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Tabla de Abreviaturas

Abreviatura Significado

GAGs Glucosaminoglicanos (por sus siglas en inglés
“Glycosaminoglycans”)

PGs Proteoglicanos (por sus siglas en inglés “Proteoglycans”)

RGD Motivo Arginina-Glicina-Aspartato

LM Laminina

FN Fibronectina

HSPG Proteoglicano heparan sulfato

CATM Complejo articulacion temporomandibular

MEC Matriz extra celular

PEG Polietilenglicol

PEG-D Polietilenglicol diaminado

PEG-PPG-PEG | Polietilenglicol-polipropilenglicol-polietilenglicol

CD Complejo de diferenciacion (por sus siglas en inglés
“Cluster of differentiation”)

PRP Plasma rico en plaquetas (por sus siglas en inglés “Platelet
rich plasma”)

PRFC Plasma rico en factores de crecimiento (por sus siglas en
inglés “growth factors rich plasma”)

GFs Factores de crecimiento (por sus siglas en inglés “Growth
factors”)

TGF-3 Factor de crecimiento transformante B (por sus siglas en
inglés “Transforming growth factor 3 )

PDGF Factor de crecimiento derivado de las plaquetas (por sus

siglas en inglés “Platelet derived growth factor”)
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IGF Factor de crecimiento insulinico (por sus siglas en inglés
“Insulinic growth factor”)

VEGF Factor de crecimiento vascular endotelial (por sus siglas en
inglés “Vascular endothelial growth factor”)

FGF Factor de crecimiento fibroblastico (por sus siglas en inglés
“Fibroblastic growth factor”)

PLA Poliacido lactico

PCL Policaprolactona

PVA Polivinilalcohol

PAA Poliacido acrilico

PAAmM Poliacrilamida

MPa Mega Pascales

N Newtons

Nm Nanometros

BCA Acido bicinconinico

SDS/PAGE Sodio dodecil sulfato, poliacrilamida gel electroforesis

FTIR Espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier

SEM Microscopia electrénica de barrido (por sus siglas en inglés
“scanning electron microscopy”)

TGA Analisis termogravimétrico por sus siglas en inglés
“Thermogravimetric analysis”)

DSC Calorimetria diferencial de barrido por sus siglas en inglés
“differential scanning calorimetry”)

BSA Albumina bovina sérica (por sus siglas en inglés “bovine
serum albumin”)

TCP Plato de cultivo (por sus siglas en inglés “tissue culture

plate”)
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1.- Resumen

El cartilago es un tejido conectivo especializado con caracteristicas unicas, el
cartilago articular tiene como obijetivo revestir las superficies 6seas y amortiguar las
cargas mecanicas a las que la articulacion esta sometida. Diversos procesos
patolégicos afectan al cartilago articular y hasta la fecha no se ha encontrado un
método eficiente para regenerarlo. Dentro de los enfoques que buscan regenerar
cartilago, se ha propuesto emplear biomateriales, ya sean naturales o sintéticos,
que sirvan como andamios para dar cabida a células que, mediante una
interconexidn porosa adecuada, permitan la formacién de nuevo tejido cartilaginoso.
Se ha sugerido a los hidrogeles de Polietilenglicol (PEG) debido a sus propiedades
deseables ya que son biocompatibles, no tdxicos, no generan respuesta
inmunoldgica, son hidrofilicos y bioinertes ya que no interactuan de forma
inespecifica con otras moléculas, ademas son suaves, y tienen propiedades
mecanicas parecidas a las del cartilago. Sin embargo, su principal desventaja es
que no permiten controlar su ganancia de agua, lo cual impide que las células se
adhieran sobre él, el hinchamiento excesivo también afecta sus propiedades
mecanicas de forma dramatica. El objetivo de este trabajo fue sintetizar, y
caracterizar las propiedades fisico-quimicas, mecanicas y biolégicas de un andamio
de PEG-PPG-PEG con gelatina tipo A utilizando glutaraldehido como entrecruzante
y funcionalizado con PRFC. Se logré sintetizar los andamios funcionalizados con
PRFC con un grado de porosidad adecuado, los hidrogeles se caracterizaron
mediante FTIR, TGA, DSC, ensayos mecanicos compresivos y de traccion, y se
realizd un ensayo para evaluar la adhesion celular y la viabilidad con células
troncales mesenquimales de encia humanas (hGMSCs). Los resultados muestran
que el hidrogel de PEG-PPG-PEG logra controlar la ganancia de agua con respecto
al PEG-D vy la gelatina, lo cual mejora sus propiedades mecanicas. Ademas, se
demostré que someter los hidrogeles al proceso de liofilizacion no afecta sus
propiedades mecanicas, haciendo de éste, un método factible para facilitar su
posterior distribucién y almacenamiento. Por lo tanto, se concluye que estos
hidrogeles tienen un gran potencial para emplearse en el area de ingenieria de

tejidos para la regeneracion de cartilago o en defectos osteocondrales.
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2.- Abstract

The cartilage is a specialized connective tissue with characteristics that makes it
very valuable, the function of the articular cartilage is absorb mechanical loads.
There are many pathological processes that affect the articular cartilage and to date
has not found an efficient method to regenerate it. Naturalized or synthetic
biomaterials have been proposed as an alternative for cartilage regeneration, they
have been used as scaffolds to harbor cells, through an adequate porous
interconnection, to achieve the formation of new cartilaginous tissue. Due to its
desirable properties, it has suggested polyethylene glycol (PEG) hydrogels as an
alternative for this purpose, which are in general biocompatible, non-toxic, they do
not generate immune responses, are hydrophilic and bioinert and do not interact
non-specifically with other molecules, in addition to being soft, and having
mechanical properties similar to those of cartilage. However, its main disadvantage
is that they don’t allow control the quantity of water that they uptake, therefore, they
have an excessive swelling, that inhibit the capacity of the cells to adhere on the
hydrogel, the swelling also affects its mechanical properties dramatically. The aim of
this thesis work was to synthesize and characterize the physicochemical,
mechanical and biological properties of a PEG-PPG-PEG scaffold with type A
gelatin, and glutaraldehyde as cross-linking agent, and functionalized with plasma
rich in growth factors (PRGF). It was possible to synthesize scaffolds functionalized
with PRGF with a suitable degree of porosity, hydrogels were characterized by FTIR,
TGA, DSC, mechanical, compressive and tensile tests, and an assay was performed
to evaluate cell adhesion and viability with human gingival mesenchymal stem cells
(hGMSCs). The results show that the PEG-PPG-PEG hydrogel allows to control the
water uptake with respect to PEG-D and gelatin hydrogels, and therefore control the
excessive swelling, which improves its mechanical properties. In addition, it was
shown that lyophilization of hydrogels does not affect their mechanical properties,
making it a feasible method to facilitate their subsequent distribution and storage.
Therefore, it is concluded that these hydrogels have a great potential to be used in

tissue engineering for the regeneration of cartilage or osteochondral defects.
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3.- Introduccién

El cartilago es un tejido conectivo especializado complejo, que se regenera con
dificultad debido a que carece de irrigacién sanguinea, ademas gracias a su macro
y microestructura, el cartilago articular presenta propiedades mecanicas unicas que
le permiten soportar las complejas fuerzas a las que esta sometido, por lo tanto,

representa un verdadero reto buscar su regeneracion.

Para ello se han probado diferentes enfoques cada uno con ventajas y desventajas
propias. Si bien los autoinjertos evitan respuestas inmunes innecesarias, no siempre
hay tejido donador suficiente en buen estado, ademas este procedimiento deja un
nuevo defecto y puede requerir una segunda herida quirurgica, si no esta en la
misma zona del defecto. Los aloinjertos y xenoinjertos pueden producir respuestas
inflamatorias o inmunes. Por lo tanto, se ha propuesto la utilizacién de diversos
biomateriales que busquen no solo sustituir, sino ademas regenerar el cartilago

dafado o perdido, enmarcados en el enfoque de la bioingenieria de tejidos

En ese sentido, debido a sus caracteristicas, es decir, que son biocompatibles, que
son biodegradables, su ausencia de toxicidad, su suavidad, y que son hidrofilicos,
los hidrogeles se postulan como un candidato ideal para regenerar tejido
cartilaginoso. Desafortunadamente los hidrogeles presentan una gran desventaja,
ya que, al no controlar su ganancia excesiva de agua, se hinchan en exceso, lo cual

afecta drasticamente sus propiedades mecanicas y bioldgicas.

Razoén por la cual se ha buscado controlar la ganancia excesiva de agua desde
diferentes enfoques, uno de los mas novedosos es el uso de agentes que gracias a
su estructura quimica presentan un comportamiento anfipatico, tal es el caso del
polietilenglicol-polipropilenglicol-polietilenglicol, que en su parte intermedia contiene

un grupo metilo, el cual reduce significativamente su afinidad por el agua.
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4 .- Marco tedrico

4.1.- Cartilago

El cartilago es un tejido conectivo especializado de sostén avascular y no inervado,
que esta formado por células, fibras y sustancia fundamental. Posee una matriz
extracelular flexible y firme, cuya consistencia le permite resistir tensiones
mecanicas sin que se distorsione de manera permanente. Presenta un pericondrio,
que es una membrana formada por fibras colagenas que rodea al cartilago, y es
responsable de la formacién de la matriz cartilaginosa. Dentro de sus funciones se
encuentran dar soporte para érganos (traquea, bronquios, etc.), revestir superficies
articulares, y ademas es importante para la formacién, desarrollo y crecimiento de
los huesos (osificacion endocondral). Junto con el tejido 6seo participa en el sostén
del cuerpo, porque estan intimamente asociados en el sistema locomotor(1).

