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Resumen

Dentro de los tratamientos actuales para la reparacion de las lesiones en piel se encuentran los autoinjertos,
los aloinjertos y los sustitutos dérmicos biosintéticos. Sin embargo, solo la terapia con autoinjerto es la que
da mejores resultados y esta sujeta al area de piel afectada en el paciente quemado, los demas tratamientos
solo dan cobertura temporal a la herida, evidenciando la necesidad de generar estructuras que ademas de
proteger la herida posean funciones biologicas que contribuyan a los procesos de reparacion o regeneracion
de lapiel. Con el fin de generar un apdsito que retina estas caracteristicas, se fabricaron andamios de poli(&-
caprolactona) /Colageno tipo I por electrohilado como posibles sustitutos dérmicos. Estos andamios se
caracterizaron por SEM, angulo de contacto, ATR-FTIR, TGA, DSC y se determind su biocompatibilidad
a partir de la adhesion y proliferacion de células estromales mesenquimales de gelatina de Wharton (CEM-
GW). Se encontré que la presencia de colageno en los andamios disminuye el diametro de fibra y mejora
la hidrofilicidad favoreciendo los procesos de adhesion de las CEM-GW. Ademas, se demostr6 que no es
necesario utilizar altas cantidades de colageno para obtener un andamio con caracteristicas fisicoquimicas
y biolodgicas favorables.

Palabras clave: Sustitutos dérmicos, CEM-GW, lesiones cutaneas, biocompatibilidad.

a Grupo de Investigacion Desarrollo y Aplicacion de Nuevos Materiales (DANUM), Universidad Pedagogica y
Tecnologica de Colombia-UPTC, Avenida Central del Norte 39-115, Tunja-Boyaca, Colombia.

b Instituto de Investigacion en Materiales, Universidad Nacional Auténoma de México, Av. Universidad 3000,
C.U., 04510 Ciudad de México, CDMX, México.

¢ Unidad de Terapias Avanzadas, Instituto Distrital de Ciencia Biotecnologia e Innovacién en Salud -IDCBIS,
Bogota, Colombia.
* lilianaandrea.lizarazo@uptc.du.co

197



Lizarazo-Fonseca Liliana et. al.

Abstract

Current treatments for skin lesions repair are autografts, allografts and biosynthetic dermal substitutes.
However, only autograft therapy gives best results, but it is subject to skin area affected in burned patient,
other treatments only give temporary coverage to wound, evidencing need to generate structures that besides
protecting wound have biological functions that contribute to the repair or regeneration of the skin. In order
to generate a dressing that meets these characteristics, poly (€-caprolactone) / collagen type I scaffolds
were fabricated by electrospinning to be evaluated as possible dermal substitutes. These scaffolds were
characterized by SEM, contact angle, ATR-FTIR, TGA, DSC and their biocompatibility were evaluated
by adhesion and proliferation of Wharton’s Jelly mesenchymal stromal cells (WJ-MSC). It was found that
collagen presence in scaffolds decreases fiber diameter and improves hydrophilicity favoring adhesion
of WJ-MSC. It was found that the presence of collagen in the scaffolds decreases the fiber diameter and
improves the hydrophilicity favoring the adhesion processes of the CEM-GW. In addition, it was shown
that it is not necessary to use high amounts of collagen to obtain a scaffold with favorable physicochemical

and biological characteristics.

Keywords: Dermal substitutes, CEM-GW, tissue regeneration, biocompatibility and hydrophilicity.

1. INTRODUCCION

La pérdida de piel puede ocurrir por diferentes
razones como trastornos genéticos, heridas
cronicas o agudas e incluso intervenciones
quirurgicas que pueden generar lesiones profundas
que no es posible tratar con ¢éxito mediante
tratamientos convencionales y ponen en riesgo
las vida de los pacientes [1]. Una de las causas
mas comunes para la pérdida importante de piel
es el trauma térmico el cual se puede clasificar
por la extension y la profundidad de la lesion y a
menudo implica largos procesos de cicatrizacion
y aparicion de defectos cosméticos y funcionales.

