PELICULAS DE POLIMEROS NATURALES PARA POSIBLE
REEMPLAZO DURAL

DANIELA ZAPATA BEDOYA
ALIX SORAYA VALENZUELA GARZON

UNIVERSIDAD DE ANTIOQUIA
FACULTAD DE INGENIERIA
PROGRAMA DE BIOINGENIERIA
MEDELLIN
2018



PELICULA DE POLIMEROS NATURALES PARA POSIBLE
REEMPLAZO DURAL

DANIELA ZAPATA BEDOYA
ALIX SORAYA VALENZUELA GARZON

Trabajo de grado para optar por el titulo de BIOINGENIERA

ASESORA:
CLAUDIA PATRICIA OSSA OROZCO
INGENIERA MECANICA, Ph. D.

GRUPO DE INVESTIGACION EN BIOMATERIALES BIOMAT
UNIVERSIDAD DE ANTIOQUIA
MEDELLIN
2018



DEDICATORIA

A Dios mi fe

A mis padres mi veneracion

A mis hermanos mi fortaleza

A mi familia mi pilar

A mi pareja mi amor incondicional
A mis maestros mi respeto

A mis amigos mi presencia

A quienes me ayudaron mi agradecimiento
A quienes ofendi mi disculpa

A quienes me ofendieron mi perdén

A mi alma mater mi gratitud

A mi patria mi devocion

Y para todos los que creen que la ciencia puede cambiar el mundo



AGRADECIMIENTOS

AGRADECIMIENTOS

Fueron muchos los momentos claroscuros a lo largo de este camino, pero
afortunadamente nos podemos sentar a escribir la parte mas emotiva y personal de
este trabajo: los agradecimientos a todos aquellos quienes de una manera u otra

nos ayudaron a alcanzar esta meta.

Angela — Carlos y Elsa - Gemma, por quienes tenemos la dicha de disfrutar de
esto que se llama vida y de sentir su apoyo constante en cada paso o decision que
hemos tomado a lo largo de nuestras existencias. No nos alcanzaria el tiempo para
agradecerles profundamente todo su apoyo, carifio, comprension y el amor que nos
han brindado. Gracias por ensefiarnos a ser mejor todos los dias, sofiar por lo que
gqueremos, amar lo que hacemos y a no conformarnos. Gracias a la vida por estar
con nosotras. Son ustedes, los merecedores de cada pequefio logro que hemos

alcanzado y que alcanzaremos en futuros proyectos.

A nuestros hermanos Simén — Lauray Tatiana - Fabian, en quienes encontramos

la dicha y la razén de seguir en este mundo de oportunidades y retos.

Gracias a nuestra familia por inculcarnos su capacidad de lucha y fortaleza, por
hacernos ser tan obstinadas en todo lo que emprendemos, gracias por su ayuda
incondicional y sin limites, gracias por aguantarnos cuando nosotras mismas no lo

haciamos, gracias por ser un ejemplo.

Nos gustaria expresar nuestro mas profundo agradecimiento a la Doctora Claudia
Patricia Ossa Orozco, directora de este barco, por confiar en nosotras desde el
primer momento y darnos la valiosa oportunidad de emprender el camino en este
bonito, pero a la vez tan arduo mundo de la ciencia. Por trasladarnos su pasion,
perseverancia, sabiduria y talento. Por ensefiarnos que la familia y el compromiso

con la investigacion pueden ir de la mano. Por todo mil y mil gracias.



AGRADECIMIENTOS

A los laboratorios de Biologia celular, Bioprocesos por la donacion de las cepas de
Staphylococcus aureus y Escherichia coli. A laboratorio de polimeros por su
dedicacion y tiempo con los ensayos mecanicos. A Dayana Meza por la paciencia y
amabilidad a la hora de registrar las mejores imagenes microscopicas de nuestras
peliculas. A Luz Marina Restrepo por los fibroblastos, que fueron parte fundamental
para culminar esta tesis. A la Doctora Lenka Toro por sus conocimientos en los
ensayos de citotoxicidad. A Jer6nimo Osorio por el tiempo, la entrega y cordialidad

en los buenos resultados antimicrobianos obtenidos.

A todo el grupo de trabajo de Biomat por compartir risas, conversaciones, largos
dias en el laboratorio, prestar material cuando la angustia se apoderaba de
nosotras. Gracias por su compafiia y apoyo.

Lili, gracias por compartir con nosotras angustias y alegrias tanto a nivel laboral
como personal, por ser un apoyo incondicional, fuente de animo e inestimable
ayuda, gracias por tu sencillez y entrega completa. Gio, nos has ensefiado que las
cosas son mas simples de lo que parecen: “La primera vez duele, pero luego se
disfruta. Esto es ciencia, hay que respirar y volver hacer’”. Que las soluciones

muchas veces las tenemos al alcance de la mano.

Un millén de gracias a nuestros amigos y compafieros, que de una manera u otra
han intentado comprender lo que haciamos cacharreando en el laboratorio y nos

han ofrecido su apoyo, comprension y animos.

Gracias a nuestra compafiera de tesis por tu templanza y paciencia, nadie mejor
gue tu comprende el sacrificio que supone la ciencia. Gracias por escucharme,
animarme y estar SIEMPRE ahi a pie de cafién, tanto en los buenos, pero sobre
todo en los malos momentos. Gracias por todas las vivencias compartidas, los
viajes, las risas... eres una persona increible y me siento muy afortunada de poder

decir a voz en grito que eres una gran amiga.



AGRADECIMIENTOS

Esta tesis es por y para nosotras. No nos cabe ninguna duda que este trabajo no
hubiera sido posible si no fuera por nuestro espiritu de lucha y superacion personal
gue siempre nos hemos alentado a desarrollar. Por qué merecemos lo que sofiamos

y hacemos que las cosas sucedan.

Esta investigacion ha sido posible gracias a la financiacion de la Universidad de
Antioquia, Vicerrectoria de Investigaciéon (CODI) por el proyecto “Peliculas de

polimeros naturales para posible reemplazo dural” con cddigo PR8-2-18.

Vi



INDICE GENERAL

(0] =10 ] [0 -y (0 ] =4 - N 1}
AG R ADE CIMIENT O S ... e eeeeeeieemeemeeensnmaemeensmmsmansemsnnsennsmnasnnnsnnennnenn v
INDICE GENERAL ......eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeneessssessssssneasssasssssesnssssnsesssessnsssanessnseesnes ViI
INDICE DE FIGURAS ......oeeeeeeeeeeeeeeeeseeeeneseneessssessssasseessssesnssssnessnssesssssanessssessssssns X
INDICE DE TABLAS ...t eeeeeeeeeeeeeesseeaasssssssssssseasasssesassseesansesssssesasseessnnens Xl
RE SUMEN oo eeeee e e eeeemn e e seasemnnemnsenemnnsnnsemnsmnnennsemseennenmnennnnnnn Xl
CAPITULO 1:INTRODUGCCION .......eoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeessesnsesseesssseessasseessseesnnnsnnes 1
1.1 INTRODUCCION Y PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA ....eueeeeeeee e 1
12 OBIETIVO S . et 6
2 R @ o] =1 1V/o I o =T 1= - | 6
1.2.2 ODbjetivos €SPECITICOS. .....uuuuiiiiiiiiiiiiiiiiii e 6
CAPITULO 2:FUNDAMENTOS TEORICOS......eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseesesesssesssessnnsennes 7
2.1 INTRODUCCION ..ttt 7
2.2 SISTEMA NERVIOSO ... ieutieeeittettee e eeeaeese e e et e et eestasestesea e ea e e e e esrareeareens 7
2.2.1 Sistema NEIrVIOSO CENIIAL ... ..o 9

2.3 MENINGES ..ot e 10
2.3.1 Desarrollo de las MENINGES .......cccuvuiieeeiieiiie e 12

P2 T O T B 10| =1 0 1= Lo | (<IN 13

2.4 INGENIERIA DE TEJIDOS «.vuintteeee e e e e e e e e et e e e et e e e e e e e e e e e e ae e aanns 19
2.4.1 Ingenieria de tejidos cerebral ... 21

2.5 BIOMATERIALES ... ettt 23
2.5.1 Biomateriales POlMErICOS........ccccuuuiiieeiiiiee e 25
2.5.2 BiomaterialeS COMPUESTIOS ......ccevuvviieeeiieiiiieeee et e e e e 26

2B FIBROINA ettt e e e e e 27



2.6.1 GenNEralidadeS ......ceeeeeeeee e 28

2.6.2 Propiedades .......ccoouuuiiiiiiiiiiie e 28
2.6.3 APICACIONES ... 29
2.7 QUITINAY QUITOSANOD .....ciiiieiiiuuuuuttunttsssasessseeeeeereeereaaaeaaaeaaaaaaaaasaseesaanaaananes 30
2.7.1 Generalidades..........cooo i 31
2.7.2 Propiedades .......ccoouuuiiiiiieiiiii e 32
2.7.3 APNCACIONES ... 34
2.8 REEMPLAZO DE DURAMADRE .....uuuuuuttteaaeeaaeeeeeeetttsnnnnaassaaaeaeaseeeeesssnnsnnnnnns 37
P2 < T R (=Y oo =T (o 1P 38

P2 < T S U | (o] (oo o 1= 39
P2 TG T o (o 2o ] (oo o 40

P B 1 (= 1o o P UURT 41
2.8.5 NAUIAIES ....cciiii e 43
CAPITULO 3:DESARROLLO DEL MATERIAL COMPUESTO........ccccoeeueevrnnee. 49
3.1 MATERIALES Y METODOS ....vtttttteteeeeerereeeeeeasaaaaaaeaaaasassaassaanaasssssssssssssssssssseees 49
TNt N R /= (=T =1 [P RUPPN 49
3111 EQUIPOS ettt ettt e e 49
3.1.1.2  REACHVOS evvviiiiiiiiiee ettt e e e ettt e e e e e e e e aes 50
3.1.1.3 Material biolOgICO .......coieeieiiiiiie e 50

I 2 Y =2 o To (o] (oo | = NP PPPRERPRR 50
3.1.2.1 Tipo de INVESHGACION......cceiiiiiiiiiiaaee e 50

T A V- (= 4 = W o [ = 51
3.1.2.3 Sintesis de peliculas ............coooeeiiiiiiiiiii e 55
CAPITULO 4:RESULTADOS Y DISCUSION. ........ocorrrmriicmirrrnreresesesesasseeseenens 66
4.1 CARACTERIZACION DE LA MATERIA PRIMA .....uuutuiiieeeeeeeeeeeeesesessnnnnnnnneaaaaaaaaens 66
4.1.1 FIibroiNa de SEAa ......uuiiiiiiie e 66

4.1.1.1 Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier (FTIR) ... 66
4.1.2 QUItINA Y QUITOSANO .....cuvueeeeeiiiiiie e ee et e e e e e e et e e e e e e e e e e eeananas 67
4.1.2.1 Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier (FTIR) ... 67
4.1.2.2 Difraccion de ray0s X (DRX) ......euveieiiiiiiiiiiiiiiieaeeeeeeeee 70

viii



4.2 SINTESIS DE PELICULAS ..ottt 72

4.2.1 Caracterizacion de peliCulas.........ccouuuuiiieiiiiiiiie e, 72
4.2.1.1 Espesor de peliculas y morfologia........ccccceeveeeeieiiiiis 72
4.2.1.2 PropiedadeS MECANICAS ........ccevvvrieeeiiiiiie e eeeeie e e e 75
4.2.1.3 Evaluacion de la bioactividad .............ccccoeeeiiiiiiiii e, 81
4.2.1.4 Angulo de CONACTO........cveiieieieiieeeie e 88
4.2.1.5 Estudio de hinChami€nto ..............oiieiiiiiiiiiiereiee e 91
4.2.1.6 Actividad antimiCrobDiana...........c.uuiieeiiiiiiiiieeeeiiiee e 93
4.2.1.7 CIOtOXICIAA. ......uiiiiiiieeii e 97

4.3 CONCLUSIONES .....ciiiiiitiititttiiaa s s e e e e e e e e eeeeeeeatbbss s s e e e e e e e e e eeeeesaabbbba e e e eeeas 101
RECOMENDACIONES FINALES..........ccco e 108
PERSPECTIVAS FUTURAS .......ooiiiciiciesiee s reerassssssssesseeses s s s msnssmssnssnsnsnsnnes 109
BIBLIOGRAFIA ..ottt eeeeeaeeessesssessesssesssssasssesesssensessessenssnsansesesssnnsansases 110



INDICE DE FIGURAS

CAPITULO 2:

Figura 1. DiVIiSiON del SN [B6]. ..ccvvuuiieiiiiiiiie e e e 8
Figura 2. Esquema del SNC recubierto por el craneo, las vértebras, las meninges y
L0323 1) P 10

Figura 3. Meninges. (a) Vista anterior de las meninges espinales y (b) Vista superior
de una diseccion de las meninges craneales [36]. ........ccccuveiieeeiiiiiiiieeeiiiiee e, 11
Figura 4. Desarrollo de las meninges. Después se cierra el tubo neural (A, B), las
células de la cresta neural y el mesodermo (C) migran para rodear el tubo neural y
formar los primordios de la duramadre y de la aracnoides y la piamadre (D). Un seno
EIMICO [B8]. iiiiiiii ittt e e e e e e e e e e e e e e e e e e e eetta e e e e sasaaeeeeeanes 13
Figura 5. Vista medio sagital de la cavidad craneal tras extraer el encéfalo,

mostrando la orientacion y extension de la hoz del cerebro y la tienda del cerebelo

Figura 6. La estructura de las meninges. Las capas de la duramadre se muestran
en tonos de gris, la aracnoides en tonos de rosa y la piamadre en verde [39]. .... 15
Figura 7. Elementos principales de la ingenieria de tejidos [48] ........cccoevviieeennnn. 21
Figura 8. Descripcion general del enfoque de Ingenieria de tejido neural. Dos

enfoques: convencional (tipos de injertos) y enfoque de ingenieria de tejidos. Se

elaboran tipos de estimulos, células y biomateriales [55].........cccccceeevieiviiiiiieeennnns 23
Figura 9. Aplicaciones de la fibroina de seda [80] ..........ccoeeevviiiiiiiieeieiiiie e, 30
Figura 10. Representacion de las cadenas de quitina y de quitosano desacetilado
para evidenciar su similitud estructural [66]............cccoveeiiiiiiiiiiiiii e, 32
Figura 11. Materiales usados para reemplazo dural [84],[87]. ....ccccevvvvvivieerrnnnnnn. 48
CAPITULO 3:

Figura 12. Esquema del procedimiento de extraccion de fibroina de seda........... 52

Figura 13. Esquematizacion del proceso de fabricacion de diferentes muestras de
las peliculas poliméricas para posible reemplazo dural.............cccoooevviiiiiiieeeennnnnn. 57

Figura 14. Probetas para el ensayo de traCCion ............cccoeveevveiiiiiieeeeiiiie e, 63


file:///C:/Users/user/Desktop/DEFINITIVO_Trabajo_de_grado_ZapataDaniela_Valenzuela_Alix_.docx%23_Toc531372441
file:///C:/Users/user/Desktop/DEFINITIVO_Trabajo_de_grado_ZapataDaniela_Valenzuela_Alix_.docx%23_Toc531372442
file:///C:/Users/user/Desktop/DEFINITIVO_Trabajo_de_grado_ZapataDaniela_Valenzuela_Alix_.docx%23_Toc531372442
file:///C:/Users/user/Desktop/DEFINITIVO_Trabajo_de_grado_ZapataDaniela_Valenzuela_Alix_.docx%23_Toc531372443
file:///C:/Users/user/Desktop/DEFINITIVO_Trabajo_de_grado_ZapataDaniela_Valenzuela_Alix_.docx%23_Toc531372443
file:///C:/Users/user/Desktop/DEFINITIVO_Trabajo_de_grado_ZapataDaniela_Valenzuela_Alix_.docx%23_Toc531372444
file:///C:/Users/user/Desktop/DEFINITIVO_Trabajo_de_grado_ZapataDaniela_Valenzuela_Alix_.docx%23_Toc531372444
file:///C:/Users/user/Desktop/DEFINITIVO_Trabajo_de_grado_ZapataDaniela_Valenzuela_Alix_.docx%23_Toc531372444
file:///C:/Users/user/Desktop/DEFINITIVO_Trabajo_de_grado_ZapataDaniela_Valenzuela_Alix_.docx%23_Toc531372444
file:///C:/Users/user/Desktop/DEFINITIVO_Trabajo_de_grado_ZapataDaniela_Valenzuela_Alix_.docx%23_Toc531372445
file:///C:/Users/user/Desktop/DEFINITIVO_Trabajo_de_grado_ZapataDaniela_Valenzuela_Alix_.docx%23_Toc531372445
file:///C:/Users/user/Desktop/DEFINITIVO_Trabajo_de_grado_ZapataDaniela_Valenzuela_Alix_.docx%23_Toc531372445
file:///C:/Users/user/Desktop/DEFINITIVO_Trabajo_de_grado_ZapataDaniela_Valenzuela_Alix_.docx%23_Toc531372446
file:///C:/Users/user/Desktop/DEFINITIVO_Trabajo_de_grado_ZapataDaniela_Valenzuela_Alix_.docx%23_Toc531372446
file:///C:/Users/user/Desktop/DEFINITIVO_Trabajo_de_grado_ZapataDaniela_Valenzuela_Alix_.docx%23_Toc531372450
file:///C:/Users/user/Desktop/DEFINITIVO_Trabajo_de_grado_ZapataDaniela_Valenzuela_Alix_.docx%23_Toc531372450
file:///C:/Users/user/Desktop/DEFINITIVO_Trabajo_de_grado_ZapataDaniela_Valenzuela_Alix_.docx%23_Toc531372452
file:///C:/Users/user/Desktop/DEFINITIVO_Trabajo_de_grado_ZapataDaniela_Valenzuela_Alix_.docx%23_Toc531372453
file:///C:/Users/user/Desktop/DEFINITIVO_Trabajo_de_grado_ZapataDaniela_Valenzuela_Alix_.docx%23_Toc531372453
file:///C:/Users/user/Desktop/DEFINITIVO_Trabajo_de_grado_ZapataDaniela_Valenzuela_Alix_.docx%23_Toc531372454

CAPITULO 4:

Figura 15. FTIR de scaffold de fibroina liofilizada a partir de la solucién extraida. En

azul las amidas correspondientes a la seda | t el morado las correspondientes a la

K]0 = | PP UUPPPPPPRPPPPPRIN 66
Figura 16. Espectro infrarrojo de absorbancia del polvo de quitosano................. 68
Figura 17. Espectro infrarrojo de absorbancia del polvo de quitosano................ 70
Figura 18. Difractograma de rayos-X del quitoSano. ............ccccceeeeeeeeeeiiiineeeeeennnnn, 71
Figura 19. Difractograma de rayos-X de la quitina...............cccccceeeiieeeieiiinieeeeeeeennn, 71
Figura 20. Espesor de las peliculas enlos dias 0y 28 ........cccooeeeiiiiiiiiiiiiiiiiiinns 72
Figura 21. Micrografias de las peliculas preparadas. ..........cccccceeiiiiiiiiiiiiiiiinnns 73
Figura 22. Esfuerzo maximo de las peliculas ensayadas ...............ccccceeeveeeeennnnnn. 76
Figura 23. Mddulo de elasticidad de las peliculas ensayadas .................ccceveeen. 77
Figura 24. Curvas Esfuerzo vs deformacion de las peliculas.............ccccoovvvnenen. 79
Figura 25. Variacion del peso al estar las peliculas inmersas en SBF................. 82
Figura 26. Degradacion en el contorno de las peliculas en los dias 7, 14y 21.... 83
Figura 27. Evolucion del pH durante los 21 dias de inmersion .............c..cccevenee. 87
Figura 28. Valores de angulo de contacto para peliculas de (a) 100% quitosano; (b)
50% quitosano-50% fibroina; (c) 100% quitosano- 20% quitina; (d) 50% quitosano-
50% fIborina-20% QUITING .......oeeii e 89
Figura 29. Capacidad de hinchamiento de las peliculas.................cccviiiieernnnnnnn. 91

Figura 30. Histograma general de la zona de inhibicidon de las peliculas contra E.

COli Y S. AUMBUS ... e e e et et ettt e e e e e e e 94
Figura 31. Zona de inhibicién del crecimiento alrededor de las peliculas para (a) E.
COlL Y (D) S. AQUIBUS ...t e e e e e e e e e e e e aes 97
Figura 32. Porcentaje de absorbancia para las peliculas en diferentes longitudes de
(o] 3T - H TP PUUPPPPPPPRPPPPPRN 98
Figura 33. Extractos de [as peliCulas..............uueeeiiiiiiiiiiiiiiii 99
Figura 34. Células en contacto con el extracto de las peliculas 24 horas después.
........................................................................................................................... 100

Xi


file:///C:/Users/user/Desktop/DEFINITIVO_Trabajo_de_grado_ZapataDaniela_Valenzuela_Alix_.docx%23_Toc531372463
file:///C:/Users/user/Desktop/DEFINITIVO_Trabajo_de_grado_ZapataDaniela_Valenzuela_Alix_.docx%23_Toc531372464
file:///C:/Users/user/Desktop/DEFINITIVO_Trabajo_de_grado_ZapataDaniela_Valenzuela_Alix_.docx%23_Toc531372466
file:///C:/Users/user/Desktop/DEFINITIVO_Trabajo_de_grado_ZapataDaniela_Valenzuela_Alix_.docx%23_Toc531372468
file:///C:/Users/user/Desktop/DEFINITIVO_Trabajo_de_grado_ZapataDaniela_Valenzuela_Alix_.docx%23_Toc531372468
file:///C:/Users/user/Desktop/DEFINITIVO_Trabajo_de_grado_ZapataDaniela_Valenzuela_Alix_.docx%23_Toc531372468
file:///C:/Users/user/Desktop/DEFINITIVO_Trabajo_de_grado_ZapataDaniela_Valenzuela_Alix_.docx%23_Toc531372469
file:///C:/Users/user/Desktop/DEFINITIVO_Trabajo_de_grado_ZapataDaniela_Valenzuela_Alix_.docx%23_Toc531372471
file:///C:/Users/user/Desktop/DEFINITIVO_Trabajo_de_grado_ZapataDaniela_Valenzuela_Alix_.docx%23_Toc531372471
file:///C:/Users/user/Desktop/DEFINITIVO_Trabajo_de_grado_ZapataDaniela_Valenzuela_Alix_.docx%23_Toc531372473
file:///C:/Users/user/Desktop/DEFINITIVO_Trabajo_de_grado_ZapataDaniela_Valenzuela_Alix_.docx%23_Toc531372474
file:///C:/Users/user/Desktop/DEFINITIVO_Trabajo_de_grado_ZapataDaniela_Valenzuela_Alix_.docx%23_Toc531372474

INDICE DE TABLAS

CAPITULO 2:
Tabla 1. Propiedades mecanicas de tres sustitutos darales y datos mecanicos
informados para duramadre NALIVA.............coeeeiiiiiiii e e e e 18

Tabla 2. Potencial de aplicacion de la quitina / quitosano [97], [100]. .................. 34
CAPITULO 3:

Tabla 3. Formulaciones preliminares de las peliculas para posible reemplazo dural

............................................................................................................................. 60
Tabla 4. Formulaciones seleccionadas de las peliculas para posible reemplazo
[0 (3= | PRSPPI 62
CAPITULO 4:

Tabla 5. Propiedades superficiales y mecanicas de las peliculas......................... 80
Tabla 6 Estudio citotoxico de las peliculas M1, M2, M3y M4 ...........oooviviiieeennnns 98

Tabla 7. Comparacion de las propiedades de las peliculas poliméricas M1, M2, M3

Xii



RESUMEN

RESUMEN

A causa de accidentes, enfermedades y/o problemas congénitos y diferentes
procedimientos neuroquirurgicos, frecuentemente se compromete la integridad de
la duramadre, que es la membrana fibrosa que recubre el cerebro y la médula
espinal. El dafilo a la duramadre debe repararse para proteger la corteza
subyacente, evitar dafios en los tejidos corticales y fugas de liquido cefalorraquideo
(LCR). Cuando no se puede lograr el cierre primario, comiunmente se utiliza un

sustituto para sellar y reparar el defecto dural.