Existen tres tipos de cartilago: hialino, elastico y fibroso.

1.

Hialino: es el tipo de cartilago mas abundante, (vias respiratorias, superficies
articulares, cartilago en crecimiento de huesos, esqueleto en feto).

Esta compuesto por una matriz cartilaginosa transparente debido a que la
sustancia intercelular amorfa y en las fibras de colagena (tipo Il) tienen casi
el mismo indice de refraccion.

Elastico: este tipo de cartilago se localiza en la oreja, pared del canal auditivo,
epiglotis. El cartilago elastico es casi idéntico al hialino con excepcion de que
ademas de la colagena tipo Il, tiene fibras elasticas, lo que da un color
amarillento.

Fibroso: se localiza en discos intervertebrales, sitios de insercion de algunos
ligamentos, sinfisis del pubis. Se asocia siempre con tejido conectivo denso
regular. Los condrocitos se encuentran en hileras entre abundantes fibras
colagenas (tipo 1), la sustancia amorfa es poco abundante. Las fibras
colagenas se disponen en forma regular por lo que es dificil identificar el

pericondrio.
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El cartilago crece por medio de dos mecanismos, intersticial y por aposicion.
1. Crecimiento intersticial: se logra mediante la sintesis de matriz cartilaginosa
por parte de los condrocitos.
2. Crecimiento por aposicion: se obtiene mediante la sintesis de matriz

cartilaginosa a partir de los condrocitos que se localizan en el pericondrio.

4.1.1.- Células
El tejido cartilaginoso esta compuesto por tres células principales que son:

a) Células condrogénicas: derivadas de células mesenquimales, son
precursores de los condroblastos y producen la matriz extracelular del
cartilago.

b) Condroblastos: localizados en la superficie cartilaginosa
(pericondrio), al dividirse dan origen a los condrocitos. Son células
redondas muy activas metabdlicamente, con un nucleo de gran
tamafo y una alta concentraciéon de nucleolos, su citoplasma es
basdfilo y contiene abundantes mitocondrias.

c) Condrocitos: localizados en espacios (lagunas) de la matriz
cartilaginosa llamadas condroplasmas o condroceles, se originan a
partir de los condroblastos cuando estos sintetizan sustancia
intercelular, son mas pequenos que los condroblastos y de forma

ovoidea, son poco activos metabolicamente(1).

4.1.2.- Fibras

Algunos autores consideran a las fibras como parte de la sustancia fundamental por
ser un elemento extracelular que brinda soporte a las células, pero a diferencia de
ésta, cuenta con una estructura bien formada, ya sea que se acepte esta
clasificacion o que se les considere como un componente por separado, las fibras
son indispensables para brindarle al cartilago sus propiedades. Existen
principalmente tres tipos de fibras que conforman el cartilago, las fibras de colagena,
las fibras elasticas y las fibras reticulares, siendo las primeras las mas abundantes

y por lo tanto las mas estudiadas.
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La proteina mas abundante en mamiferos (colagena), provee la resistencia a la
tensién de la matriz extracelular (MEC), mientras que otras proteinas, tales como
elastina, dan a la MEC su elasticidad. Dos terceras partes del componente fibrilar
esta formado por colagena, principalmente la colagena tipo Il, pero en el cartilago
maduro ademas se encuentran los tipos Ill, VI, IX, X, XI, XIl y XIV. En el cartilago
en desarrollo se observan principalmente los tipos I, IX y XI(2).

La colagena tiene multiples dominios que favorecen la adhesion, tal es el caso del
motivo Arg-Gly-Asp (RGD) que es reconocido por integrinas de superficie celular.
La colagena contiene los aminoacidos hidroxilisina e hidroxiprolina, que pueden
funcionar como marcadores especificos para ésta proteina, ademas las fibras
colagenas se estabilizan mediante puentes de hidrogeno y puentes de pirodinolina,
entre las hidroxilisinas y la lisina(3).

Las células se unen a la MEC principalmente a través de proteinas de adhesion
como la laminina (LM) y fibronectina (FN). La laminina tiene un trimero estructural
en forma de cruz que contiene cadenas a, By, es la proteina adhesiva en la lamina
basal con sitios de unién para receptores de membrana celular y colagena tipo 1V,
proteoglicano heparan sulfato (HSPG) y entacina. La Fibronectina esta relacionada
evolutivamente al fibrindgeno. La fibronectina es un dimero en forma de V con varios
dominios de union para mediar la conexion entre la MEC y membrana celular, y se
une a una variedad de proteinas como colagena vy fibrina, asi como receptores de
superficie celular como integrinas y sindecano(4).

Los componentes de la MEC se someten a auto ensamblaje, asi como a ensamblaje
dirigido por células para formar redes 3D organizadas y complejas. Los receptores
celulares se unen a vias de sefalizacion tanto solubles como atadas, provenientes
del entorno de la MEC. Las interacciones de ligandos desencadenan cascadas
complejas de reacciones enzimaticas intracelulares que regulan la expresion de
genes y proteinas y definen el destino de una célula en un tejido. Simultaneamente,
las células envian senales para construir y degradar activamente su microambiente.
Por lo tanto, la MEC actua no s6lo como un simple relleno de espacio y un andamio
mecanico para las células, sino también como un medio bioactivo y dinamico que

media funciones celulares.
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4.1.3.- Sustancia Fundamental

También llamada matriz cartilaginosa, conforma junto a las fibras la matriz
extracelular del cartilago, es similar a la sustancia intercelular amorfa de otros
tejidos conectivos, es sintetizada por los condroblastos y condrocitos. Dependiendo
de la zona y del tipo de cartilago, su concentracion varia entre 60-80%. Sus
principales componentes son los glucosaminoglicanos como el acido hialurénico,
condroitin 4 y 6 sulfato, ademas del queratan sulfato. Glicoproteinas como la
condronectina y proteoglicanos como el agrecano. La funcion principal de la
sustancia amorfa es servir como amortiguador para soportar cargas mecanicas
importantes(1).

Las proteinas de la MEC estan embebidas en sustancias de altas cargas negativas,
ricas en polisacaridos, de suelo gelatinoso llamadas glicanos, que incluyen a los
glucosaminoglicanos (GAGs) y proteoglicanos (PGs). Los GAGs son polimeros
lineales de repeticiones derivadas de disacaridos con dos tipos, no sulfatadas como
el acido hialurénico (HA) y sulfatadas como el condroitin, queratan, dermatan y
queratan sulfato. Las GAGs sulfatadas pueden unirse a proteinas ricas en serina
para formar proteoglicanos (PGs) tales como agreganos y heparan sulfato. Tanto
las GAGs como las PGs se hinchan en los espacios acuosos entre las proteinas
fibrilares, absorbiendo cargas compresivas, limitando el colapso de tejidos bajo
presidn. Los glicanos ademas permiten a los tejidos difundir nutrientes y proveer un

reservorio para moléculas de sefializacion(4).

4.1.4.- Propiedades Mecanicas del Cartilago

El cartilago es un tejido complejo formado por varios componentes que hacen dificil
dilucidar su comportamiento mecanico, ademas sus propiedades cambian cuando
entra en un estado patoldgico. Al igual que el hueso, el cartilago es un material
anisotropico, por lo tanto, dependiendo de la zona a estudiar manifiesta un
comportamiento mecanico diferente. Por ejemplo, al cartilago que recubre las
superficies 6éseas del complejo articular temporomandibular (CATM) se divide en 4
zonas, la zona mas superficial o externa se caracteriza por tener condrocitos

aplanados y fibras de colagena acomodadas de forma paralela al hueso que
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recubre, la zona subsiguiente se caracteriza por tener condrocitos redondos, fibras
colagenas dispuestas de forma irregular y una alta concentracion de proteoglicanos,
en la zona siguiente las fibras estan de forma perpendicular a la superficie ésea y
finalmente se encuentra una zona parcialmente mineralizada que esta en contacto
con tejido 6seo propiamente dicho. Cada zona manifiesta propiedades mecanicas
diferentes.

En un estudio realizado por Singh y Detamore encontraron un médulo elastico de
24 MPa en sentido antero-posterior, y 10 MPa en sentido medio-lateral en la zona
superficial de cartilago de condilar porcino, ademas mediante microscopia de luz
polarizada observaron la orientacién de las fibras de colagena de dicho tejido, las
cuales se encontraron mayoritariamente dispuestas de forma paralela a la
superficie, pero en sentido anteroposterior, lo cual explica dicho comportamiento
mecanico(5).

En general se ha descrito que los nifios pueden alcanzar hasta 10 N de fuerza sobre
el cartilago articular del complejo de la articulacién temporomandibular (CATM)
durante los procesos masticatorios, mientras que los adultos pueden aplicar hasta
150 N(1).

