de 54° siendo el menor de su grupo, sin embargo, todas
las muestras tienen alto grado de mojabilidad.

El tiempo de reaccion con respecto a la cantidad de anhidrido son relativamente parecidos, sin
embargo, al variar el tiempo se presentaron cambios notorios pero no muy dispersos, en los
resultados los espectros FTIR presentan el pico del grupo funcional NH al igual que los picos de
las aminas I, 11 y Il mientras que la porosidad no tiene mucha diferenciacién entre ellos se
encuentra en un rango de 90 a 130um y en la propiedad de mojabilidad todos tienen una
mojabilidad alta debido a que sus angulos de contacto son menores a 90° pero la muestra 5 (120
min de reaccidn) es el mayor por lo que se considera mejor porque tiene mayor hidrofobicidad.
Para la aplicacién en regeneracion de tejidos estas propiedades de estas muestras pero en especial
de la 1 resultaran beneficiosas, pues al tener una estructura altamente porosa mejorara la difusion
de oxigeno y liberacion del mismo por mas tiempo, el apoyo al desarrollo celular, aportacion de
nutrientes a las células, la expulsion de residuos de la matriz y la transmision de masa también la
degradabilidad lenta en el tiempo es necesaria para que se pueda utilizar como biomaterial en esta
aplicacion al momento de ser cargada con nanoparticulas y esto se encuentra relacionado con la

hidrofobicidad, es decir, con la mojabilidad.
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RECOMENDACIONES

o Se recomienda que durante el proceso de agitacion cubrir los recipientes que contengan
la muestra ya con el anhidrido pues expulsa un olor demasiado fuerte y cuando se desee abrir para
agregar el PBS realizarlo dentro de la sorbona. Después de que el anhidrido este colocado se debe
colocar la mezcla en el agitador en donde el iman quede en el medio y hallar las revoluciones en
las cuales se mezcle todo homogéneamente.

o Recomiendo que durante el proceso de filtracién la muestra se encuentre a una
temperatura de 50° C pues si con lleva mucho tiempo realizarlo y la muestra se enfria comenzara
a gelificarse siendo este paso a seguir demasiado complicado debido a que la solucién no pasara
por los filtros y el equipo empezara a fallar, también es preciso cambiar el papel filtro cada cierto
momento cuando se observe que no pase el liquido como en un inicio.

) Se debe cubrir los recipientes que contengan las membranas cubiertas de agua antes de
colocarlos en la estufa esto para evitar que las membranas floten y se procedan hacer agujeros
pequefios en ellas lo cual hara que se pierda liquido que posteriormente puede ser indispensable.
o Cuando se coloque el anhidrido metacrilico se recomienda hacerlo gota a gota se podria
que decir unas 15 gotas por minuto aproximadamente esto para que se distribuya el MA de manera

dispersa.
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GLOSARIO

Antigenicidad: se trata de una capacidad para combinarse con anticuerpos, receptores de células
(Lanez, 2014, parr.4).

Espectro: La gama completa de todos los tipos de radiacion que tienen tanto campos eléctricos
como magnéticos, y que se desplazan en ondas. Este espectro abarca desde la radiacion de energia
baja que se traslada en ondas largas (por ejemplo, las ondas de radio, las microondas etc.) hasta
la radiacién de energia alta con frecuencia alta que se mueve en ondas cortas (por ejemplo, los
rayos X y los rayos gamma) (Lopez, 2014, parr. 3).

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

Hidrofilicidad: capacidad que tiene un cuerpo de atraer el agua (Cuzco Vargas, Shirley, 2022).
Hidrofobicidad: capacidad que tiene un cuerpo de repeler el agua (Cuzco Vargas, Shirley, 2022).
Liofilizacion: es un proceso donde se congela el material y se retine el agua, luego lo disminuye
por medio de la sublimacion y desorcion, hasta el punto de no mantener el desarrollo biolégico o
las reacciones quimicas (Ramires, 2006, pp.2).

Micrografia: son las imagenes fotograficas que se obtienen por medio de instrumentos
electrénicos u opticos de objetos no visibles.