Numerosos materiales se han implementado para reconstruir la duramadre dafada,
desde laminas de metal y tejidos corporales (autélogos, homdlogos), hasta
xenoinjertos y materiales biosintéticos. Un sustituto dural ideal deberia restaurar
adecuadamente la continuidad de la duramadre y prevenir la fuga del LCR, mientras
minimiza la infeccion. Las propiedades del material deben facilitar la sutura y/o
adherencia, también deben imitar el comportamiento de la duramadre natural para
permitir que se cubran facilmente los tejidos corticales. Ademas, un sustituto de
duramadre apropiado minimizara la inflamacion del tejido local y preferiblemente
fomentara la infiltracion de las células y la vascularizacion, para acelerar la
reconstruccion de la duramadre nativa; sin inducir resultados no deseados de
fibrosis o adherencias corticales. No obstante, la busqueda extensiva de un éptimo
sustituto dural se ha extendido por mas de un siglo y ha abarcado mas de 50
materiales diferentes, todos tienen limitaciones y desventajas como la formacion de
adherencias, malas propiedades fisicas y mecanicas, reacciones inflamatorias, alto

costo y dificultad para obtener, almacenar y procesar.

Por lo anterior, los recientes adelantos en el campo de la ingenieria y los materiales
para aplicaciones biomédicas, han estimulado la necesidad de desarrollar
compuestos de polimeros naturales que permiten obtener propiedades importantes

como buena resistencia mecanica, aumento de la actividad antimicrobiana,

Xiii



RESUMEN

biocompatibilidad y bioactividad, por lo que en esta investigacion se desarrollé un
compuesto de quitosano, quitina y fibroina de seda extraida directamente de los
capullos del gusano de seda Bombyx mori, debido a que estos materiales son
biocompatibles y cada uno de ellos presenta propiedades fisicas y quimicas
adecuadas para su uso en medicina regenerativa con potencial aplicacibn como

remplazo dural.

La fabricacién de las peliculas poliméricas se realizdé por el método de casting a
partir de diferentes formulaciones de quitosano al 50 y 100% p/p, 50 y 100% v/v de
fibroina de seda, 20% p/v de quitina respecto al quitosano, 5% de entrecruzante
(glutaraldehido) y 25% de plastificante (glicerina) respecto a la cantidad de
quitosano usado, para posterior caracterizacion de los materiales por medio de
ensayos de degradacion, morfologia, SEM, resistencia a la traccién, mojabilidad y
actividad antimicrobiana con cepas Gram negativas y Gram positivas. Si bien, los
resultados obtenidos demostraron que la mayoria de las formulaciones evaluadas
son aptas para su potencial aplicacion como remplazo de duramadre, se destaca
gue el porcentaje de quitosano y la fibroina de seda presenta efectos relevantes en
el comportamiento del material, ademas que la quitina fue crucial para las
propiedades mecanicas obtenidas. Se realiz6 también una caracterizacion
biolégica, para conocer el comportamiento celular que inducen in vitro las peliculas
fabricadas, donde se utilizaron fibroblastos humanos en ensayos de citotoxicidad,
revelando que todas las formulaciones desarrolladas fueron biocompatibles y no
presentaron reacciones toxicas. Lo que muestra el potencial de estas peliculas para

ser usadas como reemplazo dural.

Xiv
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CAPITULO 1: INTRODUCCION

1.1 Introduccion y planteamiento del problema

Los organos centrales del Sistema Nervioso (SN) estdn encerrados en tres
meninges que de afuera hacia dentro son la duramadre, la aracnoides y la piamadre.
La duramadre es una membrana densa y resistente de tejido fibroso blanco, que se
adhiere al interior de la boveda craneana a través de una membrana de tejido
conjuntivo (periostio) [1]. De igual manera, es una de las capas inversoras del
cerebro que no solo protege al sistema nervioso central (SNC), sino que ademas
ofrece aislamiento, soporte mecanico, proteccion y contencion del liquido
cefalorraquideo (LCR)[2].

En algunas ocasiones, esta meninge puede resultar afectada como consecuencia
de un traumatismo durante la extirpacion de un tumor, anomalias congénitas o
fracturas de base craneal por accidentes [3]. Por otro lado, el nUmero de personas
gue padecen déficits funcionales a causa de estas lecciones aumentan a nivel
mundial, como resultado de accidentes cerebrovasculares o traumatismos
craneoencefalicos (TCE) que pueden afectar diferentes areas cerebrales del SNC
[4]. Los TCE son la principal causa de muerte y discapacidad permanente en
Colombia. El informe de la Universidad de la Sabana publicado en el 2017, revela
gue este trauma es una de las patologias de mayor prevalencia en el territorio
colombiano, por cada cien mil habitantes se presentan 200 casos de TCE; de
acuerdo con cifras recientes del Instituto Nacional de Medicina Legal y Ciencias
Forenses, el politraumatismo (incluyendo TCE) se registrd en el 65.5% de las
lesiones fatales en accidentes de transito, seguido por el TCE, con el 27.2 % [5],

implicando directa o indirectamente afecciones en la duramadre.

Por otro lado, en algunas operaciones en las que se tratan las malformaciones de
Chiari, craniectomias descompresivas postraumaticas/postavasculares, la

hidromielia y la mielopatia cervical, puede estar indicada una extension plastica de
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la duramadre[6], por lo tanto, es necesario recurrir a otros materiales o tejidos
(sustitutos biologicos o sintéticos) para reemplazar el tejido perdido y aislar el

cerebro del entorno externo (duraplastia).

Es importante denotar, que un cierre inadecuado de la duramadre, expone al
paciente a posibles complicaciones postoperatorias debido a una comunicacion
anormal entre el compartimento subaracnoideo y el espacio extradural, como
fistulas del LCR, infecciones, neumocéfalo hipertensivo, seudomeningocele, hernia
de tejido neural, adherencias, meningitis y epilepsia [7],[8]. Teniendo en cuenta lo
anterior, cada vez es mas dificil ignorar la morbilidad asociada con una pérdida de
la integridad dural, por lo cual, en los ultimos afios, ha existido un interés creciente
en la busqueda extensiva de un optimo sustituto dural [9]. Uno de los propdsitos
principales de cualquier material que se use como sustituto dural, es poseer la
capacidad de reducir o prevenir las adherencias entre la corteza cerebral y los
tejidos blandos [10]. Esto, a su vez, disminuye la posibilidad de convulsiones
postoperatorias 0 postraumaticas. Al evaluar posibles sustitutos durales, varios
autores han enumerado las propiedades que debe poseer el material idoneo de la
siguiente forma: inercia en el tejido, no toxicidad, no debe inducir una respuesta
inmunoldgica o inflamatoria, resistencia a la traccion, disponibilidad en varios
tamafios conservando su forma después de la aplicacion, facilidad de esterilizacion
y consistencia blanda. Ademas, el sustituto debe permanecer intacto el tiempo
suficiente para evitar el crecimiento interno del tejido fibroso, en el periodo antes de

la regeneracion del pia-aracnoideo [11].

Si en primera instancia no es posible el cierre de la duramadre, es necesario recurrir
al uso de injertos durales. Por lo tanto, en la practica neuroquirdrgica comun, se han
utilizado diversas medidas como el uso de trasplantes autblogos, injertos y
materiales homologos, heterégenos y alogénicos. Esta busqueda se ha extendido
por mas de un siglo y ha abarcado mas de 50 materiales diferentes, no obstante,
todos tienen limitaciones y desventajas como la formacién de adherencias, malas
propiedades fisicas y mecanicas, alto costo y dificultad para obtener, almacenar y

procesar.
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Lo ideal es que el reemplazo dural se realice con autoinjertos de tejidos del periostio,
fascia temporal, fascia lata o galea. Laun et al. [12] exponen que estos injertos son
faciles de manejar, no son toxicos y presentan un comportamiento biol6gico
favorable, sin embargo, el uso de estos tejidos deja de ser Gtil cuando los defectos
son de gran tamafio. Ademas, requieren de un tratamiento inmediato para la
conservacion del injerto, aumentado el tiempo de operacion y exposicion al
ambiente. Por otro lado, Yamada et al. [13] reportan que la duramadre homologa
también es ampliamente utilizada, pero los métodos actuales de esterilizacion no
garantizan que esté libre de riesgo de virus latentes, priones e infecciones. Es
importante mencionar que aunque los parches autélogos son la mejor opcion debido
a la ausencia de reacciones inmunitarias, en algunos casos no son posibles o son

dificiles de cosechar, por lo que se requieren medidas alternativas [14].

En otros casos los sustitutos durales no autdlogos (aloinjertos, xenoinjertos y
materiales sintéticos) como pericardio bovino, celulosa oxidada regenerada,
submucosa del intestino delgado bovino, politetrafluoroetileno expandido, matriz de
colageno, colageno derivado de piel bovina o poliéster uretano, se han usado
ampliamente en el pasado, demostrando ser en la mayoria de los casos,
inmunoldgicamente neutral, muy flexible y resistente contra el estiramiento y la
tension, accesible y con la formacion de una cicatriz minima [15]. No obstante, Todd
et al. [16] refiere que lo injertos no autélogos promueven la colonizacion cronicay la
infeccion recurrente cuando se usan en heridas contaminadas o infectadas,
conllevando a riesgos inmunoldgicos fatales. Algunos materiales sintéticos
mencionados anteriormente, fueron injertos dlrales populares utilizados en los afios
ochenta y noventa, pero se ha demostrado tasas significativas de hemorragia,

fibrosis y sintomas de meningitis [9].

En Colombia, el Instituto Nacional de Vigilancia de Medicamentos y Alimentos
(INVIMA), es el ente encargado de la proteccion de la salud individual y colectiva de
los colombianos, mediante la aplicacion de las normas sanitarias asociada al
consumo Yy uso de alimentos, medicamentos, dispositivos médicos y otros productos

objeto de vigilancia sanitaria, report6é que el uso de agentes hemostaticos a base de
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gelatina absorbible durante la reparacién de defectos de la duramadre asociados
con operaciones de laminectomia y craneotomia ha sido asociado con fiebre,
infeccion, estenosis espinal, meningitis, aracnoiditis, dolor de cabeza, parestesias e
intenso dolor [17]. Por otro lado, esta entidad ha avalado a la empresa TM médicas
para la comercializacion de un injerto dural biodisefiado a partir de materiales
naturales como el colageno, que mantiene la resistencia a largo plazo,
caracterizandose por minimizar las tasas de fuga de LCR, generando un fuerte sello

en la cavidad dural [18].

De igual manera, la compafia MediRex fabrica injertos de duramadre no sintéticos
a partir de colageno bovino, mostrando resultados adecuados para tratar los
defectos craneales [19]. Por su parte, la empresa Nefromédicas, comercializa el
adhesivo y sellante bioldgico BioGlue, conformado por albumina de suero bovino y
glutaraldehido, el cual, forma un hidrogel de proteina flexible que se enlaza
covalentemente con los tejidos y se une mecanicamente con materiales sintéticos
logrando la adherencia y fuerza Optimas para aplicaciones médicas, como
coadyuvante de los métodos estandar para reparacion quirdrgica en reforzamiento

de parénquima dafada y tejido [20].

A nivel internacional se ha potencializado la industria en la fabricacion y desarrollado
de materiales para reemplazo dural, TissueMed comercializa una pelicula selladora
fabricada de polimeros sintéticos, disefiada especificamente para reforzar el cierre
de duramadre y lograr un sellado hermético que evita fugas de LCR [21]. De forma
similar, DePuySinthes es una compafiia que vende el producto DuraForm como
sustituto dural biocompatible, hecho a partir de colageno exhibe resistencia a la
traccion y capacidad de manejo en humedo, es facil de agarrar y manipular, a mano
0 con pinzas [22]. El lado inferior suave y liso se amolda suavemente a las complejas
estructuras superficiales del cerebro y la duramadre, minimizando pliegues
indeseables. Por ultimo, la empresa Hemisur comercializa un parche de pericardio
bovino entrecruzado con glutaraldehido para reparacion dural, defectos a nivel

craneal, reseccion de tumores, traumas y correccion de aneurismas [23].
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Practicamente todos los injertos durales utilizados hasta ahora se han asociado con
complicaciones, algunas de ellas importantes. En los ultimos afios, la atencién de
los investigadores y neurocirujanos se ha enfocado hacia la investigacion y el uso
de un "sustituto dural ideal” [24]. Es asi como los polimeros naturales como el
colageno o el alginato, tienen resultados prometedores para restaurar el defecto de
la duramadre y crear condiciones favorables para el desarrollo del tejido conectivo

en el sitio de la lesién.

Por lo anterior, los recientes adelantos en el campo de la ingenieria y los materiales
para aplicaciones biomédicas, han estimulado la necesidad de desarrollar
compuestos de polimeros naturales que permiten obtener propiedades importantes
como buena resistencia mecénica, aumento de la actividad antimicrobiana,
biocompatibilidad y bioactividad. La fibroina de seda derivada del gusano de seda,
es un polimero-proteina crucial para aplicaciones biomédicas. Las propiedades
utiles de este polimero son la capacidad de promover la formacién de tejidos,
biodegradabilidad controlada, hemocompatibilidad, citocompatibilidad, elasticidad y
flexibilidad [25]. Por su parte, el quitosano, es una sustancia que se obtiene por
desacetilacion de la quitina, estimula los macréfagos, quimiotactona, los neutréfilos
y ayuda a acelerar la curacién de las heridas [26]. Los derivados de quitosano limitan
la formacidn de cicatrices y la retraccion durante la cicatrizacion [27]. Son versétiles,
biodegradables y no téxicos; ofrece una amplia gama de aplicaciones; puede
obtenerse en diversas formas, incluidos polvos, geles y peliculas [28]. Se han
utilizado en la regeneracion de la piel y para la ingenieria de tejidos ortopédicos [26].
Asi mismo, la quitina es el segundo polisacarido mas abundante en la naturaleza
después de la celulosa, no es toxica, es biodegradable, biofuncional vy

biocompatible, ademas de tener caracteristicas antimicrobianas [29].

Estudios previos han hallado que al unir polimeros y proteinas como el quitosano y
la fibroina, se obtiene excelente compatibilidad biol6gica, osteoconduccién, mayor

nivel de proliferacién y diferenciacién osteogénica, degradabilidad enzimética
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controlada y elevadas propiedades mecanicas [30]. El estudio de Li et al. [31] acerca
de la fabricacion de nanofibras de fibroina/quitina, demostraron que esta mezcla
podria ser un candidato potencial para andamios de ingenieria tisular, porque tiene
una estructura tridimensional biomimética y una baja adhesién y dispersion celular
[32]. La literatura cientifica desarrollada hasta el momento, es limitada sobre el uso
de los materiales mencionados anteriormente para el reemplazo de la duramadre.
En consecuencia, el propdsito de esta investigacion es poner a prueba la hipotesis
de que la elaboracién de peliculas de polimeros fibroina/quitina y fibroina/quitosano
podrian ser una alternativa efectiva como sustituto dural. Para ello, se realizaran
ensayos morfologicos y mecanicos, se evaluaran las propiedades de degradacion y

se analizara la actividad antimicrobiana y la citotoxicidad de las peliculas fabricadas.

1.2 Objetivos

1.2.1 Objetivo general

Evaluar peliculas fabricadas de polimeros naturales fibroina — quitosano y fibroina -
quitina para posible reemplazo dural.

1.2.2 Objetivos especificos

Desarrollar un protocolo para la elaboracion de peliculas de polimeros naturales
fibroina — quitosano y fibroina - quitina para un posible reemplazo dural.

Analizar las propiedades morfoldgicas, mecanicas, mojabilidad y de degradabilidad
de las peliculas elaboradas.

Determinar el comportamiento antimicrobiano y la citotoxicidad de las peliculas
fabricadas.

Establecer el protocolo que mejores propiedades presente para un posible
reemplazo dural.



CAPITULO 2

CAPITULO 2: FUNDAMENTOS TEORICOS

2.1 Introduccioén

En este capitulo se exponen los conceptos tedricos relevantes para el entendimiento
de los fenébmenos que toman lugar durante el desarrollo de la tesis. En primera
instancia, se presenta las caracteristicas morfoldgicas de la duramadre, puesto que
es el tejido que se busca reparar con las peliculas a fabricar. Posteriormente, se
presentan los materiales usados en la fabricacion de las biopeliculas, sus
caracteristicas, propiedades y aplicaciones. También se abordan los diferentes
materiales que han sido utilizados a lo largo de la historia para el reemplazo de la
duramadre, su comportamiento bioldégico y sus ventajas y limitaciones en
neurocirugia. Por ultimo, se presentan las propiedades de los materiales
seleccionados para la fabricacion de las peliculas poliméricas, lo que facilitara la

comprension de los resultados obtenidos.

2.2 Sistema nervioso

El sistema nervioso humano es complejo y se encuentra clasificado entre los
sistemas organicos mas pequefios en términos de peso corporal. Esta formado por
billones de unidades que interactian entre si, de tal manera que definen la conducta
y la manera de reaccionar de un ser vivo frente a los distintos estimulos del medio

interno o externo [33].

Histologicamente, el tejido nervioso se distribuye a lo largo de todo el cuerpo y forma
una red de comunicacion integral. Las funciones se centran en detectar, analizar,
integrar y transmitir la informacién que se genera por estimulos sensoriales y
cambios quimicos o mecéanicos, asi como organizar y coordinar las funciones

corporales [34].
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Desde el punto de vista neuroanatomico y funcional, el sistema nervioso se divide
en sistema nervioso central (SNC) o neuroeje y sistema nervioso periférico (SNP),
como se ilustra en la Figura 1. El SNC se encarga de procesar la informacion sobre
el medio ambiente y el estado del cuerpo, para generar un comportamiento
adecuado en respuesta a los estimulos analizados. Esta constituido por el encéfalo,
gue ocupa la cavidad craneana, y el corddn espinal, que ocupa parte del conducto
raquideo. EI SNP esta compuesto por los pares craneanos, relacionados de alguna
manera con el craneo, y los pares raquideos y con las vértebras. Los nervios
periféricos son los responsables de llevar informacion aferente o sensitiva desde la
periferia hacia el SNC, e informacion eferente o motora desde el SNC hacia los

organos blanco, como musculos y glandulas [35].
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Figura 1. Divisién del SN [36].
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2.2.1 Sistema nervioso central

Consta de la médula espinal y el encéfalo. A pesar de que ambos estan conectados
anatomicamente, la médula espinal y el encéfalo muestran un grado significativo de
independencia funcional. La médula espinal, es mucho mas que una via para que
la informacién viaje hasta o desde el encéfalo, aunque la mayor parte de los datos
sensitivos se transmiten al encéfalo, la médula espinal también integra y procesa

informacion por si misma [36].

El SNC requiere de proteccion especial, por eso se encuentra recubierto por el
craneo, las vértebras que forman el conducto raquideo y tres capas de tejido
conjuntivo denominadas meninges: la duramadre, la aracnoides y la piamadre. La
duramadre es la capa mas externa y gruesa, la piamadre es la capa que tapiza la
superficie del neuroeje y, entre estas dos membranas, se encuentra la aracnoides,
gue se adhiere a la cara interna de la duramadre. Entre la aracnoides y la piamadre
se encuentra el espacio subaracnoideo, que contiene liquido cefalorraquideo (LCR).
En este liquido se encuentra suspendido todo el neuroeje. Las secciones en las que
el espacio subaracnoideo se ensancha se conocen como cisternas. Un ejemplo de
estas es la cisterna lumbar, que se observa en la Figura 2, en la que se aprecia
también el filum terminale, una prolongacién de la piamadre que une el cordén
espinal a la duramadre. El ligamento coccigeo es una prolongacion de la duramadre

gue se fija al hueso coccix.
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Plexo coroideo
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Figura 2. Esquema del SNC recubierto por el craneo, las vértebras, las
meninges y el LCR [35].

2.3Meninges

Los delicados tejidos nerviosos también deben estar protegidos contra contactos
perjudiciales con las paredes Oseas circundantes del canal vertebral [36]. Unas
membranas especializadas, conocidas en conjunto como meninges (del griego
meninx: membrana) son revestimientos conjuntivos que constituyen las cubiertas
exteriores del neroeje, dividiéndose en tres capas meningeas: la duramadre, la
aracnoides y la piamadre, que se disponen anatbmicamente en la region espinal y
craneal, proporcionando proteccion, estabilidad fisica y absorcion de los impactos
[37]. Las meninges espinales cubren la médula espinal y rodean las raices de los
nervios raquideos. Los vasos sanguineos que se ramifican en estas capas también
transportan oxigeno y nutrientes a la médula espinal. En el agujero magno del
craneo, las meninges espinales se continlan con las meninges craneales, que
evitan el contacto con la boveda craneana y los huesos circundantes [36]; en la

Figura 3 se presenta las dos clasificaciones de estas membranas.
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La duramadre posee tejido conjuntivo denso, llamada también paquimeninge (del
griego pachy: grueso). La capa mas interna es la piamadre (del latin pia: delicada),
de tejido conjuntivo laxo, que se adhiere a la superficie del neuroeje. La aracnoides
de tejido conjuntivo laxo que se adhiere a la superficie interior de la duramadre y
desde alli envia prolongaciones llamadas trabéculas aracnoideas que se fusionan
con la piamadre y atraviesan el espacio subaracnoideo por donde circula el liquido
cefalorraquideo (LCR). La disposicién de las trabéculas aracnoideas en dicho
espacio ha sido comparada con una telarafia y de ahi su nombre de aracnoides que
se deriva del griego aracné que significa arafia. La piamadre y la aracnoides tienen

estructura histologica y origen embrionario similares, las dos provienen de la cresta

Médula espinal e i Ll

Surco medio Tejido
anterior conjuntivo
laxo

Piamadre y periostio
del crineo

Créneo
Duramadre

Aponeurosis ) . v .
. epicraneal JEed ! C Espacio
tngatm:ntos at subaracnoideo
lentados t 4% t\

Aracnoides

Corteza cerebral
cubierta por piamadre

Aracnoides (reflejada)

Duramadre (reflejada)

Vaso sanguineo medular

Figura 3. Meninges. (a) Vista anterior de las meninges espinales y (b) Vista superior de una
diseccion de las meninges craneales [36].

neural. Por ello se las describe en conjunto como las leptomeninges (del griego
leptos que traduce blando). EI LCR disminuye la tendencia de varias fuerzas (como

la gravedad) para evitar la distorsion del encéfalo [37].
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2.3.1 Desarrollo de las meninges

Las meninges se desarrollan a partir de células de la cresta neural y mesénquima
(mesodermo, que migran para rodear el SNC en desarrollo entre los 20 y 35 dias
de gestacion (Figura 4 A-C). En conjunto, estas crestas neurales y células
mesodérmicas forman las meninges primitivas (meninx primitiva). Entre los 34 y 48
dias de gestacion, las meninges primitivas se diferencian en una capa externa mas
compacta llamada extomeninx y una capa internar reticulada denominada
endomeninx (Figura 4 D). A medida que avanza el desarrollo (45 a 60 dias de
gestacion), el ectomeninx se vuelve mas compacto y aparecen espacios en esta
capa que se correlacionan con las posiciones de los futuros senos venosos. Al
mismo tiempo, el endomeninx se vuelve mas reticulado y los espacios que aparecen
en su parte interna corresponden a los espacios subaracnoideos y las cisternas del
adulto. En general, el ectomeninx se convertira en la duramadre y el endomeninx
formara la aracnoides y la piamadre (las leptomeninges) del sistema nervioso adulto
(Figura 4 D). Al final del primer trimestre, se establece el plan general de las

meninges [38].
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Figura 4. Desarrollo de las meninges. Después se cierra el tubo neural (A, B), las células de la
cresta neural y el mesodermo (C) migran para rodear el tubo neural y formar los primordios de la
duramadre y de la aracnoides y la piamadre (D). Un seno dérmico [38].