Otro factor importante a considerar es el contenido liquido que entra y sale del tejido
cartilaginoso a través de poros, cuando se aplica una carga compresiva el liquido
sale del tejido, funcionando como un mecanismo de disipacion de la energia.
Ademas, entre mayor concentracion de proteoglicanos, éstos funcionan como
lubricante de las superficies articulares. La concentracion de liquido no cambia con
la edad, pero si se ve afectada con procesos patoldgicos. Los materiales disenados
como andamios para la regeneracion de cartilago, ademas de cumplir con los
requisitos de caracter bioldgico, deben asemejarse a las propiedades mecanicas
del tejido a restituir, especialmente cuando estaran sometidos a constantes cargas

mecanicas.

4.1.5.- Cartilago en Enfermedad
Existen diversos tipos de patologias o afecciones que dafian al cartilago, desde

traumatismos hasta alteraciones en el desarrollo, por ejemplo, mutaciones de los
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genes de colagena IX y Xl producen condrodisplasia que se caracteriza por
alteraciones en la formacion de cartilago que puede producir extremidades cortas y
baja estatura. Sin embargo, la principal afeccion del cartilago es la osteoartritis, un
padecimiento cronico degenerativo en el cual se da una destruccion gradual del
tejido que recubre las superficies articulares, y por lo tanto produce dolor,
deformidad y finalmente incapacidad funcional. El cartilago se destruye por
desgaste mecanico, y en dicho proceso influyen factores como el sobrepeso y la
edad del paciente, ademas esta patologia se ve favorecida por la actividad
enzimatica de metaloproteasas y agrecanasas que degradan la matriz extracelular.
Si tal como se menciond previamente, el cartilago sufre dafo a nivel estructural, sus
propiedades mecanicas también se ven afectadas. En un estudio realizado por
Robinson y colaboradores, se identific6 una correlacion entre el dafo a nivel
histologico y la disminucion de la rigidez del tejido, es decir, a medida que se

incrementa el dafo del tejido, su modulo elastico disminuye (6, 7).

4.1.6.- Enfoques Regenerativos Para Cartilago

La regeneracion del cartilago de forma natural por parte del organismo es compleja
y se lleva a cabo con dificultad y de forma incompleta, con excepcion de los nifios,
ya que como se menciono previamente, el cartilago carece de irrigacion e
inervacion, por lo tanto, depende del pericondrio como fuente de nutrientes para que
los condroblastos sinteticen nueva matriz extracelular. En el caso del cartilago
articular, cuando se da un proceso regenerativo en lugar del cartilago hialino que
normalmente recubre las superficies articulares, el nuevo tejido formado suele ser
fibrocartilago, el cual es mas menos resistente mecanicamente.

Dentro de los enfoques regenerativos, el estandar de oro es el injerto autélogo
osteocondral, obtenido de la misma articulacién que se desea reparar, pero de una
zona sin carga mecanica. Su principal ventaja es que evita el rechazo y la respuesta
inflamatoria generada por particulas producto del desgaste de materiales
empleados como sustitutos, ya sean metalicos o poliméricos. Entre sus desventajas
se encuentran: (i) crea nuevos defectos, (ii) no esta indicada en defectos de gran

tamano, especialmente en pacientes con osteoartritis donde probablemente no hay

18

——
| —



cartilago normal disponible, (iii) y no se une al cartilago adyacente, lo que produce
inestabilidad en el injerto a largo plazo(8).

En ese sentido, se ha propuesto que los hidrogeles sintéticos pudieran ser una
alternativa para promover la regeneracion de cartilago, aprovechando las
propiedades de estos materiales, como su biocompatibilidad, y sus propiedades
mecanicas que se asemejan a la de dicho tejido. Una de las propuestas mas
novedosas incluye el uso de hidrogeles de forma inyectable, lo que permitiria
depositar el material en zonas de dificil acceso sin necesidad de realizar un
procedimiento quirurgico y por lo tanto reduciendo procesos inflamatorios y el
tiempo de recuperacion. El hidrogel funcionaria como andamio proveyendo a las
células de una matriz sintética, que ademas de cabida a la formacion de nuevos

vasos sanguineos mediante una interconexién porosa adecuada.

4.2.-Ingenieria de Tejidos

La ingenieria de tejidos es un campo emergente en la ciencia, que se enfoca en la
creacion de condiciones para buscar la regeneracion de tejidos que han sido
dafados o perdidos ya sea por trauma, o por diversos procesos patologicos, y que
ha contribuido a mejorar la calidad de vida de las personas. Representa un mercado
con fuertes ganancias y altas expectativas de crecimiento a futuro. Se define como
la aplicacion de principios cientificos para el disefio, la construccion, modificacion,
el crecimiento y mantenimiento de los tejidos vivos. Por lo tanto, es una ciencia
multidisciplinaria donde convergen la medicina, la biologia, la ingenieria, la biologia
molecular, la ciencia de materiales, la odontologia, la inmunologia, entre otras. Para
lograr su objetivo se apoya en tres pilares fundamentales conocidos como la triada
de la bioingenieria de tejidos, que son: células, moléculas de sehnalizacion y

andamiajes, los cuales se desarrollaran a continuacion(9).

4.2.1.- Células
Como se menciond previamente, cuando un grupo de células tienen la misma
diferenciacion morfolégica y las mismas funciones conforman los tejidos, y por lo

tanto, son una parte fundamental para buscar la regeneracién de éstos, ademas son
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las encargadas de secretar la matriz extracelular, la cual funge como el soporte
estructural de las células, en los diferentes tejidos que se desea regenerar, el caso
del cartilago es paradigmatico en ese sentido, ya que ademas de dar soporte a las
células, en gran parte las propiedades mecanicas del tejido dependen de la MEC.
Historicamente se han empleado células troncales en el campo de la bioingenieria
de tejidos, aprovechando sus caracteristicas unicas, es decir, por su capacidad de
diferenciarse hacia un linaje celular especifico dependiendo de su potencialidad, su
habilidad de proliferar, y de autorrenovarse(10).

Para cumplir con sus funciones necesitan de nichos celulares, es decir,
microambientes que les permitan adherirse, proliferar y mantenerse en un estado
indiferenciado hasta que llegue una senal adecuada que les indique hacia qué
fenotipo diferenciarse(11).

Las células troncales mesenquimales son células multipotentes derivadas del
mesodermo, y que tienen la capacidad de diferenciarse en varios linajes especificos
(osteoblastos, adipocitos, condroblastos, fibroblastos, entre otros). Para ser
consideradas células troncales mesenquimales deben ser capaces de migrar,
adherirse, proliferar, dividirse, y diferenciarse hacia el linaje celular buscado,
ademas, deben presentar mas del 95% de los marcadores CD105, CD75 y CD90,
y menos del 2% de los marcadores hematopoyéticos CD45, CD34, CD14 o CD11b,
CD79a o CD19b(12-15).

Existe cierta controversia acerca de si es mas efectivo aplicar células previamente
diferenciadas o células troncales indiferenciadas conjuntamente con los andamios,
ademas existen enfoques acelulares en la regeneracion de tejidos, aunque no con
mucho éxito. Quiza un de las propuestas mas novedosos es la impresion de células
dentro de un material, usualmente polimérico, ya sea natural o sintético (biotinta),

proceso conocido como bioimpresion(16).

4.2.2.- Moléculas
Existen sefiales (térmicas, eléctricas, mecanicas, proteinas, péptidos, etc.) que
pueden inducir respuestas celulares especificas. Usualmente dichas proteinas se

unen a receptores especificos de membrana y mediante una serie de procesos
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donde se activan (por ejemplo, mediante fosforilacion) diversos componentes, se
desencadena lo que se conoce como vias de sefnalizacion, cuyo objetivo final es
llegar hasta el nucleo y ahi favorecer la sintesis de una proteina implicada con algun
proceso celular. Mediante este mecanismo se puede favorecer el crecimiento,
diferenciacion, proliferacion, y migracion celular, etc.

Las vias de sefializacion son complejas y estan multi relacionadas entre si, haciendo
el proceso de su estudio algo complejo. Entre las proteinas que pueden
desencadenar vias de sefializacion se encuentran los factores de crecimiento, un
ejemplo de ello seria el factor de crecimiento insulinico, que se une a receptores
tirosin cinasa para activar la via mTOR implicada en proliferacion, apoptosis,

metabolismo de lipidos y regeneracién ésea, entre otros procesos(17,18).

4.2.2.1.- Plasma Rico en Factores de Crecimiento

Los factores de crecimiento (GFs) son polipéptidos que transmiten senales para
modular las actividades celulares mediante la activacion de diversas vias de
sefnalizacion. Se ha descrito un gran numero de proteinas, pero las mas estudiadas
son (4):

e Factor de crecimiento transformante 3 (TGF- 3): implicado en la regulacion
de la formacion 6sea y cartilaginosa tras una lesion y tras el crecimiento
normal y remodelacion, ademas inhibe la formaciéon de osteoclastos. Esta
presente en la quimiotaxis, proliferaciéon y diferenciacion de las células
mesenquimales y en la sintesis de colageno por osteoblastos.

e Factor de crecimiento derivado de las plaquetas (PDGF): promueve la
amelogénesis a través de los macrofagos, por quimiotaxis, facilita la
formacion de fibroblastos formadores de colageno tipo I. Tiene un efecto
mitégeno de células mesenquimales que estimula el crecimiento de tejido
conectivo.

e Factor de crecimiento insulinico (IGF): Actua en la proliferacion vy
diferenciacion de células mesenquimales y de revestimiento, también en

sintesis de osteocalcina, fosfatasa alcalina y colageno tipo | por osteoblastos.
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e Factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF): Participa en la quimiotaxis
y proliferacion de células endoteliales y por lo tanto en la formacion de los
vasos sanguineos.

e Factor de crecimiento fibroblastico (FGF): son dos miembros, el FGF1 y el
FGF2 basico, ambos son proteinas que se unen a la heparina y ejercen sus
efectos mitogénicos sobre las células de origen mesodérmico y neuro
dérmico que estimulan la formacién 6sea, inhibe a los osteoclastos, y
favorece la proliferacion y diferenciacion de osteoblastos, proliferacion de

fibroblastos e induccion de la secrecién de fibronectina(19).