Los tratamientos clinicos convencionales
se centran en la utilizacion de autoinjertos y/o
aloinjertos para cubrir el area afectada y lograr
reducir la formaciéon de cicatrices [2]. Las
limitaciones que presenta el uso de autoinjertos
se evidencia en los pacientes con pérdida de piel
que involucra més del 50% del area total de
la superficie corporal limitando el area de piel
sana para realizar la extraccion de dermis para
el trasplante, aumentando el tamafo total de la
lesién [3]. Esto sumado a una barrera epidérmica
deteriorada e inmunidad reducida del paciente,
que puede favorecer una sepsis bacteriana, que
es la principal causa de morbilidad del paciente
quemado [4].

Por su parte los aloinjertos presentan
problemas con el acceso a tejido suficiente para
todos los pacientes que lo requieren, sumado al
uso constante de inmunosupresores para prevenir
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el rechazo inmunolégico del injerto, lo que
aumenta las posibilidades de contraer infecciones
viricas y bacterianas [4, 5]. Una alternativa al uso
de injertos es la terapia celular que se centra en
la reparacion de tejidos lesionados y consiste en
el trasplante de células individuales a un tejido
receptor en cantidades suficientes para que
sobrevivan y restauren la funcion del tejido [6].

En estas terapias se destaca el uso de linajes
especificos y células multipotentes aisladas de
diferentes tejidos, entre las que se encuentran
las células estromales mesenquimales de
gelatina de Wharton (CEM-GW). Son células
aisladas de corddén umbilical que presentan la
capacidad de diferenciarse en varios linajes del
tejido conectivo, pasar por numerosos ciclos de
division celular manteniéndose indiferenciadas,
activar procesos de homeostasis tisular a través
de modulacién inmune y producir factores que
estimulan la proliferacion y la diferenciacion
celular contribuyendo activamente en la
reparacion de tejidos [7].

Aunque las CEM-GW presentan innumerables
caracteristicas que las catalogan como una
estrategia terapéutica posible, su aplicacion
también ha presentado limitaciones. Estudios
alrededor de esta terapia han demostrado que las
células que se trasplantan mediante inyeccion o
infusién son poco retenidas en el sitio trasplantado,
generando una tasa de injerto muy baja y por tanto
reduciendo la eficacia del tratamiento [8-10]. Esto
evidencia la necesidad de mejorar las estrategias
de administracion del producto celular que
favorezca la entrega y disponibilidad de células
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en el sitio de la lesion. Es por lo anterior que el
uso de biomateriales en Ingenieria de Tejidos
ha tenido un importante impacto en los ultimos
afios a partir de diferentes combinaciones de
materiales y técnicas, con el fin de proporcionar
a las células un soporte con integridad estructural
y suministro de agentes bioldgicos que favorezca
un microambiente especifico del tejido, regule
las funciones celulares y acelere los procesos de
cicatrizacion.

Se han utilizado diferentes métodos de
procesamiento de biomateriales que abarcan
los hidrogeles [11], la impresion 3D [12], el
electrohilado [13, 14], entre otros. Siendo el
electrohilado una opcion prometedora en el
campo de la regeneracion de piel debido a la bio-
mimesis de las fibras con la estructura de la matriz
extracelular. El electrohilado es una técnica
que ofrece una excelente relacion volumen-
area, permite obtener fibras con didmetros que
van desde tamafios submicrométricos a escalas
nanométricas [15], es versatil e implica bajos
costosdeprocesamiento, se puedenusarunaamplia
gama de materiales poliméricos, tanto naturales
como sintéticos utilizados para fabricar andamios
por esta técnica, entre ellos se encuentran, el
poliacido lactico (PLA), el poli(acido glicdlico)
(PGA) [16, 17], el poli(acido lactico-co-glicolico)
(PLGA) [18], la poli (€-caprolactona) (PCL) [19]
y polimeros naturales como el colageno y el
quitosano. Estos polimeros se pueden preparar,
de forma individual y en mezcla de polimeros
naturales con sintéticos, con el fin de mejorar las
propiedades de los andamios, teniendo en cuenta
el sitio de implantacion [20, 21].