2311 Duramadre

(Dura, dura + mater, madre) es una capa resistente y fibrosa que forma la cubierta
mas externa de la médula espinal y el cerebro. La duramadre de la médula espinal
consta de una capa de tejido conjuntivo irregular denso cuyas superficies externa e
interna estan cubiertas por un epitelio escamoso simple. El epitelio externo no esta
unido a las paredes 6seas del canal vertebral, y el espacio epidural intermedio
contiene tejido areolar, vasos sanguineos Yy tejido adiposo. Las inserciones
localizadas de la duramadre en el borde del agujero magno del craneo, en la
segunda y tercera vértebras cervicales, en el sacro y en el ligamento longitudinal

posterior sirven para estabilizar la médula espinal en el canal vertebral [36].

Caudalmente, la duramadre espinal se estrecha desde una vaina hasta un denso
corddn de fibras de colageno, que finalmente se unen a componentes del filum
terminal para formar el ligamento coccigeo. El ligamento coccigeo se extiende a lo
largo del canal sacro y se entreteje con el periostio del sacro y el céccix. Las
inserciones craneales y sacras proporcionan estabilidad longitudinal. EI soporte
lateral esta proporcionado por los tejidos conjuntivos del espacio epidural y por las
prolongaciones de la duramadre que acompafan a las raices de los nervios

raquideos cuando pasan a través de los agujeros intervertebrales. Distalmente, el
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tejido conjuntivo de la duramadre espinal se continda con la vaina de tejido

conjuntivo que rodea cada nervio espinal [35].

La duramadre craneal esta formada de dos capas fibrosas. La capa mas externa, o
capa endostial, se fusiona con el periostio que recubre los huesos craneales. La
capa mas interna se denomina capa meningea; en muchas areas las capas
endostial y meningea estan separadas por un espacio estrecho que contiene liquido
intersticial y vasos sanguineos, incluyendo las grandes venas conocidas como
senos durales. Las venas del cerebro se abren en estos senos que a su vez vierten

la sangre en la vena yugular interna del cuello [36].

En cuatro localizaciones, los pliegues de la capa meningea de la duramadre craneal
se extienden profundamente en la cavidad craneal (Figura 5). Estos tabiques
subdividen la cavidad craneal y proporcionan un soporte para el encéfalo, limitando

el movimiento del cerebro.

Seno sagital superior

Seno sagital inferior

— Hoz

Duramadre del cerebro

Tienda del cerebelo

Diafragma de la silla

transverso

Hoz
del cerebro
Hipofisis

Silla turca
del esfenoides

Figura 5. Vista medio sagital de la cavidad craneal tras extraer el encéfalo, mostrando la
orientacién y extension de la hoz del cerebro y la tienda del cerebelo [36].
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23.1.1.1 Capas de la duramadre

La duramadre como se ha mencionado antes esta compuesta de fibroblastos
alargados y cantidades copiosas de fibrillas de colageno. Esta membrana contiene
vasos sanguineos y nervios que generalmente se divide en porciones de células
externas (periostico), internas (meningeas) y de borde [39] como se presenta en la

Figura 6.

Periosteal
dura

Dura

) mater
Meningeal
dura

Dural
border
cells
Arachnoid
barrier
cells

Basement

/ membrane

Subarachnoid
space (SAS)

Arachnoid | Arachnoid
trabeculae | mater
in SAS

j Pia mater

O e
~—Basement
Brain membrane

Figura 6. La estructura de las meninges. Las capas de la duramadre se muestran en tonos
de gris, la aracnoides en tonos de rosa y la piamadre en verde [39].

~ Collagen

La capa periostica es adherente al craneo y esta formada por fibroblastos de
citoplasma electronllcido, con prolongaciones elongadas y abundante colageno
extracelular. Los fibroblastos del periostio son mas grandes y ligeramente menos
alargados que otras células durales. Esta porcién de la duramadre se adhiere a la
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superficie interna del craneo, y su unién es particularmente tenaz a lo largo de las
lineas de sutura y en la base craneal. Por el contrario, los fibroblastos de la
duramadre meningea son mas aplanados y elongados, sus nucleos son mas
pequefos y su citoplasma puede ser mas oscuro que el de las células del periostio.
Estas dos hojas se separan entre si para formar los senos venosos de la duramadre,
gue tienen todas sus paredes formadas por duramadre recubierta de endotelio.
Aungue rara vez se observan uniones celulares entre los fibroblastos durales, las
grandes cantidades de colageno entrelazado en porciones periéstica y meningea

de la duramadre otorgan a estas capas de las meninges una gran resistencia.

2.3.1.1.2 Propiedades mecéanicas

La duramadre juega un papel funcional en el complejo espinal-meningeo (SCM). Al
ser la estructura mas fuerte de las meninges, ayuda a mantener el flujo y la presion
del liquido cefalorraquideo y protege la médula espinal de la carga mecanica
externa [40]. Como la duramadre tiene una estructura fibrosa anisotropica y existe
en condiciones de estiramiento dinamico y humedo en el cerebro, sus propiedades
mecanicas aun no se han investigado adecuadamente, pero un analisis por
microscopia electrénica de barrido muestra que la duramadre esta compuesta por
haces de muchas fibras de colageno interconectadas que corren paralelas y
generalmente en direccion longitudinal, lo que corresponde a la direccidon de carga
bésica de la duramadre. Hay una sustancia amorfa entre ellos: fibras elasticas mas
gruesas. El nimero de fibras transversales es pequefio y se limita principalmente a
las capas internas donde las fibras se extienden perpendiculares a las fibras

longitudinales [41].

En la literatura hay poca descripcion de las propiedades mecénicas de la duramadre
y no se han publicado informes definitivos sobre las propiedades mecanicas de las
meninges [42], no obstante, muchos autores han intentado plasmar analisis
comparativos entre sustitutos durales basados en colageno xenogénico y reportes

de la literatura sobre duramadre humana, es asi como en Tabla 1 se resumen las
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propiedades de resistencia mecanica, la rigidez (médulo de Young), el grosor y la
resistencia a la extraccion de la sutura de algunos sustitutos empleados en remplazo

dural; reportadas por algunos autores [43].

Aunque para este analisis se encontrd que los tres sustitutos durales probados eran
seguros y efectivos en la curacion de defectos creados quirdrgicamente en la
duramadre, estos productos de colageno derivados de bovino entran en contacto
directo con el sistema nervioso central; existiendo una posibilidad teérica de que
estos dispositivos de colageno puedan transmitir la nueva variante de la enfermedad
de Creutzfeldt-Jakob (vCJD), la forma humana de la enfermedad de las vacas locas
[43].
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Tabla 1. Propiedades mecanicas de tres sustitutos ddrales y datos mecanicos informados para

duramadre nativa

: el els Resistencia a la Tension
Material Young - " Espesor (mm)
traccion (MPa) | maxima (%)
(MPa)
Duramadre humana
Van Noortetal | 21.3 -48.0 3.28 - 7.86 No reporta No reporta
McGarvey et al | 61.50 £ 9.60 941+1.54 No reporta No reporta
Wolfinb t
oin a?rger ® 169.50+1.28| 6.65+0.14 No reporta | 0.58 +0.03
Yamadaetal |2.75 = 1.41 8.80 +2.37 No reporta 0.626 + 9.4
Sacks et al
Orientacién 192.61 £
12.76 £1. N N
paralela 23,51 6 £1.65 0 reporta 0 reporta
Orientacién 72.60 £
. 21+1.01 N t N
perpendicular 10.86 ° 0 o reporta 0 reporta
Sustitutos durales
81.33 %
DuraGuard 20.48 13.50 £ 3.34 No reporta 0.40 £ 0.00
Durepair 69.94 £ 9.49 22.70 £ 2.83 No reporta 0.50 £ 0.002
Polimeros
sintético 27.5 +8.09 11.4+2.84 0.22+3.7
bioadsorbible
Pelicula de
fibroina de No reporta 65.6+7.1 7.0+£0.6 No reporta
seda 2011
zs:'oci‘;': 35 7.16+0.66- | 0.88+0.10-1.53 | 35.7 £ 6.39- 0,035
12-1+2.4 +0.45 75.3+15.6 '
seda 2015

Los valores se expresan como el error estdndar medio de la media, excepto para Van Noort et al.,
en el que se informd un rango para el médulo de Young
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2.3.1.1.3 Cirugias u operaciones

Durante la neurocirugia craneal, se deben realizar procedimientos de duraplastia
para las siguientes situaciones: 1) una parte ausente o eliminada de la duramadre;
2) reparacion de la fistula de la duramadre; o 3) la ampliacion del compartimiento
duro o intracraneal. Estos casos requieren cierre dural hermético para minimizar el
riesgo de fistula de liquido cefalorraquideo (LCR), infeccidn, hernia, cicatrizacion de

la corteza cerebral y adherencias [44].

Aunque las neurocirugias craneales parecieran ser un procedimiento de rutina, las
complicaciones postoperatorias de la misma; pueden conllevar a multiples riesgos
afiadidos en un paciente previamente comprometido por enfermedad neuroldgica
de base. Las complicaciones post operatorias son definidas como todo evento
adverso que puede agregar morbilidad y/o mortalidad en un paciente que ha sido
sometido a una intervenciéon quirdrgica [45]. De acuerdo al tiempo de aparicion de
las mismas, Gooch divide las complicaciones de neurocirugia en complicaciones
tempranas (antes de los 30 dias), o tardias (pasados los primeros 30 dias) [46]. Los
factores que podrian estar relacionados a su desarrollo, se dividen en 2 grupos: los
factores relacionados al procedimiento quirdrgico en si, como hematoma epidural,
coleccion subgaleal, hematoma subdural, contusion cerebral postquirargica, nuevo
inicio de convulsiones, infeccion de herida operatoria, dehiscencia de herida, o
factores relacionados al paciente asociados a complicaciones de la cirugia como el
tiempo operatorio promedio, uso de antibiético profilaxis, tipo de injerto utilizado,

forma de guardado del injerto, edad, el sexo, las comorbilidades previas [47].

2.4 Ingenieria de tejidos

La ingenieria de tejidos es un campo interdisciplinario que aplica los principios y
métodos de bioingenieria, ciencia de los materiales y ciencias de la vida hacia el
ensamblaje de sustitutos bioldgicos que restableceran, mantendran y mejoraran las

funciones tisulares después del dafio ya sea por enfermedad o por procesos
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traumaticos. Los principios generales de la ingenieria de tejidos implican la
combinacion de células vivas con un soporte natural / sintético o andamio para
construir una construcciéon tridimensional que sea funcional, estructural y

mecanicamente igual o mejor que el tejido que se va a reemplazar [48].

Por lo tanto, la ingenieria tisular al aplicar los principios de la ingenieria y de las
ciencias de la salud para el desarrollo de estructuras bioldgicas, genera tejidos que
permiten restaurar, mantener o mejorar la funcién del tejido u érgano primitivo [49].
Para logar esto, es necesario combinar armoniosamente materiales y componentes
celulares con el objeto de utilizarlos en tratamientos especificos que garanticen el
exito terapéutico [50]. Asi, el progreso cientifico reciente en biomateriales y terapias
basadas en células ha creado avances excepcionales en el desarrollo de tejidos
modificados genéticamente. Existen tres componentes principales en el campo de
la ingenieria de tejidos, el primer lugar se presenta un andamio que proporciona
estructura y sustrato para el crecimiento y desarrollo del tejido; en segun lugar una
fuente de células para facilitar la formacion de tejido requerida y, por ultimo, factores
de crecimiento o estimulos biofisicos para dirigir el crecimiento y la diferenciacion
de las células dentro del andamio. Tomados en conjunto, estos componentes

constituyen lo que se conoce como la triada de ingenieria de tejidos (Figura 7) [51].
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Biomateriales
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Figura 7. Elementos principales de la ingenieria de tejidos [48]

Células

U

Es importante mencionar que, en el campo de la ingenieria de tejidos ha existo gran
avance, no obstante, es necesario seguir trabajando para reemplazar érganos y
tejidos. La fuente celular 6ptima, el disefio de los andamios y los biorreactores in
vitro, el uso y desarrollo de la tecnologia de microfabricacion para crear tejidos y
organos vascularizados aun se estan investigando. La busqueda y el uso de una
célula madre multipotente o pluripotente apropiada en la ingenieria de tejidos es un
concepto emergente. Ciertamente, muchas &reas de investigacién con células
madre y sus aplicaciones clinicas potenciales estan asociadas con controversias;
por lo tanto, es importante abordar los problemas éticos, legales y sociales con

anticipacion [52].

2.4.1 Ingenieria de tejidos cerebral

Las enfermedades o lesiones del sistema nervioso son devastadoras para el
individuo y tienen importantes implicaciones en la perdida funcional severay costos

sociales. La retina, las meninges, la médula espinal, el cerebro y el nervio periférico
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tienen diferentes entornos moleculares y celulares y, por lo tanto, requieren
estrategias especificas de ingenieria tisular [53]. En efecto, la ingenieria de tejidos
del sistema nervioso es la ciencia del disefio, creacion y realizacion de sistemas
donde las células neuronales estan organizadas en una manera controlada, para
llevar a cabo un diagndstico apropiado, mitigar o suavizar los efectos negativos de
las lesiones del SNP y SNC y realizar los tratamientos terapéuticos apropiadas en
el sistema nervioso y lograr su rehabilitacion [54],[55].

La ingenieria del tejido neural, por lo tanto, implica explorar cuestiones que rigen la
seleccioén y el uso de componentes celulares o factores de crecimiento, y el modo
Optimo de organizacion de esos componentes, de esta manera, es posible tener el

control de las interacciones entre las células y su entorno.

Ahora, la necesidad de presentar mejores enfoques para el tratamiento de lesiones
nerviosas, ha permitido a la ingenieria tisular brindar la regeneracion, reparacion y
reemplazo del tejido en el sitio de la lesion. En consecuencia, es posible restaurar
la funcionalidad, incluso para lesiones complejas del SNC como los traumatismos
craneoencefalicos. Asi mismo, las estrategias de tratamiento que combinan el
trasplante celular, la entrega de moléculas y las construcciones de andamios de
biomateriales se consideran la mayor esperanza para una posible regeneracion y
recuperacion funcional en lesiones de medula espinal [56].Por consiguiente, la
ingenieria tisular se logra mediante la fabricacion de un andamio que imita todas las
propiedades del tejido que debe repararse para favorecer la penetracion celular y la
regeneracion de los tejidos en tres dimensiones: el biomaterial utilizado, las células

y los estimulos mecanicos, en la Figura 8 se presenta graficamente esta triada.

22



CAPITULO 2

~
_—
e
a
\/

Injerto

]
4

Lesion nerviosa l l
l Autélogo Alégeno

Ingenieria de tejidos O O . .
| O e

‘L 'lf ‘L Células huesped
Estimulo Célula Biomaterial | Transplante |
Sefiales en el sitio d=_
bioquimicas, la lesion Células donantes
topograficas y
eléctricas.
v v
Conducto Hidrogel Fibroso
Matriz polimerica _;‘I_-?_:_" -%__:_— T
Nervio i I ? Nervio T
distal nroximal O _':L*’_‘}:"ir'f'* | Fibras
Conducto de la 1t
uia del nervio O - LI‘—J'_ "
g '*;11'1—- =T Micro fibras
| 47::::. — 1t
2
Fibra M Célula
Punto de Nano fibras

adhesidn

Figura 8. Descripcion general del enfoque de Ingenieria de tejido neural. Dos enfoques:
convencional (tipos de injertos) y enfoque de ingenieria de tejidos. Se elaboran tipos de estimulos,
células y biomateriales [55].

Si bien, en la actualidad, la ingenieria de tejidos en el sistema nervioso es un area
desafiante pero posible, siempre y cuando se enfoque hacia el reemplazo funcional
de un componente neuroactivo que falta, el rescate o la regeneracion de tejido
neuronal degenerado y la construccién de biosensores inteligentes basados en

células y circuitos neuronales in vitro [55].

2.5 Biomateriales

La definicion més reciente sobre biomateriales fue dada por Jeffrey O. Hollinger,
quien define un biomaterial como “una sustancia (diferente a un medicamento) o
conjunto de sustancias sintéticas o naturales, que pueden ser usados por un periodo
de tiempo como parte de un sistema, el cual trata de curar, mejorar o reemplazar un
organo, un tejido o una funcion del cuerpo” [57], aunque el término "biomateriales"

se ha utilizado alternativamente para describir materiales derivados de fuentes
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biolégicas o para describir materiales utilizados para terapias en el cuerpo humano

[58], una caracteristica esencial es que un biomaterial sea biocompatible.

La definicion mas utilizada de biocompatibilidad fue introducida en 1999 en el
diccionario Williams de biomateriales, el cual la precisa como la “capacidad de un
material para llevar a cabo con una respuesta inmune apropiada en una situacion
especifica” [59], definicion que adopta la ISO 10993 que estipula la evaluacién
bioldgica de dispositivos médicos [60]. Aunque esta definicién es efimera, habla de
la interaccion de los biomateriales en su entorno biolégico y no solo de cumplir la
funcion de disefio, lo cual centra, desde el punto de vista investigativo, la necesidad

de desarrollar biomateriales que presenten una respuesta inmune adecuada [61].

Los biomateriales desempeiian un papel importante, de hecho, indispensable, en el
campo de la ingenieria de tejidos. Los biomateriales se han utilizado durante siglos
para aplicaciones como reemplazo de lentes intraoculares y empastes dentales,
pero los avances en biologia celular y molecular, quimica, ciencia de materiales e

ingenieria han brindado oportunidades mucho mas amplias para el uso clinico.

Los polimeros, al ser organicos, ofrecen una versatilidad que no tiene comparacion
con los metales y la ceramica. El amplio espectro de propiedades fisicas, mecanicas
y quimicas proporcionadas por los polimeros ha impulsado la extensa investigacion,
desarrollo y aplicaciones de los biomateriales poliméricos. La importancia de los
polimeros como biomateriales se refleja en el tamafio del mercado de los polimeros
meédicos, que se estima en aproximadamente unos mil millones délares. Muchos de
estos polimeros se desarrollaron inicialmente como plasticos, elastomeros vy fibras
para aplicaciones industriales no médicas, pero luego se desarrollaron como
materiales biomédicos especificos. Con el rapido crecimiento de la biologia
moderna y los esfuerzos de colaboracion interdisciplinarios, los biomateriales
poliméricos se estan transformando en materiales bioactivos y biomiméticos, con

una excelente biocompatibilidad.
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2.5.1 Biomateriales poliméricos

Los polimeros son macromoléculas formadas por cientos o miles de unidades
basicas funcionales denominadas monomeros que se unen a partir de enlaces
covalentes. un polimero se puede clasificar como biopolimero cuando cumple con
propiedades como biocompatibilidad, biodegradabilidad, estabilidad quimica, baja
toxicidad [62]. Los polimeros pueden ser de naturaleza sintética y/o natural; estos
ultimos, provenientes directamente del reino animal o vegetal, se obtienen por
procesos metabolicos de seres vivos o de la misma naturaleza, en cambio, los
polimeros sintéticos se desarrollan a partir de sintesis quimica [63]. Esta ultima
clasificacion presenta una ventaja sobre los naturales, puesto que, se pueden
obtener en funciéon de una aplicacién especifica, pero, los polimeros naturales
poseen buena biocompatibilidad y son de bajo costo [64]. No obstante, en general,
los polimeros presentan variadas propiedades y usos, destacandose en el sector

farmacéutico, agricola, alimentario y textil.

Asi mismo, una de las aplicaciones mas representativas en siglo XXI, es el uso de
polimeros en la ingenieria de tejidos [65]. Por lo cual, una gran cantidad de
polimeros naturales y sintéticos se utilizan actualmente en este campo
interdisciplinario. Entre los polimeros naturales se encuentra el colageno, gelatina,
elastina, actina, queratina, albumina, quitosano, acido alginico, quitina, celulosa,
seda y acido hialurénico. Estos materiales naturales son aceptados facilmente por
sistemas bioldgicos en los que pueden procesarse metabdlicamente a través de
rutas establecidas. Sin embargo, poseen algunas desventajas que incluyen una
posible inmunogenicidad, complejidad estructural y propiedades biomecéanicas

inferiores [66].

Los polisacéridos y las proteinas forman parte de los materiales poliméricos
naturales con mayores aplicaciones en el area de ingenieria tisular. Tal es el caso
de la quitina y el quitosano, que se caracterizan por ser uno de los mejores
polisacaridos con excepcional biocompatibilidad y biodegradabilidad, que consta de

grupos multifuncionales que lo convierten en un candidato potencial para el
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desarrollo futuro de biomateriales (a través del procesamiento) para el
funcionamiento celular y la diferenciacion hacia la ingenieria tisular [67]. De igual
manera, los biomateriales a base de proteinas (fibroina de seda, coladgeno, metrigel
acido hialurénico), se han derivado de fuentes animales y se han explorado en la
regeneracion de tejidos [67]; son bien conocidos por su buena biocompatibildiad y
capacidad de degradacion natural controlada, siendo especialmente utiles en
aplicaciones de sutura, materiales de andamios, vehiculos de entrega de farmacos,

entre otros [66].

Teniendo en cuenta lo anterior, es posible afirmar que los polimeros naturales se
presentan como una opcion viable para el reemplazo dural por sus buenas
propiedades al estar en contacto con el cuerpo humano y su amplio estudio en la
ingenieria de tejidos [68].

Por otro lado, debido a su disponibilidad y tasa de degradacion controlable, los
biomateriales sintéticos también se consideran candidatos potenciales en ingenieria
de tejidos y medicina regenerativa. En comparacion con los polimeros naturales, los
polimeros sintéticos se pueden adaptar facilmente en cualquier forma para
aplicaciones tisulares, proporcionando una estructura tridimensional (3D) que no
solo desempefia un papel de apoyo para el tejido sino que también interactia con
las células para controlar su funcién y diferenciacion [69].

Los polimeros han asumido un papel importante en aplicaciones médicas. En la
mayoria de estas aplicaciones, los polimeros tienen poca 0 ninguna competencia
de otros tipos de materiales, caracterizandose por propiedades como flexibilidad,
resistencias al ataque bioquimico, buena biocompatibilidad, ligero peso, disponen
de una amplia variedad de composiciones con propiedades fisicas y mecanicas

adecuadas [58].

2.5.2 Biomateriales compuestos
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En primer lugar, se entiende por material compuesto, aquel formado por dos o mas
componentes, de forma que las propiedades del material final sean superiores que
las de los componentes por separado [70]. Asi entonces, esta combinacion de
biomateriales puede unir sus fuentes desde diferentes escalas, desde el enfoque
nanomeétrico hasta nivel macroscopico, donde sus fases se encuentran delimitadas
por una escala mayor a la atdmica. Por otro lado, las propiedades mecénicas
tienden a cambiar con relacion a como era cada material de forma separada. Estas
propiedades dependen en gran medida de la homogeneidad de sus fuentes y su
comportamiento en la formacién de heterogeneidades o diferencias que presentan,
la fraccion de volumen que ocupan y principalmente por la interfaz de sus

constituyentes [71].

El desarrollo de este tipo de biomateriales para la regeneracién tisular se ha
convertido en el foco de un intenso interés de investigacion, puesto que se busca
gue cada uno de los materiales que conforman el compuesto sean biocompatibles
y ademas, cumplan con las caracteristicas biol6gicas necesarias para la aplicacién
gue desea darsele y que la interfaz que se cree entre los componentes no se
degrade facilmente en los ambientes corporales [71]. Hoy en dia, existen mas
oportunidades disponibles mediante el enfoque compuesto de combinar los
biomateriales en forma de biopolimeros o bioceramicas ya sean sintéticos o
naturales, con el propdésito de lograr respuestas de células diana que son cruciales

en los procesos de regeneracion tisular [72].