Las plaquetas son un reservorio natural para los factores de crecimiento, por lo
tanto, éstos se pueden obtener ya sea del plasma rico en plaquetas (PRP) o del
plasma rico en factores de crecimiento (PRFC), ambos son agregados plaquetarios.
Se encuentran en forma de sobrenadante tras la centrifugacion de sangre
anticoagulada. Cuando las plaquetas estan fisioldgicamente activadas, sus granulos
a gradualmente segregan factores de crecimiento. Sin embargo, la activacion de
plaquetas por trombina o Ca* provoca completa liberacién no orquestada de factores
de crecimiento dentro de las primeras horas, limitando su biodisponibilidad.(20)
Como se menciond previamente, los GFs inician su accién uniéndose a receptores
especificos en la superficie de las células blanco y necesitan unirse a moléculas de
matriz para tener actividad y estabilizarse debido a su vida media corta en forma
libre o en la circulacidon. La mayoria de los GFs estan unidos a proteoglucanos, los
cuales ademas modulan su liberacion de las cadenas sulfatadas GAG, para guiar
las funciones celulares y formacién de tejidos.

Los GFs purificados son altamente sensitivos a la degradacion proteolitica en
formas solubles, razén por la cual deben ser liberados de forma sostenida y
prolongada, o de otro modo seran degradados y no podran ejercer su funcién. Para
ello se han empleado diversos vehiculos, uno de ellos son los hidrogeles de PEG,
debido a que a medida que se van degradando, permiten su liberacion de forma

controlada.
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La manera mas facil de incorporar GFs a hidrogeles de PEG es cargarlos
directamente durante la sintesis del material; sin embargo, este método de carga
directa normalmente muestra un rapido rompimiento durante la formacién del
hidrogel. Ya que la tasa de liberacion de proteinas es generalmente controlada por
difusion a través de canales acuosos dentro del hidrogel, es un gran reto para el
método de liberacion directa, controlar la liberacién de factores de crecimiento

durante un largo tiempo sin la liberacion de subproductos indeseados.

4.2.3.- Andamios
Un andamio es un modelo tridimensional que imita a la matriz extracelular, con el
objetivo de ser colocado como injerto para regenerar tejidos perdidos o dafados.
Los andamios estan hechos de biomateriales, considerando como biomaterial, a
cualquier material ya sea natural o sintético que debe reunir ciertas caracteristicas,
como no generar una respuesta adversa, inmunogénica o de rechazo, y al mismo
tiempo se espera que generen una respuesta celular especifica regenerativa. Por lo
tanto, tal como reportan Triplett y colaboradores, un andamio debe cumplir ciertos
requisitos(9):

1. Ser biocompatible, incluyendo degradacion de productos y evitar respuesta
inflamatoria.
No ser citotoxico, incluyendo al material y sus subproductos.
No ser carcinogénico.

Que sea esterilizable.

o &~ b

Propiedades predecibles fisico mecanicas apropiadas para los tejidos que

intenta sustituir.

6. Propiedades favorables de manipulacion quirurgica, incluyendo sutura, como
requieren los tejidos blandos.

7. Porosidad de al menos 100-200um para permitir migracién celular vy
vascularizacién.

8. Histoconductividad: que guie y estimule proliferacion de células progenitoras

autégenas que migren de tejidos que rodean al andamio.
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9. Histoinductividad: que induzca proliferacion y diferenciacion de células
progenitoras autdégenas que migren de tejidos que rodeen al andamio.
10.Tener lugares para unién celular, asi como liberacién de drogas in vivo

incluyendo factores de crecimiento y genes.

Desde un punto de vista historico, los biomateriales han evolucionado por varias
generaciones, desde materiales bioinertes, es decir, que no generaban respuestas
inmunologicas o toxicas al organismo, pasando por biomateriales bioactivos y
biodegradables, que debian ser capaces de interactuar con diversos tejidos
integrandose a éstos, hasta finalmente los biomateriales actuales, que son capaces
de inducir respuestas celulares especificas enmarcados en el campo de la
bioingenieria de tejidos. Los enfoques mas novedosos estudian como algunas de
las caracteristicas de superficie de los biomateriales como la rugosidad o la dureza,

pueden desencadenar vias de senalizacion y/o mediar respuestas inmunoldgicas.

4.3.- Hidrogeles

Los hidrogeles son redes poliméricas entrecruzadas tridimensionales de naturaleza
altamente hidrofilica. Se emplean en diversas industrias como la quimica, médica,
alimenticia, farmacéutica e incluso agroindustrial. Debido a sus propiedades como
biocompatibilidad, no inmunogénicos, y alta absorcion de agua, se asemejan a
tejidos de consistencia suave, por lo tanto, en bioingenieria de tejidos se han
empleado como andamios para regenerar tejido nervioso, vasos sanguineos,
cartilago y piel, entre otros. También se emplean como biotintas, ya que su suavidad
ayuda a no estresar demasiado a las células durante la bioimpresion. En general
tienen poca resistencia mecanica y médulos de Young bajos, es decir, son muy
elasticos. Ademas, como se menciono previamente, debido a su alta captacion de
agua suelen tener un alto hinchamiento, lo cual también produce un detrimento en
sus propiedades mecanicas. Existe una clasificacion general que divide a los
hidrogeles en dos tipos, los naturales y los sintéticos, de acuerdo a su origen y
composicién. Ambos tipos tienen caracteristicas unicas que les brindan propiedades

diferentes, las cuales se resumen en la tabla 1(21,22).
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4.3.1.- Hidrogeles Naturales

Los hidrogeles naturales estan hechos principalmente de materiales a base de
polimeros naturales, tales como proteinas (por ejemplo, colageno, gelatina y
fibrina), y polisacaridos (por ejemplo, alginato de quitosano, acido hialuronico,
dextrano) (21).

Los hidrogeles naturales tienen la ventaja de que se degradan facilmente, y son
biocompatibles, ademas tienen una mejor interaccién con las células, no provocan
respuestas inmunes ni daian los tejidos aledafrios.

Por otro lado, tienen propiedades mecanicas inferiores a los sintéticos, y ademas
no se puede modificar su estructura quimica, ni permiten afadir grupos funcionales
o proteinas con funciones especificas. Si bien no se puede controlar su grado de
porosidad a nivel del entrecruzamiento, si se pueden agregar agentes pordégenos

como el cloruro de sodio para aumentar su porosidad(22).

4.3.2.- Hidrogeles Sintéticos

Los hidrogeles sintéticos estan hechos a base de polimeros sintéticos, tales como
poliacido acrilico (PAA), polietilenglicol (PEG), polivinilalcohol (PVA), poliacrilamida
(PAAm), etc. Los hidrogeles sintéticos tienen algunas ventajas sobre los naturales,
tales como la habilidad de ser fotopolimerizables, lo cual permite un control
conveniente de la arquitectura del andamiaje, el grado de porosidad y de sus
propiedades mecanicas(4).

Ademas, tienen una composicion quimica ajustable, esta versatilidad les permite
agregar moléculas de interés, y por lo tanto se puede controlar su capacidad de
degradacion, e incluso sus interacciones bioldgicas, ya que algunos polimeros
sintéticos son inertes bioloégicamente. Pueden ser disefiados para aplicaciones
especificas, y sus propiedades de transporte pueden ademas ser personalizadas
aumentando la longitud de las cadenas del polimero y su densidad, lo que les
permite tener una liberacién controlada de farmacos, principios bioactivos,

proteinas, y péptidos, entre otros(21).
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Ventajas Desventajas

Biocompatibilidad Baja actividad biolégica
Biodegradabilidad Baja resistencia mecanica (naturales)
No téxicos Se hinchan en exceso con agua
Hidrofilicos
Flexibilidad

Buenas propiedades mecanicas

(sintéticos)

Versatilidad (sintéticos)

Fotopolimerizables (sintéticos)

Tabla 1. Ventajas y desventajas de hidrogeles naturales y sintéticos. Fuente: Zhu
J. Bioactive Modification of Poly(ethylene glycol) Hydrogels for Tissue Engineering.
Biomaterials. 2011;31(17):4639-56.

4.3.2.1.- Polietilenglicol (PEG)

El PEG es un tipo de polimero sintético hidrofilico usado en aplicaciones
biomédicas, que permite la modificacién de su molécula, lo cual facilita su unién con
otros polimeros. Se ha empleado como vehiculo en farmacologia por su capacidad
de tener una liberacion controlada, ademas se emplea en ingenieria de tejidos, por
sus propiedades, tales como biocompatibilidad, no generar respuesta inmune,
puede fotopolimerizarse en cualquier forma, tiene capacidad para inyectarse y
reparar tejidos, y resistencia a la adsorcidn de proteinas(23).