Por lo expuesto anteriormente, esta
investigacion se centr6 en el disefio y elaboracion
de un constructo a partir de la mezcla de PCL y
colageno Tipo 1. El PCL es un poliéster alifatico
que se destaca por sus importantes propiedades
mecanicas, su degradacion por hidrolisis y
su aprobacion por la FDA (Foods and Drugs
Administration) para uso clinico. Por su parte
el colageno tipo I es una proteina ampliamente
utilizada como biomaterial gracias a sus
propiedades quimicas y bioldgicas, ademas de ser
el principal componente de la matriz extracelular
de la piel que sirve como sustrato natural para la
adhesion, proliferacion y diferenciacion celular,
se degrada biologicamente por accién de las
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colagenasas y debido a sus grupos funcionales es
altamente hidrofilico.

Se usaron bajas concentraciones de colageno
tipo I con respecto al PCL, con el fin de
determinar el grado de influencia del colageno
en las fibras de PCL. Los polimeros se mezclaron
en dos proporciones diferentes PCL/COL 19:1
y PCL/COL 9:1 a una concentracion total del
9% y se procesaron por medio de la técnica de
electrohilado, con el fin de obtener una matriz
polimérica de andamiaje. Se postuld que estas
combinaciones pueden favorecer la adhesion,
mantenimiento y proliferacion de células
estromales mesenquimales de gelatina de Wharton
(CEM-GW) como una potencial estrategia para la
regeneracion de tejido cutaneo.

Los andamios de PCL y PCL/COL se
caracterizaron mediante el analisis de morfologia,
de propiedades estructurales y por medio de
pruebas biologicas. Las propiedades estructurales
y morfologicas de los andamios se analizaron
por medio de las técnicas como Microscopia
electronica de barrido (SEM), Angulo de contacto,
Espectroscopia infrarroja por transformada de
Fourier (FTIR-ATR), analisis termogravimétrico
(TGA) y Calorimetria diferencial de barrido
(DSC) y las propiedades bioldgicas mediante la
adhesion y proliferacion celular de las células
estromales mesenquimales de gelatina de Wharton
(CEM-GW), para determinar el potencial uso de
los andamios en la fabricacion de constructos
para la reparacion de lesiones cutaneas.

2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Materiales

Los pellets de poli €-caprolactona (PCL) (Mw
80 kDa) y el colageno tipo I de piel de becerro,
fueron adquiridos en Sigma-Aldrich (St Louis,
MO, USA). El 2,2,2-Trifluoroethanol (TFE) al
99% fue suministrado por Merck, los medios y
suplementos para cultivo celular como el DMEM,
Dulbecco’s Modified Eagle Medium, antibiotico-
antimicotico Gibco 100X y Heparina, fueron
adquiridos de Thermo Fisher Scientific (USA).

2.2 Preparacion de las soluciones poliméricas

Se disolvieron 0,27 g de PCL en 3 mL de
2,2,2-trifluoroetanol para una concentracion
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de 9 % (p/v), para los andamios de PCL/COL
se evaluaron dos relaciones: la primera 19:1 de
PCL con respecto al colageno y la segunda de
9:1, conservando una concentracion final del 9
% (p/v). Para la primera relacion se pesaron 243
ug de PCL y 27 ug de Colageno Tipo I, para la
segunda se pesaron 256 pug de PCL y 13.5 pg de
Colageno Tipo 1, las relaciones se disolvieron en
3 ml de 2,2,2-trifluoroethanol. Las soluciones se
agitaron magnéticamente a 500 rpm durante 3 y
6 horas respectivamente a temperatura ambiente.
membranas

2.3 Fabricacion de las

electrohilado

por

Cada solucion se cargd en una jeringa de 10
ml y se incorporo en el sistema de inyeccion del
equipo de electrohilado (fuente de alimentacion
HV 350R Unlimited Company Ambherst, inyector
NE modelo 4000 Syringe Pump Company).
Los parametros se ajustaron teniendo en cuenta
estudios previos [22, 23]. Para los andamios de
PCL se utilizé un voltaje de 19 Kv, 15 cm de
distancia de la aguja al colector y 1 mL/h de
inyeccion y para los andamios de PCL/COL se
utilizé6 19 Kv de voltaje, 15 cm de distancia de
la aguja al colector y 0,6 mL/h de velocidad de
inyeccion. El proceso de electrohilado se llevo
a cabo a temperatura ambiente con valores de
humedad entre 50 y 55%. Los andamios obtenidos
se secaron al vacio durante 24 horas para eliminar
remanentes del solvente en las fibras.