2.6 Fibroina

En particular, la fibroina de seda es especialmente valorada en dispositivos
biomédicos y relacionados con un énfasis cada vez mayor en la integracion humana
sin problemas y la sostenibilidad ambiental. La fibroina de seda se esta
desarrollando activamente como un componente "verde" para reemplazar o
complementar los materiales convencionales, especialmente los que se consideran
inadecuados, especialmente para bioaplicaciones avanzadas donde la

biocompatibilidad o la sostenibilidad es crucial [73].
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La fibroina del gusano de seda es un biopolimero natural con una larga historia de
aplicaciones en el cuerpo humano como material de sutura y ligamentos artificiales;
propiedades como su biocompatibilidad y biodegradabilidad le permiten ser
actualmente utilizada para el desarrollo de gran variedad de dispositivos biomédicos

y nuevas tecnologias de regeneracion [74].

2.6.1 Generalidades

La seda se descubrié en la China hace mas de 4600 afios por una antigua
emperatriz llamada Xi Ling-Shi [75]. La sericultura se introdujo en Corea alrededor
del afio 200 a.C., cuando grupos de inmigrantes chinos arribaron alli. A Occidente
la seda llego a través de numerosas rutas. En el afio 300 d. C., la sericultura se
extendié hacia el Occidente y la cria del gusano de seda se establecié en la India.
La seda dejo de ser un material industrial y tomé gran valor [76].

La seda, es segregada por las glandulas sericigenas del gusano de seda (Bombyx
mori), que la utiliza para elaborar el capullo, una estructura cerrada de proteccion
en la que realiza la metamorfosis de larva a adulto. Tal como es segregado el hilo
de seda, que es continuo y puede medir hasta 1.500 metros, consta de dos
proteinas. Una de ellas es la fibroina, que es una proteina polimérica y lineal, que
alterna dominios amorfos y otros de lamina beta, constituye el 70% del peso del
capullo. La otra proteina es la sericina, hidrosoluble y de estructura globular, que

mantiene unidos los filamentos de fibroina [74].
2.6.2 Propiedades

En el siglo XXI, sigue siendo extremadamente dificil encontrar materiales naturales
o sintéticos que exhiban las numerosas propiedades atractivas de la fibroina de
seda B. mori, tales como procesabilidad acuosa, biocompatibilidad,
biodegradabilidad controlable, facilidad de funcionalizacion y disefio, flexibilidad,

abundancia natural, transparencia optica, resistencia, estabilidad térmica, dureza,
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ultra-delgadez y ultra-suavidad. Con las propiedades que se listan a continuacion,
la fibroina de seda se ha convertido en el principal candidato de materiales de origen
natural [73]

1. Es un material de naturaleza proteica, altamente biocompatible. No se
verifica rechazo ni respuesta inflamatoria en los tejidos donde se injerta. El
rechazo ocasional que se ha reportado con algunas suturas, se atribuye a la
contaminacion de la fibroina con sericina [77].

2. Presenta una gran resistencia mecanica a tracciéon, junto a una gran
flexibilidad [77].

3. Es biodegradable, pero aun ritmo mas lento que en otros biomateriales
organicos, lo que permite una mejor consolidacion de los tejidos. En dos afios
se reabsorbe totalmente y no se encuentran rastros de la misma en los tejidos
[78].

4. Su produccion es sencilla, y sostenible. La cria del gusano de seda es
sencilla y de bajo costo, si se dispone de moreras, y la elaboracién de los
materiales se hace predominantemente en medio acuoso con técnicas
relativamente simples [77].

5. Presenta la interesante propiedad de tener una superficie altamente reactiva.
Su superficie presenta grupos carboxilo terminal a los que se pueden unir de
forma covalente péptidos tales como el péptido RGD (arginina-glicina-
aspartico), hormonas, tales como la PTH, y factores de crecimiento, tales
como la BMP-2 (bone morphogenetic protein-2)[79] . Estas proteinas
favorecen de forma muy significativa tanto la adhesién como el desarrollo de

los cultivos celulares implantados sobre la matriz [77].

2.6.3 Aplicaciones

La fibroina de seda, se ha desarrollado rapidamente en los dltimos afios para
aplicaciones novedosas en suturas quirdrgicas y textiles de moda, asi como para
demostrar aplicaciones avanzadas prometedoras en electronica, optoelectrénica,

fotdnica, recoleccién almacenamiento de energia, laser, portadores de suministro
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de farmacos inducidos activados de forma inalambrica, revestimientos o sensores
de alimentos comestibles inteligentes, filtros de agua de alto rendimiento y
productos de consumo, esta variedad de aplicaciones se resume en la Figura 9.
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Figura 9. ApllcaC|ones de la fibroina de seda [80]

2.7 Quitina y quitosano

Entre los materiales naturales mas usados en la actualidad una pareja de
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polisacaridos que ha tomado mucho auge por la infinidad de aplicaciones que ha
logrado encontrarseles, y, especialmente, por su poco impacto ambiental, lo
constituye la quitina y el quitosano [81]. La quitina y el quitosano son
aminopolisacaridos naturales que se caracterizan por tener estructuras unicas,
propiedades multidimensionales, funciones altamente sofisticadas y aplicaciones de
amplio espectro en areas biomédicas y otras areas industriales [82], [83]. Al ser
considerados materiales de gran potencial futurista con inmensas posibilidades de
modificaciones estructurales para impartir propiedades y funciones deseadas, el
trabajo de investigacion y desarrollo sobre quitina y quitosano ha alcanzado un

estado de intensa actividad en muchas partes del mundo [84].

2.7.1 Generalidades

Por su amplia distribucion en la naturaleza la quitina es el segundo polisacarido en
abundancia, después de la celulosa [85]. Los residuos del procesado del marisco
contienen en general un 14 a 35% de quitina asociada con proteinas, pigmentos y
depdsitos de calcio, estimandose por tanto una producciéon mundial anual de quitina
en los residuos de unas 120.000 toneladas [86]. La quitina fue descubierta por el
profesor Henri Braconnot en 1811 cuando estudiaba sustancias derivadas del
Agaricos Volvaceas y otros hongos [86]. En el afio 1830 Odier, le dio el nombre de
quitina en un articulo sobre insectos donde se reporté que habia encontrado en
algunos insectos la misma sustancia que forma la estructura de las plantas,
llamandola “quitina” (del griego tunic, envoltura). EI descubrimiento del quitosano
por C. Rouget en 1859 supuso el inicio de una investigacion intensiva sobre estos

compuestos [86].

Tanto la quitina como el quitosano estan formados por cadenas lineales de
mondmeros de glucopiranosas unidas por enlaces 3-(1-4), que provoca la estructura
rigida y sin ramificaciones de estas moléculas. La diferencia entre la estructura
quimica del quitosano, poli [B -(1-4)-2-amino-2-desoxi-D-glucopiranosal, y el de la
quitina, poli [B -(1-4)-2-acetamida-2-desoxi-D-glucopiranosa], radica en el carbono

namero 2, en donde la quitina posee un grupo acetoamida, mientras que en el
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guitosano ese grupo es desacetilado, resultando en un grupo amino [62]. Lo anterior

se puede evidenciar en la Figura 10

Quitina

NHCOCH,

MHCOCH,
OH

OH

Quitosano
OH
H NH,

OH

H NH; H
Figura 10. Representacion de las cadenas de quitina y de quitosano desacetilado para
evidenciar su similitud estructural [66]

La abundancia de los grupos hidroxilo y amino altamente reactivo en el quitosano,
o del grupo acetoamida en la quitina, y su tendencia a formar puentes de hidrogeno
intra e intermoleculares, resultan en la formacion de agregados lineales con un
amplio grado de cristalinidad [87]. Esto contribuye a la fuerza mostrada por las
estructuras quitinosas y a que sea insolubles en agua. La estructura quimica de
estos compuestos influye también en el peso molecular llegando a alcanzar los 106
Dalton, afectando propiedades como la solubilidad, la resistencia mecanica y la

degradacion [66].

2.7.2 Propiedades
Estos biopolimeros se caracterizan por presentar atributos positivos ante una

excelente biocompatibilidad y una admirable biodegradabilidad con seguridad

ecologica y baja toxicidad, con actividades biolégicas versétiles, como la capacidad
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antimicrobiana y la baja inmunogenicidad, brindando amplias oportunidades para
un mayor desarrollo cientifico en el area de los biomateriales para uso humano [29],
[88]. A diferencia de la quitina, el quitosano es soluble y sus propiedades lo hacen
mas facil de manejar. Sin embargo, ambos compuestos se han utilizado en
ingenieria de tejidos para diferentes aplicaciones [89]. La quitina ha demostrado
propiedades altamente hidrofobicas gracias a la estructura polimérica de la N-
acetilglucosamina convirtiéndola en un material duro [90]. Asi mismo, la quitina es
insoluble en agua y muchos solventes organicos, pero puede ser diluida en
hexafluoropropanol, hexafluoroacetona y cloro-alcoholes en conjunto con
soluciones acuosas de acidos minerales [91]. Este biopolimero posee excelentes
propiedades eléctricas que pueden aplicarse a los tejidos que requieren una
conductancia eléctrica, y ademas, posee propiedades que se pueden usar para el
desarrollo de nervios y el tratamiento de enfermedades neurodegenerativas [90].

A pesar de que la quitina tiene algunas propiedades interesantes, el quitosano se
ha adoptado como la opcion mas utilizada para la construccion de andamios para
el campo de la ingenieria tisular [92]. Este material es insoluble en soluciones
acuosas neutras; no obstante, en soluciones diluidas de &cido acético (pH < 6) los
grupos amino del quitosano comienzan a protonarse (asociandose con el contraién
acetato) haciendo soluble el polimero cargado [91]. Este hecho permite explicar
algunas propiedades del quitosano como son: la habilidad de enlazarse con
sustancias cargadas negativamente tales como lipidos, proteinas, colorantes, entre
otras; asi como su comportamiento como floculante, adherente y adsorbente,
adicionales a las reacciones tipicas de las aminas [93], [94]. Una propiedad
importante del quitosano es su estructura rigida, caracterizada por numerosos
enlaces por puentes de hidrogeno, la cual le confiere una buena estabilidad térmica
[95]. De acuerdo a Sugimoto [94], se descompone aproximadamente a 170°C y se
degrada antes de fundir, lo cual es caracteristico de polisacaridos que poseen
muchos enlaces por puentes de hidrégeno [95].

Este polimero natural es biodegradable, biocompatible, no toxico, semipermeable,
ademds, cuenta con buenas propiedades filmogenicas, inhibe el crecimiento de

varios hongos, levaduras y bacterias presentando inmunogenicidad evadiendo el
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desarrollo de anticuerpos [96]. Ademas, no se han observado respuestas
antiinflamatorias o alérgicas en la ingestion, inyeccion, implantacion y aplicacion
topica de sujetos humanos [97]. De igual manera, una caracteristica importante de
este polimero es su velocidad de degradacion, que se encuentra relacionada con el
grado de desacetilacion (relacion D -glucosamina / N-acetilglucosamina) [98].

Las propiedades mecanicas del quitosano estan determinadas por los tamafios de
poro, el peso molecular y la cristalinidad del polimero. Los polimeros de alta
porosidad, peso molecular mas bajo y menos cristalinos son mecanicamente menos
competentes y viceversa [62]. Es importante denotar que, el quitosano tiene poca
fuerza mecanica e inestabilidad para mantener una forma predefinida [99]. Sin
embargo, esta caracteristica se ha mejorado mediante la reticulacion vy

entrecruzamiento de este biomaterial con otros polimeros [89].

2.7.3 Aplicaciones
Tanto en formas nativas como modificadas, la quitina y el quitosano se utilizan en

una amplia gama de aplicaciones, como en los alimentos, la biotecnologia, la ciencia
de los materiales, los productos farmacéuticos, también recientemente en la terapia
génica y la bioingenieria. En la Tabla 2. Potencial de aplicaciéon de la quitina /
guitosano se resumen varias de las aplicaciones de estos biopolimeros en

diferentes industrias.

Tabla 2. Potencial de aplicacion de la quitina / quitosano [84], [87].

Aplicacion Efecto

Tratamiento del acné

Mantenimiento de humedad de la piel.
Cosmeética Cuidado dental.
Lineas de expresion.

Lentes de contacto

Resistencia al quebrado de papel.

Mejora el brillo del papel.

AN RN U U NN

Resistencia al deterioro microbiano o enziméatico.
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Papelera y textil

S X X

Mejora biodegradabilidad de materiales plasticos.
Mayor permeabilidad del papel.

Menos absorcién de grasa.

Mejora propiedades anti elasticas en papel
fotogréfico.

Mejora viscosidad de colorantes y tintas en telas.

Mayor estabilidad y resistencia color en telas

Bioingenieria

Actividad inmunolégica y antitumoral.
Homeostatico y anticoagulante.
Curacion de heridas.
Bacteriostatico/fungistatico.
Anticolesterolémico.

Sedante del SNC.

Ayuda a regenerar tejido conjuntivo.
Acelera formacion de osteoblastos.

Liberacion controlada de farmacos.

Tratamiento de aguas

Floculacién para clarificar el agua.
Remocidén de iones metalicos y residuos organicos.

Reduccién de olores.

Agricultura

S N N N N N N U N U U N NER NN

Activador de mecanismos de defensa en plantas.
Estimulacién de crecimiento en plantas.
Liberacion de agroquimicos y nutrientes en suelo.
Cubierto de semillas contra congelamiento.
Mejora de germinacion de semillas.

Protege de dafio microbiano.

<

Aditivo

Prolongar sabor.
Antioxidante
Gelificarte.

Control de textura.

Clasificacion de desacidificacion de bebidas de frutas.
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Industria alimentaria v' Agente nutricional
Fibra dietaria.
Antifungico/fungistatico.
v' Peliculas y cubiertas comestibles
Reduccién en produccién de etileno y didxido de carbono.
Control de transferencia de humedad.
Control de oxidacién enzimatica en frutas.

Barrera protectora contra el medio.

Una de las principales aplicaciones del quitosano/quitina es como recubrimiento de
frutas, verduras y flores; sus propiedades lo convierten en una alternativa de gran
atractivo puesto que como se menciond anteriormente son biodegradables, no
toxicos, incompatibles, comestibles y antimicrobianos [87]. En la industria textil,
estos polimeros naturales aportan a las prendas un tiempo de vida util mas
prolongado haciéndolas mas durables, también les imprime sus caracteristicas
antimicrobianas, haciéndolas ideales para la practica de la medicina y los deportes.
Ademas, son materiales amigables con el medio ambiente al ser biodegradable y
no poseer sustancias toxicas, haciendo que los procesos sean mas limpios,

contribuyendo al cuidado del planeta [100].

El quitosano ha cobrado gran importancia en el tratamiento de aguas residuales al
remover los sélidos suspendidos, ya sea desechos del procesamiento de vegetales
0 iones metdlicos provenientes de industrias quimicas como el plomo, cadmio,

mercurio y cobre [87].

Por otro lado, la actividad antimicrobiana del quitosano sera diferente dependiendo
del tipo de microorganismo contra el cual se esté trabajando y la edad celular del
mismo. Cada microorganismo, bien sea una bacteria (Gram positiva o Gram
negativa), un hongo o una levadura posee una estructura celular diferente y con el
tiempo ésta también varia, haciendo que la efectividad del quitosano para combatir

a los microbios sea también diferente. En cuento a la actividad antimicoética, el
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guitosano suprime la esporulacién, evitando la reproduccion de los hongos. ésta

caracteristica se ve favorecida por valores bajos de pH [84].

Uno de los campos con mayor interés en el uso de quitosano es la ingenieria de
tejidos, en la formulacion de vendajes, materiales de curacién, micro encapsulacion
de farmacos y la formacion de tejidos como cartilago, husos, piel, tendones y
ligamentos [29],[87]. Algunas de las caracteristicas que hacen al quitosano atractivo
para este campo de aplicacion son sus propiedades mecanicas, su facilidad de
manipulacién, su biodegradabilidad y su biocompatibilidad. Lo anterior debido a que
es un compuesto heteropolisacarido lineal y anidnico, quimicamente similar a los
compuestos presentes en las matrices extracelulares de los tejidos humanos, por lo
gue también tiene ciertas actividades biolégicas similares. Ademas, gracias a su
caracter basico, puede interactuar con las superficies celulares y proteinas
plasméaticas [29],[87],[100],[101]. Por otra parte, debido a que los materiales
farmacéuticos que se introducen en el cuerpo son susceptibles a infecciones, se
debe contar con materiales que minimicen este riesgo y eviten cualquier efecto
secundario. Los injertos de quitosano recubiertos con hidrogel han mostrado
capacidad de inhibir la replicaciéon del Virus de Inmunodeficiencia Humana (VIH) y
resistencia a E. Coli [102].

Una de las aplicaciones significativas de estos biopolimeros es su capacidad de
repeler insectos. Aunque la principal aplicacion del quitosano en la agricultura
consiste en mejorar los rendimientos agronémicos, ya sea por mejorando la
germinacion de las semillas recubiertas con polimero o bien, mediante la proteccién

de las semillas del ataque de hongos [87].

2.8 Reemplazo de duramadre

La duraplastia es una intervencion neuroquirdrgica comuan, que implica el uso de
injertos sintéticos o bioldgicos para asegurar el cierre de la duramadre [103], cuando
ésta se ve comprometida por diversas situaciones, entre ellas traumatismos durante
la extirpacién de un tumor, anomalias congénitas o fracturas de base craneal por

accidentes [3]. Estos casos requieren cierre hermético para minimizar el riesgo de
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fistula de LCR, infeccion, hernia, cicatrizacion de la corteza cerebral y adherencias
[44].

Beach fue el primero en proponer la idea de la duraplastia en 1890, cuando sugirio
gue una sustancia inerte y aséptica como el oro podria ser til en el tratamiento de
las convulsiones causadas por la cicatriz cerebral [104]. Por lo tanto, dos afos
después, utilizé una lamina de este material precioso para proteger el cerebro de un
paciente con lesion cerebral y epilepsia intermitente [105], sin embargo, no se
realizdé ningun reporte de este procedimiento hasta 1897 [104]. Como resultado,
algunos expertos le atribuyen a Robert Abbe la realizacion de la primera duraplastia,
cuando en 1895 utilizé caucho esterilizado para prevenir las adherencias

meningeas de un paciente que presentaba paquimeningitis hipertréfica [103],[106].

A partir de ese momento, se han implementado una variedad de materiales para
reconstruir la duramadre dafiada, desde laminas de metal y tejidos corporales
(autélogos, homologo), hasta xenoinjertos y materiales biosintéticos [44]. No
obstante, el sustituto dural ideal no ha sido identificado y la investigacion continua,
con la expectativa de encontrar un material inerte, no téxico, no carcinogénico, que
sea impermeable a los liquidos; capaz de sostener suturas, con buenas propiedades
mecanicas, especialmente resistencia a la traccion, ademas, no debe causar
adherencias meningeas o aumentar las infecciones; debe ser manejado, y
esterilizado facilmente y ademas, econdmico [107],[108] ver resumen en la Figura
11.

2.8.1 Xenoinjertos
A comienzo del siglo XX fueron utilizadas membranas vitelinas [109], peritoneo de

buey, de ovejas y amnios (membrana mas interna de las que envuelven el embrion
de los mamiferos, aves y reptiles) para realizar intervenciones de cierre dural
[110],[111], pero estos procedimientos fueron abandonados por fuertes reacciones
inflamatorias, adherencias corticomeningeas y absorcién tardia [112],[113].

En los ultimos diez afios se han incluido xenoinjertos de pericardio bovino

[114],[115], pericardio ovino [116], dermis porcina [117], peritoneo porcino [118], piel
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bovina procesada [119] y esponja de coldgeno de tendones flexores bovinos
(XenoDerm), [120],[120] para reemplazos durales tanto experimentalmente y en un
entorno clinico por resultados favorables en cuanto a su baja tasa de reaccion
inflamatoria y la formacién de una adhesion meningocerebral muy delgada y
facilmente removible cuando el cerebro esta dafiado [111],[118].

En la actualidad, la FDA ha aprobado la comercializacion de diferentes materiales
heterogéneos. Dura-Guard, es un implante de duramadre resistente a la traccion,
gue se sutura facilmente a los tejidos circundantes y se produce a partir de hojas
procesadas de pericardio bovino [104]. Del mismo modo, DuraGen es una espuma
de colageno que se deriva de los tendones de aquiles bovinos como un injerto onlay
en la convexidad del cerebro. De acuerdo con la entidad regulatoria, estos productos
han demostrado ser biocompatible, inmuness a infecciones y resistente a la fuga de
LCR [43]. Estas matrices atdlogas poseen la ventaja de ser totalmente
reemplazadas por el propio tejido del paciente en unos pocos meses, pero, la mayor
desventaja en su uso es el costo, a veces muy elevado, lo que hace casi imposible

la utilizacion de este material en forma continua [121].

2.8.2 Autologos

Caporale y De Bernardis informaron sobre la primera implantacién de membrana
autologa, realizada por el cirujano Sacchi en 1893, quien efectud una craneotomia
redonda, dejando la galea aponeurética (estructura del cuero cabelludo que conecta
las partes frontal y occipital del musculo occipitofrontal) adherida al colgajo 6seo
(parte del craneo); extrajo un fragmento de duramadre dafiada, volte6 el colgajo
0seo boca abajo y sin suturas, reemplazo el defecto dural con la galea adherente
[111]. Desde 1909, la fascia lata y la fascia temporal se han utilizado como remplazo
de esta meninge, reportando bajas tasas de complicaciones [44]. En el estudio de
Penfield [122] y de Glaser & Thienes [123], se reconocen la fascia como un implante
adecuado para remplazo de duramadre, indican que induce una reaccion inicial de
células gigantes y fagocitosis, pero se resuelven con el tiempo. Durante los ultimos

50 afios, los injertos autélogos (pericraneo, fascia lata, grasa, musculo y fascia
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temporal) a menudo se preferian como un injerto econémico no inmunogénico que
se fusionaba con la duramadre nativa [68]. Sin embargo, el tejido disponible a
menudo estd limitado o dafiado y requiere una segunda incision quirdrgica
[124],[103]. Otros investigadores informan que los injertos autélogos como galea-
pericranio o fascia lata representan un sustrato de injerto dural éptimo porque no
inducen reacciones inmunolégicas o inflamatorias y no son toxicos, se integran
rapidamente en tejidos nativos, son flexibles, fuertes, facilmente suturables y de bajo
costo [124],[125],[126],[127]. Lamentablemente, no siempre es posible realizar un
autoinjerto con estos tejidos, puesto que, en primer lugar, el pericraneo puede
dafarse y puede ser insuficiente cuando el defecto dural es grande [128], en
segunda instancia, el uso de fascia lata autéloga nunca ha sido popular porque
requiere una incision adicional, con tiempo de operacion adicional, y puede estar
relacionado con complicaciones en el sitio donante [8],[129]. Ademas, aunque
muchos autores aconsejan implantar tejido autélogo como el pericrAneo siempre
gue sea posible, hoy en dia, muchos neurocirujanos no se animan a hacerlo porque
requiere tiempo tanto para retirar la capa de galea-pericraneo como para suturarla
[128]. Po su parte, Cobb [130] indica que los materiales aut6logos a menudo son
inadecuados en cantidad y se obtienen con la morbilidad asociada de las incisiones

adicionales.

2.8.3 Homdlogo

En la década de 1950, Sharkey, Usher, Robertson & Pollard Jr, propusieron el uso
de duramadre cadavérica liofilizada y Rosomoff asegurd su uso en intervenciones
neuroquirgicas [131]. Sin embargo, en el estudio clinico realizado por Cantore,
Guidetti & Delfini [132], se encuentra evidencia de que este injerto homologo no se
adhiriere al cerebro ni a la médula espinal de forma adecuada. Campbell y
colaboradores [133], exponen que la implementaciéon de duramadre de cadaveres
humanos resuelve el problema de la disponibilidad limitada respecto a tejidos
autdlogos o heterogéneos, pero se desaconseja su aplicacion debido a la exposicidon

de infecciones viricas o0 enfermedades pridnicas como la enfermedad de
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Creutzfeldt-Jakob en menos de 1 afio después de la implantaciéon de duramadre
liofilizada [134],[103],[44].