El PEG tiene estructuras lineales y ramificadas (multibrazo o estrella). La estructura
basica del PEG es PEG diol con dos grupos hidroxilos terminales (tabla 2), que
pueden convertirse en otros grupos funcionales, tales como metiloxilo, carboxilo,
amino, tiol, azido, vinilsulfona, acetileno y acrilato. Los dos grupos funcionales
terminales pueden ser iguales (simétricos) o diferentes (asimétricos), los cuales son

versatiles para la formacion de hidrogeles o para conjugarse con biomoléculas(4).

26

——
| —



Los hidrogeles de PEG no se degradan naturalmente, pero pueden ser alterados
para mejorar su degradacion incorporandoles segmentos degradables, tales como
poliéster, poli propileno fumarato, acetal y disulfuro. Una seleccién conveniente de
bloques hidroliticamente degradables son los polihidroxiacidos, que incluyen al
poliacido lactico (PLA), acido poliglicélico (PGA) y policaprolactona (PCL). Los
polimeros tribloque, PLA-PEG-PLA y PGA-PEG-PGA han sido sintetizados por
polimerizacidn por ruptura de anillos, terminada con acrilatos para generar PLA-
PEG-PLA diacrilato y PGA-PEG-PGA diacrilato respectivamente.

Estos hidrogeles exhiben minima o nula actividad biolégica intrinseca debido a la
naturaleza no adhesiva de las cadenas de PEG. Esto se da porque el hidrogel forma
una superficie hidratada que inhibe la adsorcion de proteinas especificas de
adhesion tales como integrinas, y cadherinas(4,24).

Es por ello que se ha buscado funcionalizarlos, al agregarles diversas proteinas de
interés buscando promover funciones celulares especificas. EI hecho de no
interactuar intrinsecamente con proteinas se ha aprovechado para emplearlos como
plataforma en diversas aplicaciones biomédicas, desde vehiculo para cargar y
liberar farmacos, hasta presentar a células troncales moléculas pequefas, como
péptidos 0 mMRNA reduciendo al minimo las interacciones no especificas con otras
moléculas biologicas.

Los hidrogeles de PEG y otras redes inertes de alginato y agarosa han servido como
plataformas adaptables para estudiar los efectos de sefales derivadas de MEC en
el comportamiento de cultivos 3D de células mesenquimales. Sin embargo, aun
permanece como un reto identificar eficientemente los ambientes y vias de
senalizacion 6ptima que mejoren la viabilidad de células madre, y diferenciacion
hacia lineas celulares especificas y formacion de nuevo tejido, especialmente
cuando intervienen multiples vias de sefalizacion, debido a que el enfoque
tradicional se basa en estudiar dichos factores por separado o en pequefos grupos.
Un reto particular que enfrentan los cultivos celulares 3D es el amplio numero de
senalizaciones y combinaciones entre estas derivadas de la MEC que pueden influir

en el fenotipo celular(25).
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Nombre Molécula

Polietilenglicol (PEG) {0\4\ H
H @
n
Polietilenglicol Diaminado (PEG-D) 0O
HZN’{/\/ 4;/\ NH,

Polietilenglicol Polipropilenglicol Hy
polietilenglicol %\LE\/]\OH
(PEG-PPG-PEG) X v z

Tabla 2. Nombres, abreviaciones y moléculas de 3 mondémeros de polietilenglicol.

Fuente: Zhu J. Bioactive Modification of Poly(ethylene glycol) Hydrogels for Tissue
Engineering. Biomaterials. 2011;31(17):4639-56.

4.3.2.2.- Polietilenglicol Diaminado (PEG-D)

Como se menciond previamente, los grupos hidroxilo ubicados en los extremos de
la molécula de polietilenglicol se pueden sustituir por diversos grupos funcionales,
tal es el caso del polietilenglicol diaminado, en el cual se intercambian por dos
grupos amino, ubicados de forma simétrica a cada extremo de la molécula (tabla 2).
Mediante el empleo de un agente entrecruzante se puede lograr la reticulacién de
dichos grupos aminos. El glutaraldehido es un agente reticulante ampliamente
empleado para entrecruzar cadenas polimeéricas. Durante la reticulacion se da una
interaccién entre los grupos amino de la gelatina y el PEG-D, con el carbonilo del
glutaraldehido, lo cual implica la formacién de un grupo imino, es decir, un doble
enlace C=N, la llamada base de Schiff, que se caracteriza por un cambio de
coloraciéon conocido como reaccion de Millard(26—-28).

Recientemente se propuso por Obando y colaboradores el empleo del
polietilenglicol diaminado para la elaboracion de un hidrogel con aplicacion en
bioingenieria de tejidos para la reparacion de lesiones periapicales. Martin del
Campo y colaboradores desarrollaron un hidrogel de PEG-D utilizando
glutaraldehido como entrecruzante con potencial para lograr regeneracion
6sea(29,30).
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4.3.2.3.- Polietilenglicol-Polipropilenglicol-Polietilenglicol (PEG-PPG-PEG)
Los “Poloxameros”, también conocidos como “Synperincs” o “Pluronics” son un
grupo de copolimeros tribloque simétricos que se caracterizan por su naturaleza
anfipatica, ya que presentan en cada extremo una molécula hidrofilica, mientras que
en el centro se ubica una molécula hidrofobica, ello permite que se comporten como
surfactantes. Existen diferentes tipos de poloxameros debido a la variacién en la
longitud de sus cadenas, todos ellos con propiedades diferentes.

Los agentes polaxameros se emplean en diversas aplicaciones dentro de la
industria farmacéutica y cosmética aprovechando sus propiedades surfactantes, por
ejemplo, para aumentar la solubilidad de aceites o compuestos hidrofébicos, o para
aumentar la miscibilidad de sustancias con diferente hidrofobicidad, ademas se
usan como limpiadores de superficies, como desespumantes en revestimientos y
tratamiento de aguas, para lubricar metales, como diluyente para poliésteres y
poliuretanos lineales y reticulados, etc.

El Polietilenglicol-Polipropilenglicol-Polietilenglicol con nombre comercial “Pluronic®
P123” de peso molecular de 5800 g/mol, pertenece a los poloxameros ya que al
igual que estos, es simétrico y de naturaleza anfipatica, pues presenta en los
extremos dos moléculas de polietilenglicol (PEG) hidrofilicas, mientras que en el
centro se encuentra el polipropilenglicol (PPG) que contiene un grupo metilo de
naturaleza hidrofébica. El bloque de PPG le brinda propiedades termoresponsivas,
ya que muestra hidrofobicidad a temperaturas superiores a 14.85°C y solubilidad en
agua a temperaturas inferiores a 14.85°C, donde la formacién de micelas de
copolimeros tribloque PEG-PPG-PEG se ve favorecida por sus caracteristicas
surfactantes(31).

En el area biolégica se han aplicado con éxito para realizar transfecciones de
material genético, también se ha usado para sintetizar ceramicas mesoporosas
como la SBA-15, gracias a sus propiedades como surfactante que le permiten

formar micelas que serviran como base para la formacién de las ceramicas(32—-34).
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5.- Antecedentes

Se ha propuesto que el copolimero PEG-PPG-PEG pudiera tener potencial para
controlar la ganancia excesiva de agua en los hidrogeles gracias a su naturaleza
anfipatica, ya que, como se menciond previamente, un hinchamiento excesivo
conlleva un detrimento en sus propiedades mecanicas, haciendo al biomaterial mas
flexible y menos resistente, propiedades importantes si se planea usar para
regenerar cartilago articular, el cual estara sometido a cargas mecanicas
importantes.

Unicamente existe un estudio previo en la literatura realizado por Truong y
colaboradores en el cual se utilizé el copolimero PEG-PPG-PEG sin embargo, ellos
propusieron un enfoque en el cual emplearon el agente Pluronic® P123 como
entrecruzante, sustituyendo sus grupos funcionales OH por grupos SH (sulfidrilos o
tiol) mediante quimica click, para controlar la ganancia excesiva de agua(31).

Si bien, en dicho estudio lograron resultados prometedores para controlar el
hinchamiento y la ganancia excesiva de agua, sus resultados bioldgicos no fueron
satisfactorios, ademas no realizaron ensayos mecanicos mas alla de determinar el
modulo de pérdida y el modulo de ganancia de los hidrogeles.

Por lo tanto, se requiere mas investigacibn acerca de cdémo mejorar las
interacciones biolégicas al modificar las concentraciones del Pluronic®, y al
intercambiar el agente entrecruzante. Ademas, se requiere realizar un ensayo
mecanico completo donde se analicen las diversas propiedades mecanicas
encontradas en la grafica esfuerzo — deformacién, tanto en el rango elastico, como
en el plastico.

En este trabajo proponemos un enfoque novedoso en el cual tanto el agente
Pluronic® como la gelatina tipo A, se encuentren entrecruzados por el
glutaraldehido. Se realizd6 ademas la caracterizacion fisico-quimica, mecanica y

bioldgica del hidrogel.
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6.- Planteamiento del Problema

Debido al aumento en la esperanza de vida, uno de los principales problemas a nivel
mundial es que los pacientes requieren cada vez mas servicios de salud, aunado a
esto, el incremento en la prevalencia de las enfermedades cronico degenerativas
que tienen un efecto nocivo en diferentes 6rganos y tejidos, conlleva un alto gasto
para el sector publico por los servicios de atencion brindados a estos pacientes.
Como se menciond previamente, el cartilago hialino es fundamental para el correcto
funcionamiento de las articulaciones en el cuerpo humano. Debido a su alta
prevalencia a nivel mundial, se considera a la osteoartritis como un verdadero
problema de salud publica. Se ha establecido que la padece al menos 15% de la
poblacion mundial, y es la principal causa de dolor y discapacidad en Estados
Unidos(35).