2.4 Caracterizacion andamios

Para evaluar la morfologia de las fibras de
PCL/COL y de PCL, los andamios se recubrieron
con Au utilizando el método de pulverizacion
catodica asistida por plasma con un voltaje para
el haz de electrones de 15 KV. Las fibras se
observaron mediante microscopia electronica de
barrido (SEM) en un equipo JEOL-JSM-7600F,
la distribucion de diametros, el diametro de
fibra promedio y la estimacion de la porosidad
se evaluaron por medio del software Image-J,
tomando 60 mediciones en diferentes aumentos.
La determinaciéon de las propiedades hidrofilias
de los andamios de PCL/COL y PCL se realizo
utilizando el software Pinacle Studio y un
goniometro (Ramehart inc Modelo 100-07-00)
monitoreando el comportamiento de una gota de
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agua destilada sobre la superficie de los andamios,
los angulos de la gota se determinaron con el
software Image-J.

La caracterizacion de los grupos funcionales
de los andamios se determind en el equipo Nicolet
6700 Thermo Scientific utilizando espectroscopia
infrarroja con reflexion total atenuada. La
muestra se evalu6 un rango de medicion de 4000
a 500 cm™! a temperatura ambiente. La pérdida de
masa por sometimiento de los andamios a altas
temperaturas se determind en un equipo TGA
Q5000 de TA Instruments. Estas mediciones se
realizaron colocando aproximadamente 5 mg de
muestra sometiéndolas aunrango de temperaturas,
desde ambiente hasta 250 °C con una velocidad de
calentamiento de 10 °C/min bajo atmosfera de N..
La determinacién de las entalpias y temperaturas
de transicion se llevo a cabo utilizando el software
TA Universal Analysis, las muestras se secaron
en un desecador con una bomba de vacio marca
VacuuBrand modelo RZ 2.5. Luego se colocaron
alrededor de 10 mg de muestra en un equipo DSC
Q100 de TA Instruments. Se utilizé un ciclo de
calentamiento desde temperatura ambienta hasta
150 °C con una velocidad de calentamiento de 10
°C/min bajo atmosfera de N,

2.5 Esterilizacion de los andamios

Antes de la esterilizacion, los andamios se
cortaron con un punzon de 1 cm de diametro y
se colocaron en una placa de cultivo de 48 pozos.
Luego se esterilizaron en un equipo de radiacion
v (Gamma-Medical) con fuente de radiacidon
Cesio-137 BIOBEAM 2000 (Eckert & Ziegler
BEBIG GmbH, Alemania), en dos dosis de 25 Gy
por 15 min a temperatura ambiente y aislado de
la luz.

2.6 Ensayos de adhesion celular.

Los andamios se sembraron con células
estromales mesenquimales de gelatina de
Wharton (CEM-GW) transducidas con laproteina
verde-fluorescente  (CEM-GW-GFP).  Estas
células se cultivaron en DMEM-a suplementado
con lisado plaquetario humano (hPL) 10 %
(v/v), penicilina 1 % (v/v) estreptomicina y 0.32
% (v/v) y heparina. Se incubaron a 37°C en una
atmosfera humeda con 5 % de CO,. Las c€lulas
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se sembraron en frascos de cultivo T75 hasta
alcanzar un 70 — 80 % de confluencia. Después
fueron cosechadas para sembrarlas sobre los
andamios a una densidad de 5 x10* células/cm?.
La evolucion de la adhesion celular de CEM-
GW-GFP sobre los andamios se observd en un
microscopio invertido de fluorescencia a las 24
horas, 48 horas y 3 dias.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

Para que un andamio pueda ser considerado
una alternativa prometedora en ingeniera de
tejidos, ademas de tener una estructura similar
al tejido diana, se debe tener en cuenta algunos
atributos importantes como son la composicion
quimica, la estructura fisica y proporcionar un
microentorno adecuado para el crecimiento
celular [24].