Durante muchos afios, la duramadre homologa liofilizada y esterilizada por rayos X
(Lyodura) se ha utilizado ampliamente debido a su facilidad y su amplia
disponibilidad [128]. Desafortunadamente, los métodos de esterilizacibn no
protegen contra el riesgo de infecciones latentes por virus, y se han informado
algunos casos de probables de enfermedad de Creutzfeldt-Jacob [135],[136]. Sin
embargo, estos casos no estan claros porgue no hay un reporte conciso sobre todos
los pacientes tratados con el mismo lote de duramadre que ocasioné esta afectacion
[128].

Otras investigaciones han advertido que, los injertos no autdgenos se han asociado
con complicaciones potencialmente dafiinas en un ndmero relativamente pequefio
de documentos [128]; estos incluyen hemorragia, bacterias, virus y transmision fatal
de la enfermedad de Creutzfeldt-Jakob, reaccion del cuerpo extrafio, respuesta
inmune sistémica, cicatrizacion excesiva, curacion inferior, disolucion prematura del
injerto, fistula del LCR, meningitis aséptica, hidrocefalia, pseudomeningocele,
inflamacion cortical, adherencias y heridas dehiscencia [125], [127], [137],[138].
Situacién que conllevo a que 1990 la Organizacion Mundial de la Salud
recomendara abandonar el uso de injertos durales de cadaver y de origen animal
[121].

Desde el 2012 la membrana amniotica se ha utilizado en neurocirugia como material
de cobertura para defectos durales, convirtiéendose en una opcion bastante nueva.
El primer estudio sobre este tema realizado por Tomita [139], se encontrd que la
membrana amniética podria usarse para el relleno del injerto con el fin de cerrar los

defectos de la duramadre sin causar rechazo de tejido, infeccion o fuga de LCR [44].
2.8.4 Sintético

En la busqueda del sustituto ideal para duraplastia, fueron utilizados una variedad
de materiales sintéticos, entre ellos, celuloide y celofan, esponjas de polivinilo y
peliculas polietileno [111]. Este polimero demostré buenos resultados tempranos en

la implementacion clinica, puesto que microscopicamente, se determiné que se une
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por membranas de tejido conectivo interno y externo generando un engrosamiento
de la aracnoides sin anomalia cortical [140],[141],[142],[143].

Luego, en la década de 1950, con el advenimiento de la tecnologia industrial, se
produjo el desarrollo de materiales "inertes", apareciendo productos como Orlon,
Dacron y Vinyon N [104],[144]. A pesar del entusiasmo inicial por estos materiales,
solo el dacrén recubierto con una pelicula de caucho de polisiloxano (dacrén
revestido de silicona) se us6 ampliamente como sustituto dural durante afios [145].
Los demas causaban reacciones y adherencias fibroticas cuando la corteza
presentaba una lesién fuerte [111]. Asi mismo, se descubrio que el teflén causaba
adherencias densas y muy pronto fue abandonado [146], [147]. Después de un
tiempo de investigaciones, se manifesté que el dacron revestido con silicona estaba
implicado en una variedad de problemas tales como la formacion progresiva de
adhesion cortical [104]. Se demostrd que, poco después de su implantaciébn como
injerto dural, se desarrollaba una neomembrana vascularizada de tejido de colageno
gue no se adheria alrededor de la lamina sintética, dejando un espacio potencial en
el cual la sangre se acumulaba generando infecciones [148],[149].

Por otro lado, la silicona fue utiliza en neurocirugia en 1967 [150] para remplazo de
duramadre, reparacion de fistula de liquido cefalorraquideo, agrandamiento del
canal cervical después de cirugia para multiples discos cervicales, reconstruccion
del canal dural en casos de mielomeningocele, proteccién cerebral en cirugia
cerebral cuando se esperaba una nueva operacion, y la prevencion de la curacion
epidural hipertrofica después de laminectomia. No obstante, su uso disminuyo por
las descripciones de complicaciones hemorragicas tardias e inflamatorias
resultantes del uso de este material [109],[149].

Los sustitutos durales sintéticos, tales como el Goretex (politetrafluoroetileno —
PTFE), Neuropatch (poliéster-uretano alifatico, microporoso), Biomesh (polietileno
terephthalato y silicona). Dacron (parche de poliéster, tejido poco poroso), Ethisorb
(polimero reabsorbible compuesto por filamentos de vicrilo y de polidioxanona),
Sylastic, mallas de Vycril, poliglactina, peliculas de polisiloxano-carbonato, celulosa
bacteriana, entre otros, tienen como principal ventaja la no transmision de

enfermedades infecciosas, 10 que los hace seguros y confiables para su utilizacion
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[121]. Sin embargo, cada uno de estos materiales esta asociado con limitaciones
significativas [151],[152],[153]. Las caracteristicas de manejo de las laminas
sintéticas son pobres en comparacion con los materiales bioldgicos. Ademas, se ha
expresado preocupacion con respecto a los riesgos a largo plazo de hemorragia por
la reaccion tisular adyacente al injerto [153],[154].

En contraste con lo anterior, algunos materiales tienen una estructura casi rigida,
resultando en ocasiones dificil de colocar, moldear y suturar, volviendo incobmoda la
duraplastia. Asimismo, no siempre el tejido circundante se une correcta y
fuertemente al sustituto, por lo que se debe extremar el cuidado a la hora de realizar
los puntos de sutura del mismo a la duramadre remanente. Existen numerosas
publicaciones que hacen referencia a la asociacion de estos materiales con altas
tasas de complicaciones causadas por reacciones a cuerpo extrafio, generacion de
adherencias y cicatrices del tejido cerebral subyacente, encapsulacion,
posibilidades de sangrados como hematomas epidurales o subdurales tardios,
infecciones de herida quirargica, y fistulas de LCR [124],[155], [156].

De igual manera, algunos autores reportan que los materiales sintéticos no
experimentan una fusion vascular y epitelial con la duramadre nativa como un injerto
biolégico, lo que puede dificultar la radiografia y puede inducir reacciones
inflamatorias o lesiones por friccion [68],[157],[158] [159].

En general, un material de injerto sintético es rechazado por el cuerpo de un
paciente debido a una reaccion inflamatoria tisular local marcada por irritacion de la
corteza debajo del cerebro, formacién excesiva de tejido cicatricial, meningitis y
hemorragia [160].

De acuerdo con Azzam y colaboradores [103], el futuro de los sustitutos durales
continda evolucionando a medida que los productos pasan de ensayos en animales
a humanos y los injertos sintéticos se vuelven mas similares a la duramadre

humana.
2.8.5 Naturales

Hasta la fecha, ha habido escaso acuerdo en cuanto a los materiales idéales para

un buen sustituto dural, por lo que en las Ultimas investigaciones se ha centrado el
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foco de interés en trabajar la union de polimeros naturales y sintéticos, con el fin de
mejorar propiedades mecanicas y la biocompatibilidad, caracteristicas que no se
obtienen con los componentes individuales.

Los materiales naturales como el colageno o el alginato presentan resultados
prometedores como sustitutos del injerto dural. Estos materiales son capaces de
restaurar el defecto dural y crear condiciones Optimas para el desarrollo de tejido
conectivo en el sitio de la lesion [161],[162].

También se tienen reportes experimentales de la implementacion de polimeros
naturales como la gelatina, el quitosano y la fibroina de seda para esta aplicacion
[163], no obstante, los expertos indican que, aunque poseen una buena
biocompatibilidad y capacidad inumonogeénica, no cuentan con propiedades
mecanicas adecuadas [164],[165].

Las proteinas de la seda se usan actualmente en una amplia variedad de
aplicaciones médicas [166],[167],[168],[169]. En un intento por encontrar un material
de reparaciéon dural mas adecuado, Kim, Eum, et al [165] presentan una pelicula
fabricada con fibroina de seda elaborada por el método de evaporacion de solvente,
indicando que puede ser segura para su aplicacion en procedimientos
neuroquirdrgicos, inhibiendo eficazmente la inflamacion sin efectos secundarios o
pérdidas de LCR. En cuento a las propiedades mecanicas, se presenta una alta
resistencia a la traccién duramadre artificial, permitiendo suturarlo facilmente a la
duramadre de las ratas sin desgarro. Aunque los efectos a largo plazo de este
material de la duramadre artificial deben ser validados en animales mas grandes,
los resultados de este estudio indican que es adecuado para la aplicacion en
duraplastia.

De igual manera, Flanagan, Tien,et al [170], combinaron las técnicas de
evaporacion de solvente, electrospinning y electrogelation para crear un sustituto
dural de fibroina degradable. Este injerto se fabric6 como un sistema adhesivo de
doble capa disefiado para sellar durotomias mientras funciona como un andamio de
regeneracion dural. Los resultados experimentales muestran una barrera
impermeable a la fuga de LCR que limita las adherencias corticales, es

biocompatible con células neurales y fibroblastos y, por lo tanto, no se espera que
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induzca una respuesta inmune. Ademas, posee propiedades mecanicas
comparables con la duramadre nativa. Con base a lo anterior, la fibroina de seda,
una vez mas expone su potencial como un sistema de reparacion dural, sin requerir
suturas, factor que mejoraria las limitaciones y complicaciones postoperatorias
inducidas de los materiales y técnicas actuales de cierre dural.

Otro polimero natural importante en la ingenieria de tejidos es el quitosano y sus
derivados, puesto que su versatilidad permite su empleo en diversas formas,
incluidos polvos, geles y peliculas [28]. Este polisacarido se caracteriza por ser
biodegradable, biofuncional y biocompatible, no téxico y con excelentes
propiedades antimicrobianas, lo que ofrece una amplia gama de aplicaciones [98].

Aunque el quitosano tiende a ser fragil y resistente, es una alternativa prometedora
para usar para remplazo dural I. En efecto, Sandoval, Ramos, et al [8] con el objetivo
de encontrar el sustituto dural ideal, disefian una injerto bicapa de quitosano que
presenta una superficie lisa y otra porosa, lo que asegura resistencia a las
deformaciones y que al momento de suturarse permita obtener un cierre hermético.
Este andamiaje bicapa se describe como una innovacion, debido a que presenta un
mayor parecido estructural y funcional a la duramadre humana. Asi entonces, este
modelo experimental in vivo permite la infiltracién de fibroblastos y el depdsito
ordenado de fibras de colageno, sin causar rechazo debido a la presencia de poros
interconectados. Una caracteristica significativa de este sustitutito es su bajo costo
y su grosor similar a la duramadre humana que no comprime el tejido nervioso. No
obstante, es necesario realizar estudios futuros para confirmar si el injerto bicapa
se absorbe totalmente y evaluar el tejido nervioso subyacente para descartar la
neurotoxicidad de la membrana y asi vislumbrar la posibilidad cercana de llevar la
fibroina de seda al horizonte clinico de la neurocirugia y la duraplastia.

La literatura existente ha encontrado una fuerte relacion entre los apésitos basados
en quitina y quitosano, indicando que pueden acelerar la reparacion de diferentes
tejidos, facilitar la contraccion de las heridas y regular la secrecion de mediadores
inflamatorios como la interleucina 8, la prostaglandina E2 y la interleucina 18 [171].
Como se ha mencionado antes, muchos investigadores han demostrado que la

quitina y el quitosano son biodegradables y proporcionan actividades
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bacteriostéaticas y fungistaticas [172], [173], siendo adecuados para tratamientos de
heridas y aplicaciones de reemplazo 6seo [174],[175], pero hay informacion limitada
sobre su uso para el cierre de la duramadre [8],[176].

Por lo tanto, el trabajo de Pogorielov, Kravtsova, et al [177] es una valiosa
contribucién al area de neurocirugia e ingenieria titular, puesto que centran su
estudio en el disefio de nuevos sustitutos de quitina-quitosano para el cierre de la
duramadre evaluando su efectividad y seguridad. Estos autores indican que la
pelicula fabricada presenta una elasticidad satisfactoria y puede simular superficies
de cualquier complejidad. Ademas, en los experimentos no se evidencia respuestas
inflamatorias o inmunes a la implantacion de la membrana de quitina-quitosano. De
igual manera, la pelicula descrita posee propiedades que la hacen aplicable para la
duraplastia en diferentes regiones del craneo; se puede quitar facilmente donde sea
necesario porque no se adhiere al cerebro o los tejidos circundantes. por otro lado,
el crecimiento del tejido conectivo no es excesivo y no provoca la adhesion ni la
formacion de cicatrices. Otra ventaja del sustituto es la transparencia, que permite
ver el espacio subdural, caracteristica (til si se requiere una nueva operacion.

En cuanto a la degradacion, el compuesto fabricado fue lentamente reabsorbible y
la tasa de reabsorcion dependera de la cantidad de quitina afadida, dado que la
quitina es menos reabsorbible que el quitosano. La propuesta de la membrana de
quitina-quitosano es también una alternativa econémica respecto a los otros injertos
disponibles en el mercado para duramadre, debido a la accesibilidad de la quitina
como un segundo polisacérido mas abundante encontrado en la naturaleza después
de la celulosa [178].

Innegablemente las uniones de estos polimeros naturales exponen una alternativa
prometedora como remplazo dural, acercandose a los requerimientos deseables
que debe cumplir un buen sustituto para duramadre.

Ahora bien, al utilizar un material compuesto para el reemplazo dural es posible
desarrollar peliculas delgadas y obtener nanofibras mediante diferentes métodos
como el electrospinning o evaporacion de solventes. Sionkowska & Ptanecka [179],
han trabajado una mezcla de quitina-fibroina de seda como un candidato potencial

para las peliculas en ingenieria tisular y mejora de los defectos craneales, con
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excelentes propiedades de union celular, biocompatibilidad, rugosidad superficial,
flexibilidad, humectabilidad, y baja citotoxicidad. Asi mismo, Yoo , Yeo, et al [180]
han desarrollado dos tipos de injertos de quitina y fibroina de seda
nanoestructurados (estructuras mixtas e hibridas) mediante electro hilado, para
fabricar armazones miméticos e imitar la estructura y la funcion biolégica de las
proteinas de la matriz extracelular [81] . En estos materiales se examind la unién de
las células y la diseminacion de los queratinocitos epidérmicos humanos,
evidenciandose de los resultados la gran aplicabilidad en duraplastia y en el

recubrimiento de heridas.
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CAPITULO 3: DESARROLLO DEL MATERIAL
COMPUESTO

3.1 Materiales y métodos

3.1.1 Materiales

La fabricacion, estudio de morfologia, asi como las propiedades de degradaciéon y
actividad antimicrobiana de las peliculas fabricadas como posible reemplazo dural,
se llevd a cabo en el Laboratorio de Biomateriales del Programa de Bioingenieria,
los ensayos mecanicos fueron desarrollados en el Laboratorio de Polimeros de las
instalaciones de la Universidad de Antioquia adscritos a la Facultad de Ingenieria.
Por otro lado, la determinacion de la citotoxicidad in vitro se realizé por parte de la
Doctora Lenka Toro y, en el Laboratorio de Minerales CIMEX de la Universidad
Nacional de Colombia - Sede Medellin se obtuvieron los resultados del ensayo de
angulo de contacto.

3.1.1.1 Equipos

Para la fabricacidbn de las peliculas se emple6 agitadores magnéticos con
calefaccién VELP Scientifica (Italia), balanza analitica Ohaus (sensibilidad de 0,001
g y 0,0001 g), sonicador Branson (E.U), micropipetas (2-20 pL y 100-1000 pL),
nevera Haceb (Colombia).

Para la evaluacién geométrica se utilizd un calibrador digital Mitutoyo (Japén) con
resolucion de 0,01 mm, para analizar la morfologia se usé un microscopio
electrénico de barrido JEOL (E.U). Para la evaluacion de grupos funcionales, se
empleé un espectrémetro de infrarrojo por transformada de Fourier Shimatzu
(Japon). El ensayo mecéanico se realizé en la maquina universal de ensayos

Digimess (Argentina). Para la degradabilidad se emple6 la incubadora Memmert
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(Alemania), en las jpropiedades antimicrobianas se utilizéempleo un agitador orbital
Vicking (Argentina), una cabina de flujo laminar horizontal, una incubadora

Memmert (Alemania) y una autoclave Olsoteck (Colombia).

3.1.1.2 Reactivos

Se uso6 quitosano con grado de desacetilacion de 75% (C12H24N209, Sigma Aldrich),
quitina (Sigma Aldrich), capullos del gusano Bombyx mori (Corseda), carbonado de
sodio (Na2COs, Quimicos JM), cloruro de calcio (CaClz, PanReac), etanol (C2HeO,
Sigma Aldrich), membranas de acetato de celulosa (Visdecol), glicerol (Merk),
glicerina (Merk), glutaraldehido (CsHsO2, PanReac), acido acético (glacial)
(CH3COOH, Merk).

Todos los reactivos empleados en esta investigacion fueron de grado analitico y las
soluciones fueron preparadas con agua desionizada. Los materiales de vidrio

utilizados se lavaron con jabdén neutro y se enjuagaron con agua destilada.

3.1.1.3 Material biologico

El presente trabajo involucrdé pruebas in vitro, en las cuales se utilizé células de
fibroblastos con el método MTS, debido a que la revision bibliogréafica evidenciando
un robusto soporte cientifico que lo cataloga como el modelo mas fiable y similar
para medir supervivencia y proliferacion celular para el caso de la aplicacién de
reemplazo de duramadre. Asi mismo, el ensayo de sensibilidad antimicrobiana se
empled Escherichia coli como patdégeno Gram negativa y Staphylococcus aureus

como bacteria Gram positiva.

3.1.2 Metodologia

3.1.2.1 Tipo de investigacion

La investigacion realizada se desarrolld teniendo en cuenta un disefio de tipo
descriptivo desde el enfoque mixto, lo que permitié obtener informacion de los

hechos, situaciones, eventos o fendmenos tal como han sido manifestados en cada
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una de los analisis morfolégicos, mecanicos, angulo de contacto, degradacion y
ademas, ensayos antimicrobianas y citotoxicos, con el fin de identificar propiedades
y caracteristicas importantes de las peliculas fabricadas, asi mismo, abordar los

objetivos planteados y la discusion de los resultados en este estudio.

Para determinar las mejores propiedades para un posible reemplazo dural, se usé
un disefio experimental factorial, el cual consistio en el desarrollo de 4 muestras con
diferentes concentraciones poliméricas, con sus respectivos triplicados, en donde
las variables independientes son la relacion entre entrecruzante y plastificante y la
concentracion de los polimeros utilizados en la fabricacion de las peliculas, la
temperatura y el tiempo de inmersion para las prueba de degradacion, las
dimensiones de las peliculas y las probetas para el ensayo mecénico. Asi mismo,
se determind como variables dependientes la capacidad de cambio de peso y pH
en el tiempo, la fuerza soportada debido a un esfuerzo de traccion, la capacidad de

formacion de halo de inhibicidn y la proliferacion celular.

3.1.2.2 Materia prima
3.1.2.2.1 Fibroina de seda

3.1.2.2.1.1 Extraccion de fibroina

La produccion de una solucion acuosa de fibroina de seda para su posterior
manipulacion en la formacion de peliculas, sigue un protocolo desarrollado por
Echeverri et al [181], con algunas modificaciones realizados por el Grupo de
Investigacion en Biomateriales BioMat de la Universidad de Antioquia, este
procedimiento se observa en la Figura 12, donde inicialmente se escogen y
preparan los capullos por sus caracteristicas fisicas, posteriormente, son separadas

las proteinas que constituyen las fibras de seda por el método denominado
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desgomado, a continuacion, se diluye la fibroina para realizar el proceso de dialisis

y eliminar los restos de sales de los procesos anteriores [181],[182].

Etanol
45-55 °Q \
/ Na2Co3 , _

e

Capullos de Bombyx mori Separacion Dilucion

Proceso de dialisis

Concentracion de la
solucion final

Figura 12. Esquema del procedimiento de extraccion de fibroina de seda

3.1.2.2.1.2 Preparacion de los capullos

Los capullos adquiridos de la empresa Corseda, fueron seleccionados visualmente
de acuerdo a su aspecto, siendo preferidos aquellos que no tenian signos de que el
gusano Bombyx mori habia comenzado su proceso del rompimiento del capullo para
pasar a la fase de adultez o que mostraran signos de degradacién, seguidamente,
se cortaron los capullos en trozos de aproximadamente 1 cm para para facilitar los

procesos posteriores.
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3.1.2.2.1.3 Separaciéon de la fibroina

Se procedio con la purificacién de los capullos de Bombyx mori seleccionados, a
través de la eliminacioén de la sericina por un proceso denominado desgomado, que
separa la fibroina de la sericina. Es ultimo componente es una glucoproteina soluble
en agua que se encarga de unir los filamentos de fibroina y, aunque contribuye
aumentando las propiedades mecanicas de la seda, tiene efectos perjudiciales

biolégicos sobre la integracion de la seda en dispositivos opticos y biomédicos [183].

Por lo anterior, para el desgomado, se preparo una solucion de carbonato de sodio
Na.COs y agua destilada en una relacion molar 1:1000, la cual fue llevada a
agitaciéon magnética a 80°C. Después de alcanzar dicha temperatura, los capullos
previamente seleccionados y cortados fueron agregados y sumergidos totalmente
en este medio liquido manteniendo una relacidon de aproximadamente el 1 % p/v
(pesol/volumen), en condiciones de agitacion y temperatura constantes por una
hora. La fibroina obtenida presenta una apariencia similar al algodon, se retira de la
solucion y es lavada manualmente con agua destilada aproximadamente 3 veces,

para dejar secar a temperatura ambiente durante 24 horas.

3.1.2.2.1.4 Disolucién de la fibroina

Dado que la proteina es insoluble al agua se vuelve necesaria su disolucion en una
solucién salina o acida [184], por lo tanto, se prepard una solucién 1:8:2 molar de
cloruro de calcio CaClz, agua destilada y etanol C2HsO respectivamente. Dado que
esta reaccion es exotérmica, debié agregarse de forma moderada el CaClz y
alternadamente, adicionar en trozos pequenios la fibroina desgomada obtenida en
el proceso anterior, de igual manera, se requiere que el beaker donde se realice el
proceso se encuentre sellado, puesto que el etanol es volatil y genera evaporacion.
Esta etapa se realizd6 en agitacion magnética constante con un rango de
temperatura entre 45 y 55 °C por una hora o hasta que la seda se disolviera por

completo, formando una solucion altamente viscosa con una conductividad eléctrica
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alta perjudicial para el proceso de fabricacién de peliculas, por lo que se hace

necesario realizar un proceso de dialisis [185].

3.1.2.2.1.5 Dialisis

La dialisis permite realizar un intercambio de iones entre agua destilada y la solucion
previamente cargada por el CaClz y C2HsO mediante el uso de membranas de
acetato de celulosa, que fueron hidratadas por inmersion en agua destilada y
posteriormente se les fue retirado el exceso de agua para verter la solucion de
fibroina, cuidando mantener los extremos sellados con pinzas para evitar fugas. Una
vez lleno el tubo de didlisis con la solucién de fibroina, fue dispuesto en un recipiente
con agua destilada y sumergido totalmente para que se diera un intercambio iénico
uniforme, con un recambio de agua cada 2 horas durante las primeras 12 horas,
luego cada 5 horas por 24 horas y finalmente 2 veces al dia hasta completar minimo

3 dias una vez iniciada la didlisis.

Tras este proceso, la solucién acuosa de fibroina de seda debe ser almacenada en
la nevera por el lapso maximo de 30 dias, antes de que esta se degrade por

completo [186].

3.1.2.2.1.6  Obtencion y concentracion de la fibroina

Una vez se finaliz6 el proceso de didlisis el producto final fue una solucion de fibroina
con concentracion desconocida, por lo que se procedi6 a calcular su concentracion
por medio del peso obtenido después de secar totalmente varias muestras de la
solucion a 80 °C por 1 hora, las concentraciones de esta solucion oscilaron entre
1,5y 2,5% de fibroina, razén por la cual en algunos casos fue necesario llevar la

solucion a la concentracion requerida por medio de la evaporacion del agua.