La regeneracion de cartilago articular es compleja considerando las propiedades de
dicho tejido, en la actualidad se han buscado diferentes alternativas para lograr
dicho objetivo, el estandar de oro es el autoinjerto, sin embargo, esta alternativa
genera nuevos defectos, y no siempre hay tejido donador disponible. Los
biomateriales juegan un rol importante en ese sentido, pues intentan regenerar
tejidos u 6rganos dafnados, siempre buscando mejorar la calidad de vida de los
pacientes. La industria de los biomateriales esta en constante asenso, debido a que
el numero de enfermedades y accidentes que requieren sustituir o reemplazar
tejidos u érganos aumenta ano con afo, lo cual ha incrementado tanto la inversion
como la investigacion en este campo.

Los hidrogeles empleados como andamios han adquirido notoriedad recientemente
en el campo de la ingenieria de tejidos, sin embargo, su principal desventaja es su
excesiva ganancia de agua, ya que, esto puede producir una disminucion en sus
propiedades mecanicas, ademas un excesivo hinchamiento produce una mayor
separacion de las redes poliméricas, lo que genera una liberacién de farmacos o
moléculas precargadas de forma poco controlada, el hinchamiento también puede
presionar y dafar tejidos aledafios, ademas de ocluir el flujo de liquidos, y finalmente

enviar sefiales mecanicas indeseadas a las células(31).
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Por otro lado, una alta concentracion de agua en la superficie del hidrogel genera
una pobre interaccidén bioldgica, al impedir que se adhieran sobre su superficie
proteinas de interés, como las integrinas, necesarias para que las células se unan
a la matriz extracelular, o en este caso al andamio que sustituye a la matriz(4).

Por lo tanto, surge la pregunta de investigacion ¢ Es factible sintetizar un hidrogel de
polietilenglicol-poliprolienglicol-polietilenglicol (PEG-PPG-PEG) con gelatina tipo A
utilizando glutaraldehido como entrecruzante y funcionalizado con PRFC para
fabricar andamios 3D reticulados en rangos micro/nanoestructurados, que permitan

controlar la ganancia excesiva de agua?
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7.- Justificacion

Los hidrogeles son biomateriales que podrian emplearse para la regeneracion de
cartilago debido a sus propiedades deseables, ya que, en general no generan
respuesta inmunoldgica, son biocompatibles, y suaves, ademas sus propiedades
mecanicas se asemejan a las de dicho tejido. De entre ellos, los elaborados a partir
de PEG han adquirido recientemente gran interés debido a que se pueden modificar
sus OH por otros grupos funcionales, dandole de esta forma nuevas e interesantes
propiedades, con ello se puede controlar su reticulacion y por consiguiente su
capacidad de liberacion controlada y sus propiedades mecanicas. Sin embargo,
como se menciono previamente, su principal desventaja es su ganancia de agua, e
hinchamiento excesivo. Con la realizacion de este estudio se espera desarrollar
una formula a base del copolimero PEG-PPG-PEG y gelatina tipo A, empleando
glutaraldehido como entrecruzante, para sintetizar un hidrogel que funcione como
andamio, con una reticulacion y porosidad que puedan ir desde rangos micro- hasta
nano- métricos, desde 100 nm hasta 200 ym, que permita controlar la ganancia de
agua de forma excesiva y, por ende, controlar su hinchamiento, mejorar sus
propiedades mecanicas, mantener su capacidad de liberacion controlada al ser
funcionalizado con PRFC, y mejorar sus interacciones bioldgicas, ello pensando en
sus aplicaciones potenciales en ingenieria de tejidos, especificamente para buscar
la regeneracion de cartilago al aplicarse de forma inyectable, lo cual permitiria
alcanzar defectos cartilaginosos sin necesidad de realizar una herida quirurgica y

por lo tanto disminuyendo el tiempo de recuperacion por parte del paciente.
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8.- Hipotesis

La sintesis y liofilizacién del hidrogel de PEG-PPG-PEG con gelatina tipo A
utilizando glutaraldehido como entrecruzante y funcionalizado con PRFC permitira
limitar la ganancia excesiva de agua, y mejorara las propiedades mecanicas y la
respuesta celular, lo cual eventualmente permitira su empleo como andamio para

favorecer la regeneracion de tejido cartilaginoso.
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9.- Objetivo General
Sintetizar, y caracterizar las propiedades fisico-quimicas, mecanicas y biolégicas de
un andamio de PEG-PPG-PEG con gelatina tipo A utilizando glutaraldehido como

entrecruzante y funcionalizado con PRFC.

9.1.- Objetivos Especificos

1. Caracterizar PRFC por BCR, SDS-PAGE y FTIR.

2. Sintetizar hidrogeles de PEG-PPG-PEG con una interconexion porosa
controlada empleando glutaraldehido como entrecruzante.

3. Caracterizar las propiedades fisicoquimicas del hidrogel de PEG-PPG-PEG
mediante SEM, TGA, DSC y FT-IR.

4. Evaluar las propiedades mecanicas y la capacidad de absorcion del hidrogel.

5. Determinar la viabilidad y adhesion celular con cultivos de células troncales

mesenquimales derivadas de encia dental en el hidrogel de PEG-PPG-PEG.
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10.- Metodologia y disefio de estudio
10.1- Diseiio de estudio
10.1.1.- Tipo de estudio
Experimental in vitro
10.1.2.- Disefio de estudio

Puro, descriptivo, prospectivo, y comparativo.

10.2.- Universo de estudio

) Hidrogel de gelatina

) Hidrogel de PEG-D

) Hidrogel de PEG-PPG-PEG

) Tipo de muestra no probabilistica

a
b
c
d
10.3.- Variables dependientes

a) Propiedades mecanicas: modulo elastico, deformacion elastica, resiliencia,
esfuerzo maximo, resistencia, tenacidad, etc.
b) Propiedades biolégicas: adhesion viabilidad.

10.4.- Variables independientes

a) Polimero: PEG-D y PEG-PPG-PEG
b) Concentracién de los componentes

10.5.- Criterios de inclusién

a) Probetas de hidrogeles rectangulares de 1cm de ancho por 12cm de largo.
b) Probetas de hidrogeles cilindricas de 1cm de alto por 1.4cm de diametro.

10.6.- Criterios de exclusion

a) Hidrogeles desecados o contaminados.

8.6.- Criterios de eliminacion

a) Hidrogeles con burbujas
b) Hidrogeles con fracturas
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11.- Materiales y Métodos

11.1.- Obtencion del PRFC

El plasma rico en factores de crecimiento fue donado por la clinica de periodoncia
del posgrado de odontologia de la Division de Estudios de Posgrado e Investigacion
(DEPel) perteneciente a la Facultad de Odontologia de la UNAM. Brevemente, se
extrajo la sangre del paciente donador y se centrifugd a 5600 rpm. Del sobrenadante
se extrajo la zona rica en factores de crecimiento, la cual se congelé a -40°C y se
liofilizé en un equipo LABCONCO® por 24h al alcanzar una temperatura de -47°C
y una presion de 0.057mBar. Una vez liofilizado el PRFC fue molido en un mortero

de agata para poder ser diluido en agua segun se especifique.

11.2.- Caracterizacion del PRFC

Para caracterizar el PRFC se emplearon 3 métodos, primero se realizd
cuantificacion de proteinas por el método BCA, posteriormente se llevé a cabo una
separaciéon de proteinas por su cociente carga/masa en geles de acrilamida
mediante electroforesis SDS/PAGE, y finalmente se identificaron las principales
bandas de absorcion de enlaces y grupos funcionales de las proteinas presentes en
el PRFC por medio de FTIR.

11.2.1.- Cuantificacion de Proteinas

Se realizo cuantificacion de proteinas mediante la técnica colorimétrica BCA que se
basa en el principio de la deteccidn por parte del acido bicinconinico (BCA) de Cu*?
reducido a Cu*' por proteinas en ambiente alcalino, la quelacion de dos moléculas
de BCA con un ion Cu*' reacciona para producir un color purpura que se puede leer
a una absorbancia de 545nm, y por lo tanto es directamente proporcional a la
concentracion de proteinas medidas en la muestra. Brevemente, se prepararon
diluciones tanto de BSA como de PRFC para posteriormente graficar con éstas, dos
regresiones lineales a partir de las cuales interpolar la concentracién del PRFC con
respecto a la absorbancia leida con el espectrofotometro. Primeramente, se
diluyeron 10mg/mL de PRFC y de BSA, de esas soluciones se tomaron 2ul y se

colocé agua desionizada hasta completar 150ul, después se agregaron 150pl de la
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solucion de trabajo del kit Micro BCA™ Protein Assay Reagent 23235, y se dejo
incubar por 2 horas a 37°C en un plato de 96 pozos. Pasado este tiempo se leyo la
absorbancia a 545nm en el espectrofotdmetro y se grafico la regresion lineal para
el BSA y para el PRFC, considerando una R? >92 adecuada. Para determinar la
concentracion de proteinas, se mididé la absorbancia de diversas diluciones de
PRFC por duplicado y se obtuvo un promedio que, sumado al coeficiente de

posicion, es decir, el punto donde la recta corta el eje “y”, y dividido por la pendiente

de la recta, arroj6 el valor de “x” es decir, la concentracion de proteinas del PRFC

para ese valor de absorbancia.