3.1 Morfologia de los andamios electrohilados
de PCL/COL Yy PCL

El electrohilado es una técnica que permite
obtener andamios altamente porosos con

PCL/COL19:1 9%

Frecuencia

100 50

PCL/COL9:1 9%

/
e
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diametros de fibra submicrométricos. En la figura
1 se observan las fibras obtenidas en la fabricacion
de los andamios por electrohilado de PCL/COL
19:1 (Fig.1A), PCL/COL 9:1(Fig.1B) y PCL
(Fig.1C), por microscopia electronica de barrido,
donde se evidencian estructuras fibrosas de
tamafio sub-micrométrico orientadas al azar. Las
fibras no presentan evidencia de defectos, lo cual
es atribuido a la disolucion total de los polimeros
en el TFE, y la adecuada utilizacion de parametros
durante el electrohilado. Estas imagenes SEM
fueron analizadas, para determinar el diametro de
fibra, y el area de porosidad.

La porosidad es un factor crucial en la
fabricacion de andamios con potencial aplicacion
en lareparacion de tejidos. La naturaleza porosa es
esencial para facilitar la infiltracion y proliferacion
celular. Un alto grado de porosidad garantiza un
intercambio suficiente de gas y nutrientes para
el mantenimiento celular y posterior curacion de
heridas. Estudios previos afirman que el rango
de porosidad en los andamios utilizados para
infiltracion celular, generalmente debe ser mayor
aun 60 % [25, 26].

PCL 9%

|

233,8+67,7 nm

300 350 400 07 08 03 10 1 12 13 14 15

Didmetro de fibra

Figura 1. Morfologia de los andamios obtenidos por SEM 5000x para las diferentes formulaciones (A) andamio de PCL/
COL 19:1 9%, (B) andamio de PCL/COL 9:1 9%, (C) andamio PCL 9%, (barra escala 1 pm), (D) diagrama de frecuencias
para el diametro de fibra del andamio de PCL/COL 19:1 9% (E) diagrama de frecuencias para el diametro de fibra del
andamio de PCL/COL 9:1 9%, (F) ) diagrama de frecuencias para el diametro de fibra del andamio de PCL 9% y diametro de
fibra para las diferentes formulaciones de andamios de PCL/COL
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El diametro de fibra promedio para el andamio
de PCL/COL 19:1 fue 295.5 £ 59.2 nm (Fig. 1D),
para el andamio de PCL/COL 9:1 fue 233.8 £67.7
nm (Fig. 1E) y para el andamio de PCL fue 1.12 +
0,15 pm (Fig.1F) con un porcentaje de porosidad
de 59.47 %, 57.57 %, 43.25 %, respectivamente.
La disminucién en los diametros de fibra del
PCL/COL indican que el uso de una proteina
que contiene grupos amida a lo largo de su
conformacion estructural genera un incremento
en conductividad de la solucion aumentando la
inestabilidad de la flexion durante el electrohilado
[27] esto hace que la trayectoria del chorro sea
mas larga e induce a un mayor estiramiento de
la solucion [28, 29]. Los didmetros de fibra
obtenidos se acercan a los didmetros de fibra
reportados para matriz extracelular que miden en
promedio de 50-250 nm [30].

3.2 Hidrofobicidad por dngulo de contacto

El comportamiento de la superficie de los
biomateriales es una caracteristica relevante,
debido a que, el grado de humectabilidad
de la superficie puede afectar la adhesion,
mantenimiento y proliferacion de las células [31].
La afinidad del agua con la matriz microfibrosa se
examin6 por medio del angulo de contacto (fig.
2). El angulo que se genera del contacto con el
agua en el andamio se puede utilizar para evaluar
la humectabilidad. En ese sentido, la mayoria de
los polimeros sintéticos son hidrofobos y el grado
de hidrofobicidad es proporcional a la ubicacion
y naturaleza de los grupos funcionales en los
polimeros.