3.1.2.2.1.7 Caracterizacion de la fibroina

La fibroina extraida fue caracterizada por medio de Espectroscopia Infrarroja por
Transformada de Fourier (FTIR), con la finalidad de determinar los grupos
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funcionales y componentes principales que componen la fibroina extraida, se
procedi6 a realizar un analisis infrarrojo de una porcion de un scaffold en un rango

de barrido entre 400 y 4000 cm y un namero de ciclos de 24.

3.1.2.2.2 Caracterizacion quitina y quitosano

Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier (FTIR) y difraccion de rayos
X (DRX)

Con la finalidad de determinar los grupos funcionales y componentes principales del
quitosano y la quitina, se procedidé a realizar un andlisis infrarrojo al polvo de la
quitina y el quitosano en un rango de barrido entre 400 y 4000 cm™ y un nimero de
ciclos de 24.

Por medio de la técnica de difraccion de rayos X, se determind la presencia de
quitina y quitosano usando la radiacion de Cu Ka (A = 0,1542 (A) se realizd a

diferentes angulos, con pasos de 0,02 ° por segundo.

3.1.2.3 Sintesis de peliculas

Las peliculas se fabricaron con diferentes cantidades de quitosano al 50 y 100%
p/p, 50 y 100% v/v de fibroina de seda, 20% p/v de quitina respecto al quitosano,
5% de entrecruzante (glutaraldehido) y 25% de plastificante (glicerina) respecto a la
cantidad de quitosano usado. Para los ensayos preliminares se utilizaron otros
porcentajes de fibroina de seda, quitosano y glicerina que seran detallados en la
siguiente seccion. Las peliculas se elaboraron por el método de vaciado de placa
(casting). Para preparar cada cantidad de solucién de quitosano, se diluyé en una
solucion acuosa de acido acético al 1% (v/v) en agua destilada, bajo agitacion
magnética durante 2 horas a una temperatura de 60 °C. Es importante referir que la

fibroina siempre se encontrd en solucion.

Para la muestra M1, se agrego el plastificante en la solucion diluida de quitosano y

se dej0 en agitacion continua por 15 minutos para posteriormente, agregar el
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entrecruzante y realizar el envasado en el molde. En la muestra M2, nuevamente
se agrego el plastificante en la solucion diluida de quitosano y se dejé en agitacion
continua por 15 minutos, paralelamente a este proceso, la solucién de fibroina se
tenia bajo agitacion magnética. Después, la solucién de quitosano se mezcl6 con la
solucion de fibroina para posteriormente, agregar el glutaraldehido y realizar el

envasado en el molde.

La muestra M3, se preparé agregando particulas de quitina en la solucién de
quitosano, luego, se dejé en agitacion magnética por 15 minutos, se agrego el
plastificante y después de 15 minutos, se adiciono el entrecruzante para finalmente

realizar el envasado de la mezcla final.

Por ultimo, la muestra M4 que contiene los tres polimeros, se elaboré agregando
quitina en la solucidn de quitosano, y luego de mantener en agitacion magnética la
fibroina de seda, se mezcld con la solucidn heterogénea de los polisacaridos y se
agito por 15 minutos. Seguidamente, se adiciono el glutaraldehido y se vertié en las
placas de vidrio.

Todas las peliculas fabricadas con sus diferentes concentraciones fueron secadas
a temperatura ambiente por 48 horas. Luego de este tiempo, las peliculas
preparadas se retiraron cuidadosamente del molde, se envolvieron en papel film y
se guardaron en un desecador. En la Figura 13, se muestra esquematizado el
proceso para la preparacion de las peliculas poliméricas para cada uno de los

formulados.

Para M1 1 Plastificante 3+ Entrecruzante

Quitosano
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Figura 13. Esquematizacion del proceso de fabricacion de diferentes muestras de las peliculas
poliméricas para posible reemplazo dural.
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3.1.2.3.1 Prueba preliminar

Para la determinacion de los porcentajes de los materiales a usar en la fabricacion
de las peliculas para posible reemplazo dural, se realizaron cuatro fases
preliminares en donde se estudiaron caracteristicas organolépticas, con el fin de
determinar cuales formulaciones eran las indicadas en cuanto a elasticidad,
transparencia y rugosidad para los ensayos y caracterizaciones previamente

mencionadas.

En la Tabla 3 se muestran las concentraciones usadas en los ensayos preliminares
y se resaltan en negrita los porcentajes de las muestras F27, F28, F29 y F30 que
fueron las seleccionados de acuerdo a los resultados obtenidos. Para poder llegar
a esta eleccién, es necesario informar que desde la fase 1 se determin6é que la
contraccion de 50% de fibroina y 50% de quitosano era adecuada para realizar los
siguientes ensayos. En la fase 2, se evalud la influencia del entrecruzaste
(glutaraldehido) y el plastificante (glicerina/glicerol) en el resultado final de las
peliculas, por tanto, en la fase 3, se descarté el glicerol y las peliculas fueron
fabricadas solo con glicerina, ademas fue evaluado el comportamiento de la quitina.
Teniendo en cuenta los estudios anteriores, en la fase 4 se retoma nuevamente el
glicerol y la glicerina, pero con nuevas concentraciones, asi mismo, se valora
detalladamente la interaccion del contenido de la quitina respecto a la unioén del

quitosano y la fibroina.

Por consiguiente, en la Tabla 4 se presentan 4 formulaciones seleccionadas
después de los ensayos anteriores y seran denominadas M1, M2, M3 y M4, desde
este punto en adelante. Es importante mencionar que M4 se utiliza con el fin de
realizar comparaciones respecto a las otras concentraciones seleccionadas, para
los ensayos realizados a las peliculas con potencial aplicacion en reemplazo de

duramadre.
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Tabla 3. Formulaciones preliminares de las peliculas para posible reemplazo dural

Glutaraldehido

Fibroina Quitosano  Quitina (g/g (g/g

Fase Muestra Glicerol (g/g  Glicerina (g/g

(p%) (p%) guitosano) compuesto) guitosano) guitosano)

F1 30 70 1,5
F2 100 15
F3 70 30 2,5

Fase 1 F4 50 50 - 5 1,5 -
F5 50 50 2,5
F6 30 70 2,5
F7 100 - -
F8 50 50 5 1,5 -

Fase 2 F9 50 50 i - 1,5 -
F10 50 50 5 - 1,5
F11 50 50 - - 1,5
F12 50 50 1,5
F13 30 70 1,5

Fase 3 F14 10 90 20 ° ] 1,5
F15 - 100 1,5
F16 50 50 i
F17 - 100

Fase 4 £18 50 50 20 5 20 -
F19 - 100
F20 50 50

Fase 4.1 F21 - 100 i 5 - 20
F22 - 100 20
F23 50 50 i
F24 - 100
Fase 4.2 Eo5 50 50 20 5 30 -

F26 100
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Fase 4.3

F27 100 ]
F28 50 50
F29 - 100
F30 50 50 20

30
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Tabla 4. Formulaciones seleccionadas de las peliculas para posible reemplazo dural

Muestra contenido
Fibroina  Quitosano Quitina Glutaraldehido  Glicerina
(p%) (0%) (9/9 (9/g (9/g
quitosano)  compuesto)  quitosano)
M1 - 100 _
M2 50 50 _
M3 100 20 5 30

3.1.2.3.2 Caracterizacion de peliculas

3.1.2.3.2.1 Espesor de peliculas

La medida de espesor de las peliculas fabricadas se realiz6 con un calibrador
digital y con medicion de las imagenes obtenidas por microscopia electrénica de
barrido (SEM). El espesor se tomo en diferentes regiones de la pelicula, con el fin
de que las medidas quedaran de forma homogénea si en algun caso habia
imperfecciones. Por lo tanto, el grosor se da como el promedio de los valores

medidos.

3.1.2.3.2.2 Microscopia electrénica de barrido (SEM)

La estructura y morfologia de la superficie de las peliculas fue analizada utilizando
un microscopio electrénico de barrido (SEM) JEOL -JSMia 6490 LV).

3.1.2.3.2.3 Ensayos de resistencia mecanica

La evaluacion de la resistencia a la traccion de las diferentes formulaciones de
peliculas poliméricas se realiz6 en la maquina universal de ensayos, con una
celda de carga de 500 N a una velocidad de 5 mm/min, caracteristicas previstas
bajo la norma ASTM D882. Las muestras usadas en esa prueba fueron cortadas
en rectangulos con dimensiones de 15 mm de ancho y 60 mm de largo, con un
refuerzo de etilvinilacetato (foamy) en los extremos. como se muestra en la Figura
14.
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Figura 14. Probetas para el ensayo de traccion

3.1.2.3.2.4 Ensayo de degradacion

Para la evaluacion de la estabilidad de las peliculas se realizaron pruebas de
degradacion, con el fin de evaluar el comportamiento del material sometido a
condiciones fisiolégicas simuladas en SBF, para lo cual tres réplicas de cada
formulacién se sumergieron en SBF a 37 °C durante 1, 7, 14, 21 y dias.

Se evalug la pérdida de peso en las muestras y la variacion del pH en la solucion
en los dias mencionados. Cada periodo de tiempo las muestras eran retiradas del
SBF (para evitar la acidificacion) y secadas a temperatura ambiente durante 1
hora con el fin de eliminar el exceso de humedad, para luego proceder con el

pesado de las mismas.
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3.1.2.3.2.5 Ensayos de mojabilidad

Se depositd una gota de agua destilada con el goniometro sobre la superficie
sélida lo que permiti6 medir el angulo formado por la gota al entrar en contacto

con la superficie de la pelicula.

3.1.2.3.2.6  Ensayos de propiedades antimicrobianas

La actividad antimicrobiana se desarrollé bajo las recomendaciones del Comité
Nacional de Control de Normas de Laboratorio Clinico (NCCLS) [67]. Se cortaron
en forma aséptica discos de 12 mm de diametro de papel filtro, que se
sumergieron en las soluciones de las respectivas peliculas y se colocaron en una
placa de Petri conteniendo 100 ml de agar nutritivo (Escherichia coli) y Baird-
Parker (Staphylococcus aureus), previamente sembradas con un césped
bacteriano de la cepa en estudio. Como control del ensayo se utilizé una placa de
Petri igualmente sembrada con la cepa respectiva. Las placas se incubaron a 37
°C durante 24 h. Finalmente, con un modelo digital Vernier Mitutoyo MDC-1 "PX
(Kawasaki-Shi, Kanagawa, Japon), se midié el diametro de inhibicion y con la

siguiente Ecuacion 1 se calculo el porcentaje de actividad antimicrobiana:

o diametro final — didmetro inicial
%bhalo de inhibicion = diametro findl X 100
i i

Ecuacién 1 Halo de inhibicion

3.1.2.3.2.7 Ensayos de biocompatibilidad in vitro

Ensayo de toxicidad AlamarBlue

Los fibroblastos se sembraron en placas multi-pocillo de 96 pocillos a una
concentracion celular de 8.000 células/pocillo. Posteriormente, las células se
incubaron con distintas concentraciones del extracto de las peliculas durante 24

horas a 37 °C y 5% de CO2. Trascurrido el periodo de incubacion se evaluo la
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viabilidad celular mediante un ensayo colorimétrico con el reactivo AlamarBlue.
Se midio la absorbancia a 570 nm y 655 nm. El AlamarBlue ® es un indicador de
la viabilidad celular demostrado, que utiliza el poder natural de la reduccién de las
células vivas para convertir resazurina a la molécula resorufin. El principio activo
de AlamarBlue ® (resazurina) es un compuesto no téxico, la célula es permeable
al colorante de color azul y no fluorescente de forma virtual. Al entrar en las
células, se reduce la resazurina a resorufin, que produce un compuesto de color
rojo. Las células viables convierten continuamente la resazurina a resorufin,
generando asi una medida cuantitativa de la viabilidad y citotoxicidad [187]. Dada
la relacion directa entre unidades de absorbancia y la viabilidad celular, el calculo
de la viabilidad se realiza respecto a las células control (sin tratamiento) mediante
la siguiente Ecuacion 2:

Absorbanciayestra
%Viabilidad = * 100
%Viabilida Absorbancia ontror

Ecuacion 2 Viabilidad celular
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CAPITULO 4: RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Caracterizacion de la materia prima

4.1.1 Fibroina de seda

4.1.1.1 Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier (FTIR)

100 ]

99,5

99

98,5

98

%Trasmitancia

97,5

97

96,5 —
1672 1595 1518 1441 1364 1287 1209 1132 1055 978 901

Longitud de onda (cm-?)

Figura 15. FTIR de scaffold de fibroina liofilizada a partir de la solucidn extraida. En azul las
amidas correspondientes a la seda | t el morado las correspondientes a la seda Il

Como se menciond en el marco tedrico la estructura de la fibroina consiste en una
cadena de aminoécidos, pero al ser una proteina presenta gran variacion en su
organizacién que puede ser en laminillas que son las denominadas laminas B y

se presentan normalmente cuando la fibroina se encuentra en forma de fibra o en

66



CAPITULO 4

forma helicoidal juntos con aire o agua [32]. En la Figura 15, se presenta el
espectro infrarrojo de la fibroina obtenida por el método de extraccion descrito
previamente, la region de interés para este tipo de material se encuentran
generalmente entre 1000 cm™ y 1800 cm?, puesto que es la zona caracteristica
de las amidas principales que caracterizan la estructura molecular de la fibroina,
sin embargo, se tiene reporte de que en el rango de 1400 y 1650 cm se presenta
otra region de interés, donde es posible encontrar bandas caracteristicas de
sericina [184]. También es necesario indicar que dependiendo de la region donde
se encuentre la banda de vibracion en el espectro, se puede hablar de las
estructuras de la fibroina, sea helicoidal conocida como seda | o laminas
denominada también como seda Il. En la figura anterior, se evidencia que para
seda la | o estructura helicoidal, la presencia de la amida | en aproximadamente
1647 cm™, la amida Il alrededor de 1514 cm™ y la amida Il aproximadamente en
1233 cm y para la seda Il o laminas B se evidencia la presencia de las amidas |
y Il aproximadamente en 1634 y 1531 cm™ respectivamente, la amida Il
normalmente se encuentra en 1265 de acuerdo con diferentes autores, sin
embargo en el espectro mostrado no se diferencia, debido a que posiblemente
esté un poco solapada con la banda de vibracién de la amida Ill de la seda |, la
cual se observa bastante amplia [32],[166],[186]. Asi entonces La aparicion
principalmente de las amidas tanto de la seda | como Il, indican que la
organizacion de la fibroina obtenida coincide con lo reportado en la literatura para
estructura helicoidal y laminas 3, concluyendo asi que el material fue extraido de

manera satisfactoria [188].

4.1.2 Quitina y quitosano

4.1.2.1 Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier (FTIR)
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Figura 16. Espectro infrarrojo de absorbancia del polvo de quitosano

La Figura 16 muestra el espectro de absorcion FTIR del quitosano comercial
(Sigma Aldrich) con desacetilizacion del 75 % empleado para la fabricacion de las
peliculas poliméricas. Se evidencia una banda ancha asimétrica debida a
vibraciones OH que se extiende desde 3670 a 2600 cm™. Bandas de modos de
estiramiento NH a 3370 y 3300cm, asi como los de grupos CH a 2930 vy
2880 cm aparecen superpuestos a la banda ancha OH; La banda con niimero
de onda 1.600 cm™ es caracteristica de una amida I, y a 1590 cm-1 se puede
observar la inflexion del grupo NH2. A 1250 cm™ se encuentra la vibracién de
estiramiento C—N y las bandas entre 1250 y 800 cm™ son estructuras de tipo
sacarido del quitosano, tal como lo reporta Boonsongrit [189]. Si bien, el espectro
de polvo de quitosano utilizado para la preparacion de peliculas muestra las
bandas caracteristicas de este polisacarido informadas por otros autores
[190],[191],[192].
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Los espectros infrarrojos de transformada de Fourier del polimero de la quitina se
muestran en la Figura 17. En primera instancia, es importante mencionar que, en
base a su arreglo molecular, la quitina se encuentra presente en la naturaleza en

tres formas cristalinas diferentes (a, By y) [193].

Los espectros revelan la presencia de los grupos hidroxilos que pertenecen a una
banda ancha ubicada en 3620 cm, acorde con lo reportado por otro autores
[194],[88] siendo esta banda mas pronunciada en la muestra de quitina que en el
quitosano. De igual manera, se observan tres sefiales particulares del grupo
funcional amida a 1554, 1614 y 1668 cm™. Se ha reportado que los espectros de
las quitinas se caracterizan por tres bandas, que corresponden al doble enlace
C=0 (para la transmitancia localizada en el nUmero de onda 1668 cm™). La banda
presente a 1554 cm™ es promovida por la flexion del enlace N-H en el grupo amida
[195]. Se debe indicar que la banda de 1668 cm™ corresponde al grupo amida I,
la cual es caracteristica para quitinas con conformacion cristalina tipo a [196]. Esta
banda caracteristica es usada para distinguir entre a-quitina y la B-quitina, ya que
en el caso de la -quitina una sola banda puede ser observada entre 1656 y 1668
cmt [197].

Por lo anterior, con la espectroscopia infrarroja, se comprobd la existencia de

grupos funcionales reportados en el estandar de quitina en otras investigaciones
[198], [199].
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Figura 17. Espectro infrarrojo de absorbancia del polvo de quitosano
4.1.2.2 Difraccion de rayos x (DRX)

En el difractograma del quitosano se observa un maximo de difraccibn mas

intenso aproximadamente a 20 ° (20), que el mostrado alrededor de 10 ° (260),

como se presenta en la Figura 18. La forma hidratada del quitosano presenta dos

reflexiones, a 10 ° y aproximadamente a 20 °, la forma anhidra exhibe un pico en

20 cerca de 15 ° [200]. Tras el analisis del espectro obtenido, se puede apreciar

gue la muestra de quitosano se caracteriza por poseer una fase cristalina y

amorfa, lo cual coincide con lo reportado por Hidalgo et al.[201] y Prashant et al.

[195]. De igual manera, en la Figura 19, se muestra el difractograma de la quitina

donde se evidencia un pico principal de gran intensidad a 26= 20.5 ° y un pico

secundario en 28= 10 °, siendo los mismos dos picos del quitosano, pero con una

mayor intensidad. Ambas muestras presentan espectros similares a los

reportados en la literatura [202],[203],[204]. Al igual que en la quitina, las

moléculas de quitosano en estado sélido estan organizadas en regiones
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cristalinas, y coexisten con regiones amorfas, por lo que se demuestra la

estabilidad de la estructura de los biopolimeros, asi como lo refiere [205].
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Figura 18. Difractograma de rayos-X del quitosano.
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Figura 19. Difractograma de rayos-X de la quitina.
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4.2 Sintesis de peliculas

4.2.1 Caracterizacion de peliculas

42.1.1 Espesor de peliculas y morfologia

Las propiedades biologicas y la durabilidad de la vida Gtil de las peliculas se ven
dramaticamente alteradas por este parametro. Los valores encontrados en las
mezclas previamente preparadas se observan en la Figura 20, ademas las
imagenes de la Figura 21 obtenidas bajo SEM mostraron que la morfologia y la
topografia de la superficie de las 4 membranas eran considerablemente
diferentes.
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Figura 20. Espesor de las peliculas en los dias 0 y 28

Los resultados del espesor fueron obtenidos en el dia 0 y 28 en condiciones
diferentes. Para el dia 0 el espesor fue medido después de 72 horas de finalizado
el proceso de secado de las peliculas. Por otro lado, el dia 28 se realiz6 la medida

después de estar inmersa en SBF.
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Figura 21. Micrografias de las peliculas preparadas.

Los valores promedio del espesor de las peliculas evaluadas al dia 0 como se
muestra en la Figura 20 presentaron una tendencia, que al poseer en su estructura
mas de un polimero el espesor de esta aumenta, la desviacion esté relacionada

por la no homogeneidad de las peliculas en su superficie mostrando una
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estructura heterogénea para el caso de las peliculas M2 y M4 tal como se observa
en la Figura 21; pero al observar la pelicula M1 su desviacion es estrecha debido
que la superficie superior e inferior es lisa, homogénea y sin poros visibles, por
otro lado en la pelicula M3 la superficie superior es lisa, con estructura poliédricas
pequeias y dispersas debido a la quitina. Cabe aclarar que las mezclas
preparadas muestran heterogeneidades superficiales perceptibles, la razén de
esta morfologia superficial es que los polimeros no son totalmente solubles
completamente entre si, generando superficies rugosas (M2 y M4) que pueden

causar la dispersion de la luz y la disminucion de la transparencia.

Por otro lado, debido a una aceleracion en el intercambio dinamico de humedad
entre el ambiente y la muestra, las peliculas evaluadas a 28 dias mostraron una

relacion entre el contenido de quitosano y espesor directamente proporcional.

Una caracteristica deseable es el grosor similar a la duramadre humana, que se
reporta cerca de 0.3 mm [8], aunque las peliculas no poseen un grosor similar, si
se obtuvo una membrana mas delgada que un sustituto de duramadre que se usa
a menudo en la practica clinica como DURAGEN que tiene espesor de 0.4mm
[120].

Al poseer peliculas tan versatiles y con la funcién de incrementar el espesor para
gue sea mas similar a la duramadre, se podria plantear membranas de dos capas
entre las mismas peliculas obtenidas, con una porcién porosa y una no porosa
debido a que la heterogeneidad de la peliculas permite: (a) La porcion porosa es
importante porque en la ingenieria de tejidos, las estructuras de poro
interconectadas permiten el paso de factores de crecimiento, migracion celular y
neo vascularizacién; sin embargo, estas estructuras no son muy resistentes ante
las cargas, por lo que se rompen facilmente. (b) La parte no porosa proporciona
una mayor resistencia mecanica, y los injertos se pueden suturar para garantizar
gue permanezcan fijos [8]. La capa porosa estaria dada por la fibroina de seda

gue forma estructuras organizadas con patrones caracteristicos, y la capa no
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porosa por el quitosano que tiene una superficie relativamente lisa y plana y no

tiene alta rugosidad.

Dado que un sustituto dural ideal debe de ser suturables, esta combinacion

permitiria un cierre hermético.

4.2.1.2 Propiedades mecéanicas

La eficacia clinica de los sustitutos durales puede aumentarse a través de una
mejor replicacibn mecanica del tejido dural enddgeno, la similitud de las
propiedades mecdanicas es deseable para mejorar la imitacién del tejido, que es
necesario para soportar efectivamente las cargas in vivo [40]. Existe una escasez
de estudios que detallan la respuesta mecanica de la membrana meningea y las
capas individuales [40]. Por el contrario, la duramadre del nervio 6ptico o la vaina
del nervio optico y el tejido de la duramadre de la médula espinal estan
relativamente bien estudiados, dado que es posible encontrar reportes que indican
gue estos tejidos se caracterizan por poseer un comportamiento anisotrépico y

viscoelastico [206].

La resistencia a la traccion en términos de esfuerzo maximo y médulo de Young
se midieron para la determinacion de la resistencia de las diferentes muestras (M1
100CS, M2 50CS50SF, M3 100CS/quitina y M4 50CS50SF/quitina)

En la Figura 22 se presentan los resultados obtenidos del esfuerzo maximo
soportado por las peliculas. Si bien, la resistencia mecanica a la traccién esta
estrechamente relacionada con la adiciébn de la quitina. La quitina al tener
particulas irregulares y textura rugosa en la superficie, permite incrementar el
modulo de Young y la resistencia a la rotura [207]. Para las muestras M2 y M4 no
se observa muy bien la diferencia de cambio de valores, no obstante, es posible
evidenciar que la adicién de quitina ayudé a disminuir la variabilidad de los datos
y esto puede ser atribuido al aumento de los enlaces intermoleculares entre los

grupos funcionales de la fibroina de seda y la quitina. Caso contrario sucede con
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M1 y M3, que al agregar la quitina el esfuerzo maximo y el modulo de Young

(Figura 22, Figura 23) se incremento un 42% y 47% respectivamente.
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Figura 22. Esfuerzo maximo de las peliculas ensayadas
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Figura 23. Médulo de elasticidad de las peliculas ensayadas

Las curvas de esfuerzo-deformacion entre las peliculas M1 - M3 y M2 - M4
mostraron una forma similar observadas en la Figura 24, donde se logra
evidenciar que las peliculas formadas son rigidas debido a que presenta alta
resistencia a la deformacion. Igualmente, se puede apreciar que se requiere de
grandes esfuerzos para lograr deformar la probeta, lo cual da indicios de que el
comportamiento mecanico de estas peliculas corresponde a un material rigido y

fragil.