Mojabilidad: es la capacidad de un liquido para extenderse por una superficie, este depende de
las fuerzas intermoleculares de las areas que se encuentran en contacto (Gonzalez, 2014, pp.32).
Morfologia: ciencia que estudia las estructuras de los organismos (Cuzco Vargas, Shirley, 2022).
Sésil: se refiere a algo que se mantiene fijado a una superficie (Cuzco Vargas, Shirley, 2022).
Transmitancia: es la razén de la luz transmitida respecto a la luz incidente, esto se lleva a cabo

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

ANEXO A: MUESTRAS FINALES

Gelatina metracriloila

ANEXO B: PROCESO DE SINTESIS DE LA GELATINA METRACRILOILA

Medicién de la gelatina



Corroboracion de la temperatura



Colocacioén de la muestra en la membrana de dialisis



Membranas con la solucion en agua destilada

Membranas en la estufa a 50°



ANEXO C: PREPARACION DE LA SOLUCION SALINA DE FOSFATO

Agitacion de las sales

Medicion del pH del PBS



ANEXO D: ANOVA

ANOVAOneWay (26/4/2022 20:46:26)
Descriptive Statistics

N Analysis =~ N Missing Mean Standard Deviation =~ SE of Mean
TRANSITANCIA M1 907 37 96,41886 26,95269 0,89495
TRANSITANCIA M2 907 37 94,03158 27,29632 0,90636
TRANSITANCIA M3 905 0 95,2873 2,73094 0,09078
One Way ANOVA
Overall ANOVA
DF Sum of Squares = Mean Square = F Value Prob>F
Model 2 2586,8743 1293,43715 2,62171 0,07286
Error 2716 1,33995E6 493,35562
Total 2718 1,34254E6
Null Hypothesis: The means of all levels are equal.
Alternative Hypothesis: The means of one or more levels are different.
At the 0.05 level, the population means are not significantly different.
Fit Statistics
R-Square @ Coeff Var Root MSE @ Data Mean
0,00193 0,2332 22,21161 95,24588
Means Comparisons
Tukey Test
MeanDiff SEM q Value Prob Alpha = Sig LCL UCL
TRANSITANCIA M2 -2,38728  1,04302 3,23688 @ 0,05736 0,05 0 -4,8318 0,05724
TRANSITANCIA M1
TRANSITANCIA M3 -1,13155  1,04359  1,53341  0,52383 0,05 0 -3,57742 | 1,31432
TRANSITANCIA M1
TRANSITANCIA M3 1,25573  1,04359 1,70169 0,4512 0,05 0 -1,19014 3,7016
TRANSITANCIA M2
Sig equals 1 indicates that the difference of the means is significant at the 0,05 level.
Sig equals 0 indicates that the difference of the means is not significant at the 0,05 level.
Homogeneity of Variance Test
Levene's Test(Absolute Deviations)
DF Sum of Squares  Mean Square = F Value = Prob>F
Model 2 2249,32129 112466065 2,32641 0,09784
Error 2716 1,313E6 483,4319

At the 0.05 level, the population variances are not significantly different.

Box Charts

ANOVA de las muestras que presentan variacion de anhidrido metracrilico




IANOVAOneWay (29/5/2022 20:43:02)
Input Data

Data Range
TRANSMITANCIA 4 [Book1]Sheet1!B  [1*:905*]
TRANSMITANCIA 5 | [Book1]Sheet1!C  [1*:905*]
TRANSMITANCIA 6 [Book1]Sheet1!D  [1*:944%]

Descriptive Statistics
N Analysis N Missing Mean Standard Deviation = SE of Mean
| B| 905 0 94,42497 3,71778 0,12358
(e 905 0 94,13817 3,63661 0,12089
D 909 35 5506,38003 115307,44349 = 3824,50649
One Way ANOVA
Overall ANOVA
DF Sum of Squares = Mean Square = F Value Prob>F
Model 2 1,77241E10 8,86206E9 = 1,99372  0,13639
Error 2716 1,20726E13 4,44499E9
Total 2718 1,20903E13

Null Hypothesis: The means of all levels are equal.
Alternative Hypothesis: The means of one or more levels are different.
At the 0.05 level, the population means are not significantly different.

Fit Statistics
R-Square = Coeff Var Root MSE Data Mean
0,00147 35,0231 66670,75685  1903,62232

Means Comparisons

TRANSMITANCIA 6 5412,24185  3130,74572

TRANSMITANCIA 5

Tukey Test
MeanDiff SEM q Value Prob Alpha = Sig LCL ucL
TRANSMITANCIA 5 -0,28679 = 3134,19558  1,29406E-4 1 0,05 0 -7345,90383 7345,33025
TRANSMITANCIA 4
TRANSMITANCIA 6 5411,95506 | 3130,74572 2,44468  0,19447 0,05 0 -1925,57654  12749,48666
TRANSMITANCIA 4
2,44481  0,19444 0,05 -1925,28975  12749,77346

Sig equals 1 indicates that the difference of the means is significant at the 0,05 level.
Sig equals 0 indicates that the difference of the means is not significant at the 0,05 level.

Homogeneity of Variance Test

Box Charts

ANOVA de las muestras gque presentan variacion de tiempo de reaccién.