11.2.2.- Electroforesis SDS-PAGE

La electroforesis SDS-PAGE es una técnica empleada para separar proteinas
cargadas en un campo eléctrico a medida que se van desplazando en un tamiz
molecular (geles de acrilamida) en relacibn a su cociente carga/masa.
Primeramente, se agrega el dodecil sulfato de sodio (SDS), el cual se une a las
proteinas, las desnaturaliza y les da carga negativa. Las proteinas ahora con carga
negativa por efecto del SDS, migraran buscando la carga positiva situada en la parte
inferior de la camara de electroforesis. El grado de porosidad del gel depende de la
concentracion de acrilamida-bisacrilamida, y determinara el tamafo de las proteinas
que atrapa y las que deja pasar. Finalmente se emplea el colorante azul de
Coomassie el cual se une de forma no covalente a los grupos aminos de las
proteinas y permite visualizarlas en el gel de acrilamida.

Brevemente, se emplearon dos geles de acrilamida prefabricados Bolt™ 4-12% Bis-
Tris Plus de Invitrogen, en el primero se analizé el PRFC de forma nativa y en el
segundo se desnaturalizé con B-mercaptoetanol (2ME). Primeramente, se colocd
10uL del marcador de peso molecular SeeBlue™ Plus2 Pre-stained Protein
Standard, en los primeros carriles de cada gel. Después se preparé una solucion de
PRFC a una concentracién de 10mg/uL, de la cual se colocaron 5uL en cada uno
de los carriles numero 2 de ambos geles, posteriormente se preparé una nueva
dilucion colocando 5uL de la solucion de PRFC y 145uL de agua desionizada, a

partir de ahi se tomaron 20uL para cada uno de los carriles numero 3, y 10uL para
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cada uno de los carriles numero 4, ademas se completd el contenido de cada carril
con el buffer de carga 4x (indicador de avance), el 2ME y H.0 desionizada, tal como
se resume en la tabla 3. Previo a la colocacion en los geles, los reactivos se
incubaron a 70°C por 10 minutos en bafo seco. Se rellend la camara con buffer 1x,
se cerro el sistema y se deja correr por 30 minutos a un voltaje de 100V. Una vez
transcurridos los 30 minutos, se apago el equipo y se retird el buffer, se recuperaron
los geles, se colocaron en un recipiente junto a 100mL de agua, se calento en el
microondas por 30 segundos sin dejar que el agua hirviera y se colocé en un
agitador por 15 minutos, accién que se repitié dos veces para retirar cualquier resto
del buffer, después se dejé remojando en el azul de Coomassie por 12 horas,
finalmente se lavaron los geles con agua abundante, y se incubaron dentro de la
solucion decolorante para retirar cualquier tincion que haya quedado sobre el gel

que no se uniera a las proteinas.

Reactivo PRFC nativo PRFC desnaturalizado
Carril 1 2 3 4 1 2 3 4
PRFC - 5uL | 20uL | 10pL - 5uL 20uL 10pL
Buffer 4x - 10uL | 10pL | 10uL - 10uL 10uL 10uL
2ME - - - - - 4uL 4uL 4L
H20 - 25uL | 10pL | 20pL - 21uL 6uL 16uL
Marcador de 10uL - - - 10uL - - -
peso molecular
Total 10uL | 40pL | 40pL | 40pL | 10upL | 40upL | 40pL | 40pL

Tabla 3. Componentes de las soluciones colocadas en los carriles del gel de electroforesis.

Fuente: propia.

11.2.3.- Analisis Mediante FTIR

El FTIR es un tipo de espectrometria de absorcién que utiliza la region infrarroja
del espectro electromagnético. Como las demas técnicas espectroscopicas, puede
ser utilizada para identificar un compuesto o investigar la composicion de una
muestra. La espectrometria infrarroja se basa en el principio de que los enlaces

quimicos de las sustancias tienen frecuencias de vibracién especificas, que
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corresponden a los niveles de energéticos de la molécula, y al irradiar la muestra
con el espectro infrarrojo se producira una absorcién y una transmitancia en relaciéon
a la longitud de onda donde se dé dicha absorcion para finalmente obtener la grafica
correspondiente. Estas frecuencias dependen de la energia potencial de la
molécula, la geometria molecular, las masas atdmicas y, posiblemente, el
acoplamiento vibracional(36).

Para la realizacion de este estudio se empleé un equipo IRAffinity-1 Fourier
Transform Infrared Spectrophotometer, SHIMADZU, haciendo 40 barridos por
muestra y se realizo la lectura de 400 a 4000cm', donde se identificaron las
principales bandas de absorcion para enlaces o grupos funcionales caracteristicos

para cada molécula.

11.3.- Sintesis del Hidrogel

La sintesis del hidrogel se realizé siguiendo la férmula empleada por Martin del
Campo y colaboradores, con una modificacion, se sustituyé el PEG-D por el PEG-
PPG-PEG (P123), se presenta en la tabla 4 una lista de los componentes
empleados, ademas se funcionalizé el hidrogel con el plasma rico en factores de
crecimiento (PRFC) previamente descrito(30).

Brevemente, se pesaron 0.035g / 0.07g del P123 y se colocaron junto a 7.8ml de
PBS en un vaso de precipitado de 50ml, con ayuda de un termo agitador magnético
se mezclaron por 24 horas a temperatura ambiente, después se calentd la mezcla
a 50°C por 10 minutos, posteriormente se anadioé la gelatina tipo A y se mezclé con
ayuda de un voértice Maxi Mix Il, finalmente se afadi6 el glutaraldehido al 2% para
calentar nuevamente a 50°C por una hora.

También se liofilizaron algunas muestras de los hidrogeles con la misma
composicién y misma metodologia para realizar los estudios de SEM, hinchamiento,
equilibrio en rango de hinchamiento y las propiedades mecanicas del material
liofilizado y posterior a ser liofilizado. Para ello las muestras se congelaron a -40°C
y se liofilizaron en un equipo LABCONCO® a -47°C y una presién de 0.057mBar

por 24 horas.
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7.8 ml  Phosphate buffered saline P4417 - SLB 7.4

101866950, Sigma Aldrich, St. S422 25°C
Louis, MO, USA) 3

1.8g Type A, MP Biomedicals, LLC, 9000- 50,000- Q368 4.5
1Kg. Fuente: piel de cerdo. Tipo: 70-8 100,000 4 5.9
A (hidrdlisis acida del colageno)

0.035g Poly (ethylene glicol)-block-poly 9003- 5,800 MKB -

0.070g (propylene glycol)-block-poly 11-6 J222
(ethylene glycol) Pluronic® P- 1V

123, Sigma Aldrich St. Louis,
MO, USA, 435465-1L

1.2ml Glutaraldehyde 2% Gludex, 111- - 130 3.1
1000ML. Equipos médicos 30-8 M43 4.5
quirargicos, S.A. de C.V.

1849 Poly (ethylene glycol) diamine. 24991- 10,000 #MK -
Sigma Aldrich St. Louis, MO, 53-5 CF22
USA. 48

Tabla 4. Componentes empleados para sintetizar el hidrogel. Fuente: propia.

11.4.- Caracterizacién Fisico-Quimica del Hidrogel de PEG-PPG-PEG

11.4.1.- FTIR

Después de sintetizar y liofilizar los hidrogeles, se cortaron muestras hasta tener
una masa constante en promedio de 2.5+1 mg. Se empled un equipo IRAffinity-1
Fourier Transform Infrared Spectrophotometer, SHIMADZU con reflectancia total
atenuada (ATR), y se realizo la lectura de 400 a 4000cm-" para buscar las principales

bandas de absorcion de enlaces y grupos funcionales presentes en el hidrogel.