Dejando de lado la resistencia a la tension, se debe considerar el aspecto de la
deformacion, ya que el proposito principal de incorporar el plastificante a la
solucion, radica en contribuir con el componente elastico del material, permitiendo
porcentajes de deformacion mayores para ser considerado un sustituto dural. Lo
anterior con el fin de que a la hora de ser utilizados tengan la flexibilidad suficiente
debido a que las fibras, en particular las elasticas, aportan propiedades

viscoelasticas al saco dural. Un mayor estiramiento permite una compresion radial
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sobre su circunferencia y facilita la acomodacién de los cambios dinamicos de
volumen de LCR [208].

La funcion principal de la inclusion de un plastificante es actuar como lubricante
en la estructura del polimero, permitiendo una mejor fluidez del material cuando
se le aplican esfuerzos, pero debido al mayor movimiento de cadenas en direccién
del esfuerzo de tension, la resistencia del material disminuye porque las cadenas
moleculares “fluyen” en direccidn de la fuerza aplicada [209]. Como un factor
proporcional, a mayor cantidad de plastificante, mas fluiran las cadenas y menor
sera la resistencia del material. No obstante, aunque el material esta plastificado

no fue suficiente para reducir su rigidez y aumentar su elasticidad.
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Ahora, teniendo en cuenta los datos presentados en la Tabla 5, se evidencia que no
existe una relacion entre el espesor y las propiedades mecanicas, aunque sé creeria

gue, a mayor grosor, mayor fuerza se requiere para romper la pelicula.

Tabla 5. Propiedades superficiales y mecanicas de las peliculas

Espesor Resistencia
Muestra (rFr)1m) alarotura | Mdédulo de Young (MPa)
(MPa)
0.0487 +
+ +
M1 0.0009 8,27+1.1 61.53 +10.2
0.0464 +
M2 0.0057 13.4+2.38 269.5 + 39.0
0.0578 +
+ +
M3 0.0028 11.7+ 3.1 112.2 £51.2
0.0605 +
+ +
M4 0.0032 109+1.3 203.7 £ 18.0
Duramadre 1-0.32 8.80+1.37 2.75 +1.41
[208] [170] [170]

* Los datos presentados son el promedio de seis andlisis con su respectiva desviacion estandar.

Diferentes autores han enumerado las funciones mecéanicas de la duramadre: ser
una membrana protectora para el cerebro sensible, mientras que, por otro lado,
protege los huesos del craneo contra las pulsaciones del cerebro; para transferir
tensiones de un hueso a otro, al menos en el crAdneo adolescente con sus suturas
no fusionadas; y para reducir las ondas de presion en el LCR mediante la
compartimentacion de la cavidad craneal [210]. El limite de resistencia a la traccion
y la rigidez son mayores en sentido longitudinal que en sentido transversal y su
capacidad de relajacion que presenta este tejido demuestra sus propiedades

viscoelasticas [208].

En general, se observé que las propiedades mecénicas de las peliculas de la mezcla
son bajas. El bajo rendimiento mecanico se atribuye al método de fabricacion
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utilizado, podria deberse a la disminucion de la homogeneidad de las mezclas
después de la evaporacion del disolvente y mas fuerte que las interacciones
repulsivas [211]. Basandose en el resultado de las propiedades mecanicas del
compuesto general, es posible que el material pueda rediseflarse con mejores

propiedades mecanicas en trabajos futuros.

421.3 Evaluacion de la bioactividad

42.1.3.1 Variacion del peso

Algunos polimeros naturales usados como biomateriales son caracterizados por su
biodegradabilidad. Este término hace referencia a la transformacion y deterioro que
se produce debido a la accion de enzimas y/o microorganismos como bacterias,
hongos y algas. La biodegradacion puede ser parcial o total. La primera consiste en
la alteracién en la estructura quimica del material y la pérdida de propiedades
especificas. En la total, el material es degradado totalmente por la accion de
microorganismos con la produccion de CO:2 (bajo condiciones aerobicas) y metano
(bajo condiciones anaerdbicas), agua, sales minerales, biomasa o temperatura [65],
[212]. En este proceso se presenta comUnmente variaciones en el valor del pH y
variacion de masa. Asi entonces, cuando se trata de un material que estara en
contacto con el cuerpo, se debe tener especial cuidado con estas alteraciones,
puesto que un cambio de masa induce a que el material libere particulas que

podrian ser perjudiciales si estdn en contacto con el organismo [213].

En consecuencia, con lo anterior, los seres vivos poseen una compleja pero
estructurada organizacion, que le permite identificar, rechazar o admitir cualquier
cuerpo extrafio introducido en él. Las interacciones de cualquier sustancia de origen
natural o sintético con el medio fisioldégico determinan el periodo necesario para su
reconocimiento y la intensidad de la reaccion del organismo para rechazar o asimilar
el cuerpo extrafio introducido y restablecer asi el equilibrio interno [91], por lo tanto,

en la Figura 25 se presenta los datos del ensayo de degradacion, que permitieron
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obtener informacion sobre la variacidon del peso, hinchamiento, y pérdida de material

para cada una de las peliculas en los dias 1, 7, 14, 21y 28.
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Figura 25. Variacion del peso al estar las peliculas inmersas en SBF

El tiempo 0 corresponde al dia en que las peliculas fueron sumergidas por primera
vez en SBF, con esto se busco evitar que se midiera un aumento en el peso causado
por la absorcion de agua de las muestras. Sin embargo, después de 24 horas, se
evidencia variacion de peso en todas las muestras y a partir del dia 7, se presenta
un estado estacionario. Este fendmeno permite inferir que el incremento de peso es
debido a un comportamiento de hinchamiento sufrido por las peliculas al estar en
contacto con el fluido, denotando ademas que, las muestras M1 y M3 conformadas
por el mayor porcentaje del polisacérido (quitosano y quitina) presentan un aumento
mucho mas pronunciado respecto a M2 y M4 que ademas de tener 50% de

guitosano, estan formadas con fibroina, por lo tanto, resulta apropiado afirmar que
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el aumento de masa esta estrechamente relacionado con el aumento del porcentaje

de quitosano.
A partir del dia 14, en todas las muestras se presentan algunas éareas de
degradacion en la textura y deformacion de la forma del contorno, especialmente en

las formulaciones de M1 y M3, tal como se presenta en la Figura 26.

Semana tres en SBF

Semana dos en SBF ’ \
- By y
N y '
L2 3 e
) Yy 4 ) "~ e
2 'M\‘\ L5 s \'.‘;’f;‘ Didn !42': -
& 4 ; :
2\ ] v
L) " .
B e =
S o 4 \ )
Dser”/ S . / "\
" WL R39S
AN ~) \ ,-;a‘;.gf- % q .
L 2N i ! 8 ~
s = 4 - COPS ST s e Vo,
S) Semana cuatro en SBF

Figura 26. Degradacioén en el contorno de las peliculas en los dias 7, 14 y 21.

Estos resultados son acordes con el estudio de degradacion in vivo desarrollado por
Pogorielov et al. [177] quienes en el injerto de quitina-quitosano usado para
duraplastia, indican que la perdida de material comenz6 en los bordes de las
muestras dentro de las dos semanas posteriores a la implantacion, siendo estos

mas delgados (en un 10-15%) en comparacion con la zona central.
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El ensayo se prosiguié hasta después del dia 28 para determinar el tiempo de
perdida completa de masa, pero aun después de este tiempo se corrobora delgadez
de las esquinas de todas las peliculas y que la biodegradacién habia ocurrido. Sin
embargo, no se habia producido una degradacién completa durante el experimento,
por lo que seria necesario realizar un estudio mas prolongado para observar la

degradacion completa de las peliculas fabricadas.

Teniendo en cuenta lo anterior, es posible indicar que las peliculas no sufren una
disolucién o degradaciéon temprana al encontrarse sumergidas en SBF. En otras
palabras, a mayores porcentajes de quitosano y mayor tiempo de inmersion hay una
menor resistencia a la degradacion o pérdida de material, lo que indica que el
guitosano genera una rapida desintegracion. Por lo tanto, es necesario que se
encuentre un equilibrio entre la interacciébn molecular de los componentes de las
peliculas y el medio fisiolégico, para que las peliculas inicien su proceso de

degradacion y pérdida de masa.

Los resultados anteriores permiten considerar que probablemente las peliculas de
guitosano posean una mayor afinidad a las moléculas de agua, debido a que la
molécula del polisacarido en la pelicula se encuentra protonada, ocasionando
repulsion entre ellas mismas, disminuyendo las interacciones secundarias, tipo
enlaces de hidrégeno intermoleculares, logrando por consiguiente, espacios vacios
en la red polimérica compuesta y en los cuales puede penetrar la molécula de agua
[202]. Estos intersticios 0 espacios se corroboran también en las micrografias
obtenidos por medio del SEM (Figura 21). Por otro lado, es significativo considerar
gue la capacidad de hinchamiento en las peliculas puede ser regulada por medio
de procesos de entrecruzamiento, debido a la disminucién de grupos aminos libres
capaces de formar enlaces de hidréogeno [214]. Ademas, se debe considerar ante
el comportamiento de las peliculas en el proceso de degradacion, el caracter
hidrofilico que proporciona el plastificante (glicerina) [215], que no solo se encarga
de reducir las fuerzas de friccion entre cadenas poliméricas mejorando las

propiedades mecanicas, sino que puede decirse que el efecto de plastificacion con
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glicerol o glicerina promueve la movilidad de las cadenas, facilitando la difusion de
las moléculas de oxigeno e hidrogeno a través de la pelicula, aumentando la
capacidad de hinchamiento [216]. Por lo anterior, parece adecuado, de acuerdo con
Rodriguez-Nufiez et al. [217] informar que la adicion de plastificantes en la
preparacion de peliculas es beneficiosa, causando que la solubilidad disminuya

debido a la formacion de enlaces de hidrégeno entre el quitosano y el plastificante.

La facilidad de un biofilm para absorber agua es un aspecto muy importante al
evaluar su propiedad para ingenieria de tejidos, por ello, resulta beneficioso que las
peliculas fabricadas como potencial reemplazo dural presenten un proceso de
hinchamiento en la degradacion, puesto que demuestra su poder para absorber
agua y esto provoca un cambio morfoldgico al darse la expansién y una tensién en
las cadenas poliméricas, exponiendo caracteristicas deseables como estabilidad en
tamano y forma durante el crecimiento celular. Esta propiedad hace alusion al agua
presente en los poros pequefios y la que esta unida a las cadenas hidréfilas del
polimero [218]. Con esto, se denota que la capacidad de hinchamiento en el proceso
de degradacion de las peliculas desarrolladas es necesario en el reemplazo dural,
dado que es util para absorber los exudados de la herida y prevenir las infecciones
en el sitio de la lesién, lo que podria acelerar la curacién de la herida en una

intervencién de duraplastia [219], [220].

Ademas, un biofilm o apésito ideal para aplicaciones en reparacion tisular (como el
reemplazo de la duramadre) debe tener una tasa de biodegradacion proporcional a
la tasa de curacion del tejido [221], por lo cual, se informa que los productos de
degradacion de la lisozima de la quitina/quitosano son glucosamina no toxica y N-
acetil glucosamina, sustancias que podrian acelerar la cicatrizacion a través del
gueratinocito en direccion al area de la herida. Los productos de biodegradacion de
la fibroina de seda son aminoacidos como la glicina y la alanina, que tienen un

impacto significativo sobre la formacion de vasos sanguineos (angiogénesis) [222].
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Por otro lado, las peliculas al estar formadas con fibroina de seda y con la presencia
de una lamina beta altamente cristalina, tienen un mayor tiempo de degradacion, lo
gue es ventajoso en ingenieria de tejidos, donde se requiere una lenta degradacién
y buena capacidad de carga [223]. Autores como Panjapheree et al. [224] refieren
gue la rapida degradacion causa la migracion de las células madre al exterior y

reduce las sefales hacia el interior del area del defecto.

Por altimo, la biodegradacién lenta de los materiales basados en quitosano libera
oligbmeros que estimulan los fibroblastos [225]. Por lo tanto, es probable que las
enzimas contenidas en el LCR catalicen la degradacion de las membranas cerca de
los bordes de la duramadre. Entonces, se espera que en una fase in vivo, los
oligébmeros de quitosano estimulen la migracion de fibroblastos que liberan fibras de
coldgeno para reemplazar la pelicula basada en fibroina, quitina y quitosano [176]
y al mismo tiempo, se produzca crecimiento de capilares en la duramadre
conduciendo directamente a la formacién de tejido conectivo en el sitio del

reemplazo dural.

4.2.1.3.2 Variacion de pH

En la Figura 27 se presentan los valores obtenidos durante el periodo de estudio. El
comportamiento observado en esta grafica, se caracterizd por presentar tres
regiones bien diferenciadas. En la primera y tercera region (correspondientes a la
primera y Ultima etapa del proceso de inmersion), el pH se mantiene relativamente
constante; en la segunda region (correspondiente a la etapa intermedia del

proceso), en la cual, se presenta una disminucion en el pH.

86



CAPITULO 4

oMl oM2 aM3 OM4

7,6 - I

7,4 - -I_ -I- : 1
i

6,8 -

0 1 7 14 21
Tiempo de inmersion (dias)

Figura 27. Evolucion del pH durante los 21 dias de inmersién

Asi mismo, se puede determinar en esta figura, ademas, que los valores de pH de
la solucion de SBF permanecieron entre 7,4 (en las primeras semanas del proceso)
hasta aproximadamente 7,56 (en las ultimas semanas), de modo que, globalmente,
el pH aumenta al menos una décima después de los 21 dias de inmersién en SBF.
Este comportamiento es indicativo de que la reaccién de hidrélisis que se esta
llevando a cabo, aun cuando no se puede decir con certeza lo que ocurre realmente
a nivel quimico, tiene como productos de degradacion especies neutras, siendo este

un resultado favorable para futuros ensayos histolégicos en duramadre.

La variacion de pH no es muy elevada, posiblemente porque se cambi6 el SBF cada
semana. En efecto, afiadir un medio de pH igual a 7,4 cada 7 dias, no permite a la

concentracion de protones alcanzar un nivel alto.

Adicionalmente, es conveniente destacar que la diminucion en el pH de la solucion
en la primera semana toma lugar durante la misma semana en que se presento

mayor aumento de peso de las muestras, especialmente para M3 (Figura 28), la
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cual fue asociada a la etapa del proceso de hidrélisis en que las zonas cristalinas
del quitosano y la quitina fueron atacadas, como consecuencia de la mayor
movilidad y menor grado de empaquetamiento de las cadenas poliméricas, una vez
gue los segmentos localizados en las zonas amorfas de la fibroina son atacados
hidroliticamente [226] .

Teniendo en cuenta lo expuesto anteriormente, los resultados son consistentes con
el pH del LCR humano (pH= 7,36) valor reportado por diferentes autores
[36],[227],[228].

4.2.1.4 Angulo de contacto

El éxito de un biomaterial al estar en contacto con un cuerpo vivo requiere de
propiedades superficiales adecuadas [229] para evitar respuestas no deseadas del
huésped como reacciones inflamatorias, infecciones o  trombosis
[230],[231],[232],[233]. En el caso de los biopolimeros cuando se encuentran en
condiciones biologicas, depende principalmente de varios factores, entre los cuales
la humectabilidad es una propiedad fundamental para garantizar una respuesta
biolégica adecuada, como la interaccion de las células y los tejidos con el sustrato
[234]. En este sentido, la humectabilidad hace referencia a la facilidad de dispersion
del liquido en la superficie, estando directamente relacionada con las fuerzas
intermoleculares entre las fases y, en general, se estima mediante mediciones del

angulo de contacto.

Teniendo en cuenta lo anterior, la humectabilidad de las peliculas fabricadas juega
un papel importante cuando se vislumbra como posible reemplazo dural. Por lo
tanto, en la Figura 28 se presenta la cuantificacion de esta caracteristica de
superficie de las peliculas poliméricas, con sus respectivas mediciones del angulo

de contacto.
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Para el analisis se tuvo en cuenta las consideraciones de Bonn [235] quien expone
gue un angulo de contacto superior a 90 ° indica que no se prefiere la humectacion
y el liquido permanece como un reborde en la superficie. El angulo de contacto de
150 ° corresponde a una superficie super hidréfoba que muestra el efecto de loto
donde la gota cae inmediatamente y no hay contacto entre el liquido y la superficie.
Asi mismo, un angulo de contacto menor a 90 °, indica que se prefiere la
humectacién de la superficie y el liquido se extiende sobre la pelicula, mostrando

preferencia por dicho sustrato.

a M1: 83.5° b M2: 97.6°

N A

c M3: 100.4° d M4: 86.2°

A O\

Figura 28. Valores de angulo de contacto para peliculas de (a) 100% quitosano; (b) 50%
quitosano-50% fibroina; (c) 100% quitosano- 20% quitina; (d) 50% quitosano- 50%
fiborina-20% quitina

De acuerdo a los resultados obtenidos, vale la pena sefalar que la muestra
denominada como M1 (100% quitosano) posee el menor angulo de contacto, lo que

indica una mayor capacidad para absorber agua y una mayor hidrofilicidad y
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humectabilidad, lo que puede conllevar mejorar de la adhesion y proliferacion celular
para futuros ensayos histolégicos. Por otro lado, la cantidad de enlaces de
hidrogeno, disposicion y orientacion molecular de la fibroina de seda y la quitina, les
confiere propiedades hidro6fobas, por lo que el angulo de contacto arrojado es mayor
a 90 °, presentando mala humectacién para las muestras M2 y M3, posiblemente
porque las gotas del liquido se mueven facilmente por la superficie del solido sin

penetrar los poros [236].

Para la formulacion de M4 que se encuentra fabricada con los tres polimetros
(quitosano, fibroina y quitina) presenta un valor de angulo de contacto de 86,2 °,
siendo este menor a 90° a pesar de que dos de sus componentes presentan
caracteristicas hidrofobas, siendo este el hallazgo mas interesante que se puede
extraer de este ensayo. Este comportamiento probablemente fue gracias a la unién
de polisacaridos y polimeros proteinicos como la fibroina, que al estar unidos forman
capas de fibras que permiten un mejor comportamiento de las propiedades
guimicas, fisicas y superficiales en las peliculas fabricadas. Este resultado es
coherente con el estudio de Du et al [237], quienes indican que la humectabilidad
de la superficie de la mayoria de los andamios fibrosos tiende a ser hidrofilico y

podria contribuir a la proliferacion celular.

Si bien, estos resultados se encuentran estrechamente relacionados con el ensayo
de cambio de peso en el tiempo, cuando las muestras se encuentran en contacto
con SBF, indicando nuevamente que la capacidad de captacion e hinchazén del
agua es un parametro importante en las peliculas, puesto que la libre difusién del
agua determina el transporte de nutrientes y la excrecion de desechos metabdlicos
[188]. Por lo tanto, una mayor relacion de absorcién de agua o menor angulo de
contacto y buena humectacion, se traduce en estabilidad de la pelicula, un mejor
intercambio de materiales con el entorno y una interaccion Optima con células y
tejidos [238].
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4215 Estudio de hinchamiento

El grado de hinchamiento es un factor crucial para determinar la utilidad de los
biomateriales. La facilidad de una pelicula para absorber agua es un aspecto muy
importante al evaluar su propiedad para ingenieria de tejidos, debido a que
demuestra la capacidad de retencién de agua, asi como su estabilidad durante el
crecimiento celular [239]. Esta propiedad hace alusién al agua presente en los poros

pequefos y la que esta unida a las cadenas hidréfilas del polimero.

Por esta razén, al determinar dicha propiedad se realiz6 un leve proceso de secado,
por medio de papel absorbente, con lo cual se procuré eliminar el agua presente en
los poros mas grandes, debido a que esta no constituye la capacidad de absorcion

total de la pelicula.
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Figura 29. Capacidad de hinchamiento de las peliculas.

Dado que el comportamiento de hinchamiento es indicativo de reticulacion, se
midieron los valores de hinchamiento de las peliculas, lo que permitié analizar el
efecto de los polimeros en las peliculas y las curvas de hinchamiento que se

muestran en la Figura 29. En general, las peliculas se hinchan rapidamente en
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tiempos cortos, sin embargo, esta tasa de hinchamiento disminuye en tiempos mas
largos teniendo a un estado de estabilidad para todas las muestras. Los resultados
permiten evidenciar que el promedio para la muestra de soporte que esta formada
por 100% quitosano (M1), tuvo un aumento de casi 40% del peso inicial de la
pelicula, para el caso de M2 fue mas de 50%, M3 llegd cerca del 100% y para la
muestra M4, se presenté un aumento alrededor del 70% respecto a su valor inicial.
En este punto, es importante denotar que, el quitosano posee mas grupos hidrofilos
libres capaces de formar enlaces de hidrogeno con las moléculas de agua del medio
[240], de igual manera, el aumento del contenido de fibroina de seda en la pelicula
M4 mejora las propiedades de hinchamiento de las peliculas. Esta relacion puede
deberse a una mayor porosidad y un mayor tamafo de poro en la pelicula, ademas
la quitina, debido a los grupos funcionales hidroxilo que la caracterizan, podrian
mejorar la hidrofilicidad de las peliculas fabricadas con el propésito de ser
empleadas en el reemplazo de la duramadre [241] como se observa en la muestra
M3, que fue la pelicula con el grado mas alto de hinchamiento. Los resultados de la
captacion de agua también mostraron, que las peliculas podrian absorber liquidos
significativamente después de 24 horas, siendo este el tiempo crucial para el
ensayo. Después de trascurrido este periodo, se evidencia que la tasa de
hinchamiento de las todas las muestras estudiadas revelan que las peliculas son
capaces de absorber volimenes de liquido en tiempos mas largos, manteniendo
una estabilidad estructural y funcional. Por lo tanto, al obtener estas caracteristicas
en las peliculas poliméricas fabricadas como posible reemplazo dural, se espera
gue, en ensayos histoldgicos futuros, se reduzca la infeccion al absorber los fluidos
alrededor de las heridas y mejorar la cicatrizacién en el proceso postoperatorio de

la duraplastia [241].

Por otro lado, al darse un proceso de hinchamiento de las peliculas, resulta
beneficioso el uso de los mismos, debido a que demuestra su poder para absorber
agua y esto provoca un cambio morfoldgico al darse la expansién y una tensién en
las cadenas poliméricas, haciendo posible que el material sea estable en tamafio y

forma durante el cultivo celular [240]. Al tener valores de hinchamiento menores a
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100% estas muestras estan lejos de comportarse como hidrogel.

Cabe aclarar que, el comportamiento del quitosano es dependiente del pH de la
solucion empleada para dicha prueba y del grado de ionizacién del grupo amino de

ese polisacéarido [240].

De igual manera, es importante considerar que, la capacidad de hinchamiento se
puede regular por medio de procesos de entrecruzamiento, debido a la disminucién
de grupos aminos libres capaces de formar enlaces de hidrogeno [241]. Vale la
pena sefialar que, las peliculas mantuvieron su integridad hasta el final de la prueba
de hinchamiento y aun después de hidratadas presentaron un comportamiento

flexible.

En general, una mayor extension de la reticulacion da como resultado una menor
porosidad y la absorcion de agua debido a la disminucion de los grupos hidrofilos.
Como se mencion6 anteriormente, los cambios en las formas de los poros durante
el procedimiento de reticulacion causan la reduccion de la porosidad que, como
resultado, disminuye el volumen de almacenamiento y la capacidad de absorcion
de agua. Ademas, la baja tasa de hinchamiento reducira el estrés en los tejidos
cerebrales y la alta propiedad anti fugas desempefara un papel importante en la
prevencion de fugas de liquido cefalorraquideo [7].