150+

> Il Os
.g B 5s
3 100+
€
<}
(8]
3
o 504
=
o
c
< o el

! N \

! 4 ©

\z\g o~ M
& ©
<© e

Figura 2. Angulo de contacto para las relaciones de
andamios PCL/COL y el andamio de PCL en dos tiempos,
tiempo Os cuando la gota entra en contacto con el material y
transcurridos 5s de la interaccion del liquido con el material
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En el caso del PCL se evidencia un angulo
de 137,8 °C debido a la baja relacion de
grupos éster con respecto a los grupos metilos,
limitando la cantidad de hidroxilos presentes en
el polimero, esto sumado al alto peso molecular
del polimero utilizado, datos que coinciden con
investigaciones previas [32, 33]. Por otra parte,
los polimeros naturales como el colageno son
hidrofilos debido principalmente a la presencia de
grupos nitrogenados en su estructura. Luego de
combinar el colageno con PCL para la fabricacion
del andamio se observd que la gota de agua se
absorbio dentro de los primero 5 segundos de
contacto con las fibras del andamio, lo que dio
como resultado un angulo de contacto inferior a
las 60° a los 5 segundos, sugiriendo hidrofilicidad
de los andamios y potencial soporte para el
crecimiento celular.

3.3 Analisis de Grupos funcionales por ATR-
FTIR

Para confirmar la interaccion de PCL con
colageno, los andamios electrohilados obtenidos
de las dos combinaciones de colageno y PCL y las
materias primas puras fueron sometidos a analisis
ATR-FTIR (Fig. 3).

Amida I n
D

- T 1;1 A/ wvrwx,,

C.

-coc

% Transmitancia (a.u.)

A.

*_W“““\F“W‘”

4000

3500 3000 2500 2000 1500 1000 0

Numero de Onda (cm™)

Figura 3. Espectros ATR-FTIR de los andamios de (A.)
Policaprolactona/colageno 19:1 9%, (B.) Policaprolactona/
colageno 9:1 9%, (C.) Policaprolactona 9% (D.) Colageno

tipo [

La policaprolactona presenta sus sefiales
representativas de 2940 y 2865 cm!
correspondientes a los estiramientos del CH,
y una sefial aguda intensa a los 1724 cm™ del
estiramiento de C=0 que coinciden con las
reportadas en la literatura (Fig. 3C) [25, 34]. En
el caso del colageno se evidencian sefiales de la
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Amida Iy Amida IT a los 1633 y 1548 cm™ (Fig.
3D) respectivamente, estas sefiales se pueden
identificar el los espectros de los andamios
de PCL/COL (Fig. 3A - B), corroborando la
presencia del colageno en los andamios para las
dos relaciones en estudio.

Asi mismo, como resultado de ello, los enlaces
amida puede estar altamente deslocalizado en
el grupo C=0O adyacente (Fig. 3A - B). Esta
observacion también sugiere que se forman
nuevos enlaces de hidrégeno entre los grupos
amida del colageno y los grupos carboxilo de PCL
acorde a las observaciones en investigaciones
previas [26].

3.4 Propiedades Térmicas de los Andamios

La estabilidad térmica de la Policaprolactona,
el Colageno y de los andamios obtenidos a partir
de las dos formulaciones de PCL/COL se observan
en la figura 4. Para la PCL se muestra la pérdida de
masa de 96,54 % a los 346,02 °C en una sola etapa
atribuida a la descomposicion del material (Fig.
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4aC) [35]. Para el caso del colageno, se genera
la pérdida de masa en tres etapas, la primera a
los 41,41°C se atribuye al agua adquirida por
hidratacion en el material [36], la segunda a los
137,63°C relacionada con la evaporacion de
agua ligada a la molécula por medio de puentes
de hidrogeno intermoleculares y la ultima a los
246,85°C atribuida a la descomposicion de la
proteina y generacion de cenizas (Fig. 4aD). Los
andamios de PCL/COL mostraron una pequefia
pérdida de peso antes de la descomposicion final,
atribuida a la interaccion de grupos amida de
colageno con grupos carboxilo de PCL a través
de enlaces de hidrogeno como se evidencia en
el andlisis FTIR. Para los andamios de PCL/
COL 19:1 y 9:1 se muestra una pérdida de masa
de 89.01% y 83,86% a los 345,25°C y 346,02%
respectivamente (Fig.4aA - B). La variacion en
los porcentajes de pérdida de peso se atribuye a la
presencia de colageno, que sufre perdida de agua
y desnaturalizacion en la rampa de calentamiento
del andamio, pero al ser cantidades tan bajas no
se refleja un descenso considerable en la grafica.
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Figura 4. Analisis de TGA (a.), DSC (b.) de los andamios de (A.) Policaprolactona/colageno 19:1 9%, (B.)
Policaprolactona/colageno 9:1 9%, (C.) Policaporlactona 9%, (D.) Colageno tipo I

Por medio del DSC se evaluaron las transiciones
térmicas de los andamios (ver figura 4.b). Para la
PCL por cuenta del ciclo de calentamiento solo se
identifico el punto de fusion (Tm) sobre los 57,97°C,
debido a que la PCL presenta un temperatura de
transicion vitrea (Tg) a -59,53°C y una temperatura
de cristalizacion (T) 32.39°C que solo se puede
identificar haciendo reciclo de calentamiento y
enfriamiento en el material [37, 38].

Debido a que el colageno se puede deshidratar
o desnaturalizar cuando se calienta, los picos
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endotérmicos caracteristicos en el termograma de
DSC a menudo se han denominado temperatura
de deshidratacion (TD) [39]. El analisis del
colageno mostr6 un pico endotérmico muy
amplio en 79.50°C debido a la eliminacion de
agua libre, con un alto valor de entalpia (119.7
J/g). El segundo pico se atribuye al punto de
fusion del Colageno tipo I, cerca de los 186.51°C
con una entalpia de (85.14 J/g). Se calculo el %
de cristalinidad de los andamios de PCL/COL
mediante la siguiente ecuacion:
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Xc (%) = [AHm sample (é) JAH®,, (é)] x 100

Ecuacion 1. % de cristalinidad por diferencia de entalpias
de fusion

Donde AH® =139,5 J/g, entalpia de fusion
de la poli(€-Caprolactona) 100% cristalina, el
% de cristalinidad de los andamios de PCL/COL
se ve afectado por la concentracion de colageno
presente en las fibras. Asi, para los andamios de
PCL/COL 19:1 la cristalinidad fue de 45.41%
superior con respecto a los andamios 9:1 que
fue de 41.53%. Estudios previos [38] aseguran
que un alto porcentaje de cristalinidad favorece
la adhesion celular debido a que las células
presentan preferencias sobre superficies amorfas.
Los andamios de PCL/COL se probaron en el
cultivo con células estromales mesenquimales de
gelatina de Wharton.

PCL/COL 19:19%

PCL/COL 9:1 9%

PCL 9%

3.5 Cultivo celular sobre los andamios y
analisis de adhesion y proliferacion celular

Los andamios de PCL, PCL/COL 19:1 y PCL/
COL 9:1 fueron evaluados por su capacidad
para permitir la adherencia de CEM-GW-GFP+.
La determinacion de la adhesion celular es un
requisito necesario si se tiene previsto usar estos
andamios para la elaboracion de constructos de
ingenieria de tejidos en la reparacion de piel.
Con el fin de seleccionar el andamio con mejor
formulaciéon para la adhesion, mantenimiento
y proliferacion de las CEM-GW, se realiz6 un
monitoreo del cultivo de CEM-GW GFP+ in
vitro. En la figura 5 se observa la morfologia y
confluencia de las células sobre los andamios a
las 24 horas, 48 horas y 5 dias.

Figura 5. Micrografias obtenidas por microscopia de fluorescencia de CEM-GW-GFP+ cultivadas sobre los andamios a
las 24h, 48h y 5 dias de cultivo. CEM-GW-GFP+ cultivadas en los andamios de PCL/COL 19:1 9% (A, D y G), CEM-GW
cultivadas en los andamios de PCL/COL 9:1 9% (B, E y H), CEM-GW cultivadas en los andamios de PCL 9% (C, F e I).
(Barra de escala 500 um).