4.2.1.6 Actividad antimicrobiana

Las infecciones microbianas que afecta al SNC hacen parte de una presentacion
clinica importante y relativamente frecuente en el cuidado de la salud. Es asi como
diferentes procedimientos neuroquirdrgicos comunes como craneotomias y
duraplastias, se han asociado con una de las mayores tasas de infeccion por
patégenos Gram negativos y Gram positivos, respecto a otras cirugias craneales
[242],[243],[244],[103] debido principalmente a la exposicién de la piel y tejido
craneal, dehiscencia de la herida, presencia de fluido subdural, hinchazén o
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laceraciones durales traumaticas y fugas del LCR, ocasionando procesos
infecciosos que pueden conducir a una amplia gama de sindromes clinicos con

posibles consecuencias devastadoras.

Por lo anterior, en esta investigacion se estudio el efecto inhibitorio de las peliculas
poliméricas fabricadas, sobre patégenos representativos asociados a las tasas de
infeccion en el reemplazo de la duramadre. Los resultados de la actividad
antimicrobiana determinada por el método de la zona de inhibiciéon contra E. coli
(Gram positivo) y S. aureus (Gram negativo) se muestra en la Figura 30 donde se
proporciona una vision general del diametro obtenido para cada muestra y en la
Figura 31, se evidencia fotografias del tamafio de halo del crecimiento de la

inhibicién bacteriana.
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Figura 30. Histograma general de la zona de inhibicion de las peliculas contra E. Coliy S. Aureus

Debido a las propiedades antimicrobianas intrinsecas relacionadas con la
naturaleza catidnica del quitosano y sus derivados, se evidencia en las figuras
anteriores una potente accion antimicrobiana frente a los patdgenos estudiados

para todas las muestras, a excepcion de M4 con E. coli. Esto puede atribuirse a
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diferentes mecanismos del polisacéarido. Frente esto, algunos autores indican que
la interaccion entre el quitosano cargado positivamente y la pared celular microbiana
cargada negativamente, conduce a la fuga de proteinas y otros componentes
intracelulares aumentando la permeabilidad de la membrana, lo que conlleva a la
lisis celular bacteriana [245],[246]. Asi mismo, otras investigaciones sugieren que el
mecanismo antibacteriano del quitosano se debe a la capacidad de penetracion en
los nicleos de los microorganismos, inhibiendo la sintesis del Acido Ribonucleico
Mensajero (ARNm) y proteinas, impendiendo que se transfiera el codigo genético y
el crecimiento patdgeno [247],[248],[249]. Fernandez et al. [250] encontrd que las
moléculas de quitosano son capaces de atravesar la pared celular de las bacterias
y llegar a la membrana plasmatica evitando que los nutrientes ingresen, actuando
como una barrera contra el oxigeno que pueden inhibir el crecimiento de bacterias
aerobias y ademas, formar una barrera externa para quelar metales y provocar la

supresion de nutrientes esenciales para el crecimiento microbiano [249].

De acuerdo a lo anterior, las muestras M1 y M3 que contienen mayor concentracion
de quitosano y particulas de quitina, exhiben un diametro de inhibicion mayor para
E. coli exponiendo prominentes propiedades antibacterianas y demostrando las
caracteristicas mencionadas anteriormente del polisacarido. De igual manera, se
denota que las peliculas cuando contiene fibroina (M2 y M4) inhiben en mayor
diametro el crecimiento contra patégenos Gram negativos. De acuerdo con Chen et
al.[251], la fibroina de seda en su estado puro no poseen actividad antimicrobiana,
pero al estar unida al quitosano es posible impartir la capacidad bactericida de las
peliculas fabricadas, con el propésito de ser utilizadas como posible reemplazo de
duramadre y asi presentar propiedades contra la proliferaciéon y adhesion
bacteriana. A este mismo resultado llegé Chen et al. [251] y Wu [252] et al, quienes
afirman que las peliculas desarrollas con fibroina de seda y quitosano muestran
mejor actividad antibacteriana contra E. coli y S. aureus, con capacidades

antibacterianas de 84 y 92%, respectivamente.
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Por otro lado, debido a la reduccion de la tension de oxigeno en las peliculas, las
bacterias utilizadas al ser anaerdbicas facultativas, muestran mayores propiedades
antibacterianas, por lo tanto, con el aumento del contenido de fibroina de seda en
las mezclas, las propiedades microbianas estdn comprometidas [247]. Asi mismo,
se tiene evidencia de que al adicionar particulas sélidas ultra finas de derivados del
quitosano (como la quitina), pueden producirse en modos distintivos la accion
antibacteriana, penetrando en la pared celular de las bacterias y combinarse con el
ADN e inhibir la sintesis del ARNm y la transcripcion del ADN, [102] lo que hace que
las particulas interactien con la superficie celular y alteren la permeabilidad de la
célula, bloqueando asi el transporte de solutos esenciales de la bacteria, esto puede
explicar el didmetro inhibitorio en la muestra M3 para E. coli mostrando una
respuesta significativa en su modo de accién microbiano respecto a S. aureus en

la misma muestra.

En general, la actividad de inhibicion de las peliculas fabricadas con mayor
concentracion de quitosano es ligeramente superior contra E. coli, mientras que las
muestras que contienen fibroina, poseen en cierto modo mayor potencial inhibitorio
contra S. aureus, lo que concuerda con estudios anteriores [253] y ademas, este
hecho se puede correlacionar estrechamente con las caracteristicas de la superficie
celular de cada uno de los patdégenos, puesto que son estructuralmente complejos

y quimicamente heterogéneos.

Por dltimo, de acuerdo con los parametros establecidos por el Instituto de
Estandares Clinicos y de Laboratorio (CLSI), es posible determinar que la
susceptibilidad antimicrobiana de las bacterias Gram positivas y Gram negativas
para las muestras M1, M2 y M3 son altamente sensibles a las concentraciones de
polimeros que se utilizaron. En consecuencia con esto, cuando el valor de la zona
de inhibicion es inferior a 10 mm, el material se considera resistente al
microorganismo correspondiente [254],[255], tal como se presenta en la muestra
M4 para E. coli. No obstante, el experimento demostro que las peliculas compuestas
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de quitosano, quitina y fibroina de seda tienen un amplio espectro de propiedades

antimicrobianas.

o Sy S

Figura 31. Zona de inhibicién del crecimiento alrededor de las peliculas para (a) E. coliy (b) S.
aureus

4217 Citotoxicidad

El principal objetivo fue determinar el grado citotoxico del extracto con el fin de
identificar que no presentara dafo celular. Para ello se ha realizado el uso de un
sistema in vitro por dos métodos basados en lineas celulares.

42171 Ensayo de toxicidad AlamarBlue

Se evaluo la viabilidad celular después de la incubacion con el extracto con las
peliculas poliméricas para posible reemplazo dural, en la Figura 32 se observa el
porcentaje de absorbancia donde se muestra la viabilidad en funciéon de las

muestras aplicadas sobre el modelo celular.
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Figura 32. Porcentaje de absorbancia para las peliculas en diferentes longitudes de onda

En la Tabla 6 se observa el efecto téxico o no toxico para las peliculas para cada
longitud de onda. Sin embrago al observar la concentracion M1 hay contradiccion
en los resultados, mientras que las peliculas restantes se corrobora su viabilidad.
Estos resultados no son completamente confiables debido a que el filtro de 655nm
utilizado para medir la absorbancia no estaba en ¢ptimas condiciones y la

absorbancia de 570nm de longitud de onda no es recomendada por el fabricante.

Tabla 6 Estudio citotoxico de las peliculas M1, M2, M3y M4

Muestras Efecto
570 nm 655 nm
M1 Toéxico Viable
M2 Viable Viable
M3 Viable Viable
M4 Viable Viable

Toéxico: Se considera efecto toxico cuando la viabilidad celular es inferior a 75%
Viable: Se considera efecto viable cuando la viabilidad celular es superior a 75%
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Sin embargo, cabe aclarar que los resultados no se pueden tomar como exactos,
pero si aproximados debido a que el color del medio como se muestra en la Figura
33. Extractos de las peliculas, S& mantuvo rosado por mas de 24 horas y el pH estuvo
en 7,4 para todas las muestras; Ademas al observar las células (Figura 34. Células
en contacto con el extracto de las peliculas 24 horas después.), se puede determinar que a
ellas les gusta el material, teniendo en cuenta esto se podria comprobar que las
peliculas presentan una biocompatibilidad suficiente sin dafios toxicos.

Figura 33. Extractos de las peliculas
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Figura 34. Células en contacto con el extracto de las peliculas 24 horas después.
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4.3 Conclusiones

La investigacion llevada a cabo en este trabajo de grado se realizé con el fin de
desarrollar peliculas poliméricas a base de fibroina, quitina o quitosano, que pudiera
ser una respuesta alternativa a los actuales implantes ddrales que son fabricados
con materiales xenoinjertos o biosintéticos y tejidos autdégenos que atribuyen
efectos secundarios en el paciente, son costosos o dificiles de cosechar o preservar
complicando de esta manera los procesos quirdrgicos y posoperatorios. Ademas,
por medio de este estudio se buscaba, como fue planteado en el problema de
investigacién, conocer el potencial de las diferentes formulaciones compuestas de
polisacaridos y polimeros proteinicos para aplicaciones como reemplazo de
duramadre, que cumplieran con los requerimientos adecuados para su aplicacion
en neurocirugias. Dicho conocimiento fue adquirido por medio del estudio de las
propiedades fisicas, mecanicas, quimicas y bioldgicas, obteniéndose resultados

que son resumidos en las siguientes conclusiones:

v/ Sintesis y caracterizacion de los materiales usados para la fabricacion de las

peliculas

La fibroina de seda extraida a partir de los capullos del gusano Bombyx mori, por el
procedimiento de preparacion, separacion, dilucién y didlisis, mostro en el espectro
infrarrojo las bandas de vibracion de las amidas principales correspondientes a las
estructuras helicoidal y laminas 3 caracteristicas de la fibroina, sin embargo la amida
[Il para laminas 3 no se observa, posiblemente porque la banda de vibracion de la
amida Ill para estructura helicoidal esta muy amplia y puede estar solapada con
esta. De igual manera, la caracterizacion por transformada de Fourier y dispersion
de rayos X, permitié obtener curvas para la quitina y el quitosano con caracteristicas
similares reportadas en la literatura, corroborando entonces que las propiedades
fisicas y quimicas de los materiales usados como materia prima, mostraron desde
el inicio propiedades y caracteristicas Optimas para su desempefio en de las
peliculas fabricadas, donde entrarian en interaccion entre ellos, con el plastificante

(glicerina), el entrecruzante (glutaraldehido), las células y bacterias; cuyo excelente
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desemperio fue confirmado por medio de los resultados obtenidos en el estudio de

las peliculas poliméricas, como se sintetiza a continuacion.

v' Propiedades morfologias

Las caracteristicas morfolégicas de la superficie de las peliculas de quitosano,
fibroina de seda y quitina son diferentes. La capa superior de fibroina de seda esta
organizada en un patron particular, mientras que el quitosano tiene una superficie
relativamente lisa y plana y no contiene ningln sintoma de rugosidad de la
superficie. Estos materiales al estar en contacto con la quinta, proporciona al
quitosano rugosidad y se embebe en la fibroina de seda, generando enlaces
intramoleculares. Si bien, se obtuvieron peliculas delgadas respecto al espesor de
la duramadre natural, el valor en milimetros (mm) que se determin6o es menor a los

parches o sustitutos comerciales (siendo estos mayores a la duramadre nativa).

De acuerdo entonces con lo anterior, la naturaleza quimica y topografica de la
quitina y la fibroina para el desarrollo de las peliculas, posiblemente favoreceran la
interaccion célula-material, puesto que las uniones de estos materiales presentan
una buena interconexién y una superficie hidrofilica, que ayudan a la adsorcion de
proteinas de unién para la subsecuente adhesion de las células a las biopeliculas.
Por lo tanto, es razonable concluir que una superficie rugosa es mas favorable para
generar una adecuada union y crecimiento celular que una superficie lisa
(proporciona por el quitosano). Si bien la rugosidad de las peliculas no fue el objetivo
de este estudio, en las fotografias del SEM fue posible apreciar los diferentes tipos

de superficie que presentaba los materiales y a mezcla de estos.

v' Evaluacioén de bioactividad

La tasa de degradacion de las peliculas fabricadas se encuentra estrechamente
relacionada con la cantidad de quitosano y de quitina. Se evidenci6 que a mayores
porcentajes de polisacarido y mayor tiempo de inmersién en SBF existe una mayor

tendencia a la degradacién o pérdida de material que inicia en los bordes, pero que
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indirectamente provoca aumento de peso debido a la capacidad de absorber agua
gue caracteriza la estructura molecular del quitosano. Por lo tanto, la adicion de
fibroina de seda podria prolongar la biodegradabilidad de las peliculas y de esta
manera, se pueda utilizar para ingenieria de tejidos cerebral. Asi, estos resultados
muestran que la degradacion de las peliculas puede modificarse cambiando la

concentracion de quitosano o mediante la adicion de fibroina de seda.

El plastificante también juega un papel importante en el aumento de peso y la
degradacion controlada de las peliculas, puesto que promueve la movilidad de las
cadenas, facilitando la difusion de las moléculas de oxigeno e hidrogeno a través
de la pelicula aumentando la capacidad de hinchamiento, efecto potencial cuando
se requiere reparar un defecto dural, ocasionando la migracion y proliferacion de las
células madre al exterior y reduciendo las sefales hacia el interior del area del

defecto.

Por otro lado, este estudio ha demostrado que no hubo formacién de subproducto
acido, manteniendo contantemente un comportamiento bésico, ain después de 28
dias de inmersién en SBF, evento favorable cuando se conoce por diversos estudios

gue el pH del LCR humano se encuentra alrededor de 7,36.

Respecto a la capacidad de humectabilidad de las peliculas, el ensayo de
mojabilidad permite concluir que de acuerdo a la cantidad de quitosano, existe una
mayor relacion de absorcion de agua o menor angulo de contacto y buena
humectacion, lo que traduce en estabilidad de la pelicula, un mejor intercambio de
materiales con el entorno y una interaccion éptima con células y tejidos en futuros
ensayos in vivo. Uno de los hallazgos mas importantes encontrados en este estudio
es que la unién de dos materiales hidréfobos (quitina y fibroina de seda) y uno
hidrofilico (quitosano), se obtiene como resultado un angulo de contacto menor a
90°, echo que sorprende al presentar el formulado de la pelicula con una muy buena
mojabilidad y dispersion del liquido en la superficie, lo que garantizara una
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respuesta biolégica adecuada, como la interaccion de las células y los tejidos en el

reemplazo dural.

Los resultados de esta investigacion demuestran que el grado de hinchamiento
concuerdan con los datos arrojados en el andlisis de degradacion y angulo de
contacto, puesto que nuevamente se corrobora la capacidad de las peliculas
fabricadas para captar agua, siendo esta una caracteristica importante para la
aplicacion potencial de reemplazo dural, ya que la libre difusién del agua determina
el transporte de nutrientes y la excrecién de desechos metabdlicos. Por lo tanto, una
mayor relacién de absorcion de agua significa un mejor intercambio de materiales

con el entorno.

La relacién de hinchamiento refleja la hidrofilia y la estabilidad de la pelicula, que es
importante para la adhesion y demas actividades celulares. La fibroina de seda
presenta una naturaleza hidrofobica relativa, resultante de su lamita 3, mientras que
guitosano posee una alta capacidad de absorcién de agua. Por lo tanto, la relacién
de hinchamiento aumento con la adicién de contenido del polisacarido en la solucién
de mezcla. En estas consideraciones, la relacion de absorcion de agua y la relacion
de hinchamiento de las peliculas podrian ajustarse mediante los parametros

técnicos de preparacion y las respectivas concentraciones de los polimeros.

v' Propiedades mecanicas

En la literatura, hay poca descripcion de las propiedades mecanicas de prueba de
la duramadre, dependiendo del sitio de muestreo, que podria ser extremadamente
util desde el punto de vista clinico. No obstante, teniendo en cuenta los escasos y
antiguos datos reportados por algunos autores, el ensayo de resistencia a la traccién

permite concluir que:
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Las propiedades mecdénicas obtenidas para todas las peliculas no poseen
propiedades viscoelasticas como la duramadre y el aumento del esfuerzo maximo
y el médulo de Young esta estrechamente relacionado con la adicién de la quitina.
Sin embrago el bajo rendimiento mecanico se atribuye al método de fabricacion
utilizado, podria deberse a la disminucion de la homogeneidad de las mezclas

después de la evaporacion del solvente.

v" Actividad antimicrobiana

Es razonable concluir que, respecto a la capacidad antimicrobiana de las peliculas
fabricadas, que a mayor concentracion de quitosano existe un halo de inhibicién
ligeramente superior contra E. Coli, mientras que las muestras que se componen de
fibroina de seda, poseen en cierto modo mayor potencial inhibitorio contra S.
aureus. Este fendmeno se puede relacionar con las caracteristicas de la superficie
celular de cada uno de los patégenos, puesto que son estructuralmente complejos
y quimicamente heterogéneos. Si bien, este experimento permiti6 demostrar que
las peliculas compuestas tienen un amplio espectro de propiedades antimicrobianas
y que, ademas, proporciono informacion valiosa para trabajos futuros y estrategias
de mejorar y potencializar la respuesta antimicrobiana de la fibroina de seda cuando

se encuentra unida a otros biomateriales.

v Citocompatibilidad

El ensayo de AlamarBlue y células de fibroblastos indicaron que estos podian
adherirse y proliferar bien en todas las muestras menos en M1. Las peliculas
poliméricas denominadas como M2, M3, y M4 tuvieron un comportamiento
favorable hacia los fibroblastos, presentando su viabilidad celular mayor al 75%, por
lo que se considerd que los sustitutos no fueron téxicos con las células, lo cual fue
corroborado mediante el SEM, donde se observaron las células en toda la superficie

del material.
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Los resultados anteriores concluyen que la composicion quimica de la cual estan
fabricadas las peliculas poliméricas, no representa una amenaza toxica contra los
fibroblastos humanos, lo cual confirma el entrecruzamiento del glutaraldehido con
la quitina, la fibroina y el quitosano, y que ademas no hubo trazas del entrecruzante

en las peliculas que pudiera causar una muerte celular significativa.

Finalmente y como conclusion, se proporciona un breve resumen en la Tabla 7
donde se expone una vision general de las propiedades de las peliculas poliméricas
aqui desarrolladas y el valor de cada una de ellas segun las formulaciones
estudiadas, teniendo en las caracteristicas iddneas que debe poseer la duramadre
natural, para asi definir, cudl o cuales de las muestras proporciona las mejores

caracteristicas para ser aplicaciones en remplazo de la integridad dural.

Tabla 7. Comparacion de las propiedades de las peliculas poliméricas M1, M2, M3y M4

Propiedad Peliculas Resultados
M1 M2 M3 M4 esperados
Espesor 0.05mm 0.05mm 0.06mm 0.06mm 1-0.32mm
Morfologia - ++ + +++ Mayor
cohesividad
Degradacion + +++ - ++ Degradacion
lenta (dial4)
Variaciéon de pH ++ + +++ ++ pH 7.36 (dia)
Angulo de contacto +++ ++ - ++ =<90°
Hinchamiento + + +++ ++ =<150%
Propiedades % Deformacion + - - - Viscoelastico
mecénicas Esfuerzo +++ - + ++ 8.80MPa
maximo
Actividad E. coli +4+ + +++ - Inhibe
antimicrobiana S. aureus +4+ +++ ++ ++ Inhibe
Citocompatibilidad - + ++ +++ Viable >70%

+++ Cumple nivel alto ++ Cumple nivel medio + Cumple nivel bajo — No cumple

De acuerdo a lo anterior, es posible determinar que la formulacién de la pelicula que
mas se acerca a cumplir con todas las propiedades evaluadas en esta tesis respecto
a la duramadre humana es la muestra M4, correspondiente a la formulacion que

contiene 50% de quitosano, 50 de fibroina de seda, 20 de quitina respecto al
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guitosano, 5% de entrecruzante (glutaraldehido) y 25% de plastificante (glicerina)
respecto al quitosano, a pesar de presentar una baja capacidad antimicrobiana para
cepas Gram positivas como E. coli y un porcentaje de deformacién bajo, pero que
sobre sale cuando se compara con los resultados obtenidos para M1, M2, y M3. Si
bien, estas dos propiedades podrian potencializarte con el control del tiempo de

agitacion, el método de fabricacion y la concentracion de la quitina.

Por tanto, este hallazgo corrobora la hipétesis planteada en esta investigacion,
basado en el disefio presentado y los resultados experimentales concluyéndose
finalmente, que la pelicula M4 desarrollada en este trabajo de investigacion,
presenta propiedades que le confieren al material un alto potencial como un sistema
de reparacion dural que mejoraria las limitaciones y las complicaciones

postoperatorias inducidas de los materiales y técnicas actuales de cierre dural.
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Debido al bajo porcentaje de deformacién obtenido para todas las concentraciones
estudiadas de las peliculas, seria interesante investigar la relacién que existe entre
el tiempo de agitacion y el plastificante, de esta manera es posible que se presente
una mejor interconexion molecular con los materiales y se pueda lograr obtener
propiedades mecanicas cercanas a la duramadre natural. Asi mismo, se
recomienda evaluar el método de fabricacion de las peliculas, puesto que este
impide tener control total sobre la temperatura de secado, el moldeamiento en las
placas, el desprendimiento de las peliculas y el corte, lo que posiblemente hace que
se generen micro fisuras internas en los enlaces previamente entrecruzados y
plastificados que conforman las biopeliculas y no se obtenga la resistencia a la

traccion requerida.

Para una mayor comprension de los efectos antimicrobianos, se hace preciso
evaluar la capacidad de la fibroina de seda para inhibir el crecimiento de patégenos
y potencializar su accion, de esta manera, es posible mejorar la actividad ante

bacterias Gram negativas, virus e infecciones latentes.

Los datos de citotoxicidad reflejan la clara necesidad de corroborar los resultados
para obtener mayor certeza y confiabilidad, puesto que la evaluaciéon bioldgica in
vitro de las peliculas fabricadas es indispensable para determinar la interaccion
celular y por ende, su posible comportamiento en el cuerpo humano para futuros

ensayos histoldgicos.

Por ultimo, los datos presentados en la Tabla 7 proporcionan la idea futura de
realizar una pelicula bicapa con una seccion porosa y otra lisa, con la unién o la
combinacion de las muestras M1, M2, M3 y M4, lo que permitiria que se
complementen y se mejoren notablemente las caracteristicas estudiadas. Al ser el
quitosano un biopolimero versatil, permite la elaboracion de pelicula bicapa; la

porcién porosa es importante porque en la ingenieria de tejidos, las estructuras de
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poros interconectados permiten el paso de los factores de crecimiento, la migracion
celular y la neovascularizacion; Sin embargo, estas estructuras no son muy
resistentes al estrés, por lo que se rompen facilmente. Por otro lado, la parte no
porosa proporcionara una mayor resistencia al esfuerzo. Ademas, al tener al unir
dos formulaciones se podria aumentar el grosor de las peliculas y aumentar sus
cualidades hidréfilas, lo que podria proporcionar la ventaja adicional de tener un
menor riesgo de compresion o efecto de masa en el tejido nervioso subyacente
cuando se utiliza como sustituto de la duramadre. Por ultimo, se verian aumentadas
las propiedades antimicrobianas, puesto que cualquier combinacion que se realice,
estaria compuesta por mayor cantidad de quitosano que expone gran potencial

bacteriologico

PERSPECTIVAS FUTURAS

Los autores de este trabajo esperan que durante los préximos 5 a 10 afos, se
desarrollen impulsos continuos en el desarrollo de sustitutos durales a base de
materiales naturales, con un énfasis en la incorporacion de componentes de disefio
biomimético. Otros avances en nanotecnologia, ciencia de materiales e ingenieria
de tejidos ayudaran a promover el avance de este campo, y el resultado futuro
puede ser injertos duraderos que sean mMAas seguros, mas efectivos y mas

asequibles financieramente que cualquier dispositivo disponible en la actualidad.
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