Varios estudios en el area de biomateriales
[40, 41] han demostrado que la interaccion célula-
andamio es dependiente de las caracteristicas
quimicas de las matrices en las que se siembran
y que es necesaria la combinacion de polimeros,
preferiblemente naturales con sintéticos, para
poder aprovechar las ventajas que cada material
ofrece [23, 41]. En este caso, se compard la
influencia de los andamios de PCL/COL y PCL en
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la adhesion, mantenimiento y proliferacion celular
de las CEM-GW-GFP+ (fig. 5). Se evaluaron tres
tiempos de cultivo (24 horas, 48 horas, 5 dias)
con el fin de observar el comportamiento celular
en los andamios. Durante las primeras 24 horas
de incubacion, se observo que sobre los andamios
con formulacion PCL/COL 19:1 las células se
adhirieron y tenian la morfologia fibroblastoide
tipica de las CEM-GW (Fig. 5-A). Por su
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parte, en el andamio PCL/COL 9:1 (fig. 5B), se
evidencid una menor adhesion celular, atribuido
a la diferencia en la disposicion del colageno en
las fibras. En ambos constructos de PCL/COL se
observo en general una distribucion uniforme de
las CEM-GW alo largo del andamio acompaiiado
de un incremento del namero de células, lo que
sugiere proliferacion celular (fig. 5 G - H).

Trascurridas 48 horas, las CEM-GW-GFP+
sobre el andamio PCL/COL 19:1 se observan
morfologia celular fibroblastoide definida y se
evidencia mayor numero de células sobre el
andamio (Fig. 5D). Sin embargo, para PCL/
COL 9:1 (Fig. 5-E) se evidencia menor adhesion
celular, aunque las células se encuentran alargadas
y orientadas sobre las fibras. A los 5 dias, todas
las células tienen morfologia fibroblastoide y han
proliferado sobre los andamios de PCL/COL 19:1
(fig.5-G), mientras que en el andamio PCL/COL
9:1 las células proliferaron menos (Fig. 5-H),
lo cual sugiere que, aunque los dos andamios
garantizan las funciones biologicas de las células,
es mejor el de la formulacion 19:1. EL andamio
de PCL, mostr6 aglomeracion de las células y
distribucion heterogénea en diferentes puntos del
andamio a las 24 horas (Fig. 5-C) y a los 5 dias
aun se evidencian los conglomerados celulares
presentes desde el inicio del cultivo (fig.5-I).
Lo anterior se puede explicar por el grado de
hidrofobicidad de la policaprolactona la cual
limita las zonas de adherencia celular.

Adicionalmente, la adhesion de CEM-GW
sobre los andamios PCL/COL no solo esta
relacionada con el aumento en la humectabilidad
de los andamios, sino también con el incremento
en la porosidad de los andamios, la posible
formacion de nuevos enlaces de hidrégeno entre
los grupos amida del colageno y los grupos
carboxilo de PCL. Estos factores son criticos para
proporcionar las moléculas necesarias para la
adhesion de las CEM-GW [42, 43].

Estudios previos, donde evaluaron diferentes
relaciones de estos polimeros, sugieren relaciones
de colageno mas elevadas para obtener el cambio
en las propiedades del andamio [26, 44, 45].
En esta investigacion se demuestra que no es
necesario utilizar altas cantidades de colageno
para obtener propiedades similares, obteniendo
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un andamio que ademas de tener caracteristicas
fisicoquimicas prometedoras, ofrece rentabilidad
y los parametros deseados en la ingeniera
de tejidos, para la generacion de constructos
bioactivos para la reparacion de lesiones cutaneas.

CONCLUSIONES

La elaboracion de un andamio de naturaleza
bio-sintético por medio de electrohilado, permitio
la creacion de un soporte con las propiedades
estructurales, resistencia mecanica y propiedades
biologicas que lo catalogan como un sustituto
prometedor en el tratamiento de heridas dérmicas.

El colageno en bajas concentraciones con
respecto a la poli(€-caprolactona) genera un gran
cambio en la polaridad de la membrana atribuido
a la posible formacién de puentes de hidrogeno
entre la proteina y el poliéster, conservando las
propiedades mecanicas de soporte del polimero
sintético y adicionando la biocompatibildad de la
proteina natural.

El uso de células estromales mesenquimales
de gelatina de Wharton (CEM-GW) en ingenieria
de tejidos presenta grandes ventajas debido a
la capacidad inmunomoduladora y la accién
paracrina, que estimulan la proliferacion y la
diferenciacion celular, contribuyendo activamente
en la reparacion de tejidos.
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