11.4.2.- TGA
La termogravimetria (TGA) es un analisis que evalua el comportamiento de la masa
de una muestra al incrementar su temperatura. Brevemente, una vez sintetizado el

andamio como se describid previamente, se pesaron 3 muestras hasta lograr una
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masa constante en promedio de 2.5+1 mg. Se utilizé el equipo “Instrument TGA
Q5000 V3.17 Build 265” en un ambiente de vacio con nitrégeno, para la prueba se
seleccion6 un ambiente de aire, las muestras se colocaron en un pozo de platino.
Se selecciond una tasa de calentamiento de 10.00 °C/min iniciando a temperatura

ambiente hasta alcanzar 600°C

11.4.3.- DSC

La calorimetria diferencial de barrido (DSC por sus siglas en inglés) es una técnica
de analisis calorimétrico donde la muestra a estudiar y una muestra de referencia
se colocan en recipientes especiales en el instrumento. Los calentadores suben la
temperatura a una tasa especificada, por ejemplo, 5°C /min o bien, mantienen la
calorimetria de barrido diferencial a una temperatura determinada. El instrumento
mide la diferencia en el flujo de calor entre la muestra y la referencia. Brevemente,
una vez elaboradas las muestras como se describi6 previamente, se pesaron hasta
lograr 5.1£1 mg de masa constante. Se utilizé el equipo “Instrument DSC Q2000
V24.11 Build 124” en un ambiente de vacio generado por nitrégeno. Las muestras
se colocaron en platinas de aluminio desechables y se generé una rampa de
calentamiento de 20.00 °C/min hasta alcanzar 300.00 °C con rangos de temperatura
de 87.62°C a 498.08 °C con 9.99 °C/min de enfriamiento generado por un flujo de
masa de 50.00 mL/min. El equipo se equilibré a -50.00 °C

11.4.4.- SEM

El microscopio electrénico de barrido (MEB o SEM, por Scanning Electron
Microscopy) es una técnica de microscopia electronica capaz de producir imagenes
de alta resolucion de la superficie de una muestra utilizando las interacciones
electron-materia. Utiliza un haz de electrones en lugar de un haz de luz para formar
una imagen. Brevemente, se sintetizaron muestras del hidrogel como se mencion6
previamente, debido a su alta concentracion de agua las muestras se liofilizaron
para ser observadas en el SEM. En un porta-muestras de aluminio de 1cm de largo
por 1cm de ancho, por medio de una cinta de carbon con pegamento se colocé el

hidrogel liofilizado previamente cortado en cuatros de 1mm por 1mm y se coloco
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una cubierta de oro, para ser llevados a un microscopio electrénico de barrido JOEL
JSM 7600F para obtener micrografias a diferentes aumentos. Ademas, se obtuvo
mediante el software Image J tanto el tamafo promedio de los poros, como el

porcentaje de porosidad.

11.4.5.- Equilibrio en Rango de Hinchamiento

Es importante calcular el tiempo en que los hidrogeles dejan de ganar agua, para
posteriormente poder calcular el porcentaje de hinchamiento definitivo. Después de
sintetizar y liofilizar los hidrogeles de gelatina, PEG-D y PEG-PPG-PEG, se cortaron
y pesaron muestras de +5mg, en seguida se introdujeron en agua bidestilada, el
equilibrio en el rango de hinchamiento se obtuvo pesando la muestra cada 10

minutos con la siguiente formula:

Equilibrio de hinchamiento= Ws —Wd x 100
Wd
Donde:
Ws es el estado de equilibrio de hinchamiento (peso del hidrogel ¢/10min)

W(d es el peso seco (peso inicial).

El ensayo se repitid por triplicado, con los valores obtenidos se graficd el % de
equilibrio de hinchamiento contra tiempo (minutos), hasta que los valores se

estabilizaron, es decir, hasta que se alcanzé una meseta.

11.4.6.- Hinchamiento

El hinchamiento es una propiedad importante para los hidrogeles, ya que, como se
menciond previamente, un hinchamiento excesivo puede producir un detrimento en
sus propiedades mecanicas. Se cortaron y pesaron muestras de +5mg de los
hidrogeles liofilizados de gelatina, PEG-D y PEG-PPG-PEG. El % de hinchamiento
se obtuvo con la férmula:

% de hinchamiento= We —Wd x 100
Wd

43

——
| —



Donde:
We es el peso posterior a 72 horas de inmersion en agua bidestilada
W(d es el peso seco constante
Con los valores obtenidos se graficé el % de hinchamiento comparando los tres

grupos. El ensayo se repitio por triplicado.

11.4.7.- Ensayo Mecéanico Compresion

Las pruebas mecanicas son pruebas destructivas en las que los materiales de
estudio son sometidos a esfuerzos mediante la aplicacién de una fuerza externa
hasta su deformacién y/o ruptura, para determinar sus propiedades de dureza,
elasticidad, fragilidad y resistencia.

En ingenieria se necesita saber como responden los materiales sélidos a fuerzas
externas como la tension, la compresion, la torsion, la flexion o la cizalladura. Los
materiales pueden presentar deformacién elastica (en la que el material vuelve a su
tamano original cuando se elimina la fuerza externa), una deformacion permanente
(cuando el material no vuelve a su tamanio original) o finalmente una fractura(37).
Para evaluar las propiedades mecanicas del hidrogel previo a la liofilizacién se
prepararon muestras de forma cilindrica de 1cm de alto por 1.4cm de diametro. Se
llevd a cabo un ensayo de compresion en la maquina de pruebas universales
INSTRON® 5567 a una velocidad de 1Tmm/min a temperatura ambiente, y se

obtuvieron las diferentes propiedades de la grafica esfuerzo-deformacion.

11.4.8.- Ensayo Mecanico de Traccién

Para evaluar las propiedades mecanicas del hidrogel posterior a ser sometido al
proceso de liofilizacidn, y determinar si éste se veia afectado por dicho proceso, se
prepararon muestras rectangulares de 1cm de ancho por 12cm de largo. Se llevo a
cabo un ensayo de traccion en un equipo DMA Q800 a una velocidad de 1mm/min
con una fuerza maxima 18 N, a temperatura ambiente, con las graficas obtenidas

se obtuvieron las propiedades mecanicas del rango elastico.
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11.5.- Caracterizacién Bioldgica

Se realiz6é un ensayo de viabilidad celular con PrestoBlue® y se evalu6 la adhesiéon
celular sobre el hidrogel por la técnica de cristal violeta. Para la realizacion de ambos
estudios se cultivaron células troncales mesenquimales humanas derivadas de
encia (hGMSCs), las células se cultivaron en una incubadora a 37°C con una
atmosfera de 5% de CO2 y 100% de humedad, se les adicion6 medio a-MEM,
suplementado con 10% de suero fetal bovino (SFB) y 5mL de antobiotico-

antimicoticos y 500uL de gentamicina, el cual fue cambiado cada tercer dia.

11.5.1.- Ensayo de Adhesion Celular

Para establecer el efecto de los hidrogeles de PEG-PPG-PEG sobre la adhesién
celular, las células mesenquimales derivadas de encia (hGMSCs), se cultivaron
sobre la superficie de los hidrogeles de PEG-PPG-PEG en placas de cultivo de 96
pozos a una densidad celular de 15x102 y se cultivaron durante 4 y 24 h. Las células
adheridas a los hidrogeles fueron evaluadas por medio del ensayo de cristal violeta.
Brevemente; las células hHGF-MSC que se expandieron en cajas de cultivo de 75
cm? fueron lavadas con PBS, tripsinizadas y diluidas en el medio de cultivo alfa-
MEM a la concentracién especificada parrafos arriba para ser sembradas sobre los
hidrogeles. Pasado el tiempo de incubacion propuesto, la adherencia celular fue
evaluada por medio de la cuantificacién de la absorbancia del colorante (0.1% de
cristal violeta) acoplado a la membrana plasmatica de las células adheridas sobre
los hidrogeles que fue extraida con 300uL de dodecilsulfato de sodio (SDS) al 1%.
De la solucion obtenida se tomaron 100uL que se colocaron en un pozo de una
placa de 96 pozos para ensayos de ELISA y fue leido en un espectrofotdmetro
usando el filtro de 545 nm (ChroMate, AWARENESS). Los valores de la absorbancia
obtenidos fueron extrapolados de acuerdo a una curva estandar para determinar la
cantidad de células o el porcentaje de células adheridas a los hidrogeles de PEG-
PPG-PEG. Los cultivos controles fueron las células sembradas sobre sustratos la

misma placa de cultivo (plastico).
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11.5.2.- Ensayo de Viabilidad Celular

El analisis de la viabilidad celular se llevo a cabo mediante el uso del kit PrestoBlue®
se basa en el principio de la conversion por parte de células viables del agente
rezaurina (azul) en resorufina (rosa fluorescente), el cual puede ser medido en un
espectrofotometro a 545 nm. Las células hHGF-MSC fueron cultivadas a una
densidad celular de 15x103 por triplicado por 1, 3, 5, y 7 dias de cultivo. Después de
cada periodo experimental, las células fueron incubadas con 20uL del reactivo
PrestoBlue® a 37°C por 4 h. Transcurrido el tiempo de incubacion, se tomaron
200uL que se colocaron en un pozo de una placa de 96 pozos para ensayos de
ELISA para obtenerse la densidad o6ptica a una longitud de onda de 545 nm
(ChroMate, AWARENESS). Debido a que la generacion del producto resorufina es
directamente proporcional a la actividad oxidativa de la enzima deshidrogenasa, un
aumento en los valores de absorbancia nos indica una medida de viabilidad celular

y una disminucion indica citotoxicidad por parte del material.

11.6.- Analisis Estadistico

Los resultados se presentan como medias terror estandar. Primero, se comprobd
que existiera distribucién normal mediante una prueba de Kolmogorov-Smirnof, una
vez cumplido este requisito, los analisis estadisticos se realizaron mediante la
prueba t de student en presencia de 2 grupos y ANOVA cuando hay mas de 2
grupos, segun se especifique; un valor de P menor de 0.05 fue considerado

estadisticamente significativo, todos los analisis se realizaron con el software R.
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12.- Resultados
12.1.- Caracterizacion del PRFC

12.1.1.- Cuantificacion de Proteinas

Para medir la cuantificacion de proteinas mediante la técnica BCA se realizé una

curva patron tanto de proteina albumina (BSA), asi como del mismo PRFC mediante

una regresion lineal, midiendo la absorbancia de concentraciones conocidas, para

que los valores de concentraciones desconocidos obtenidos mediante interpolacion

sean validos, se debe obtener un coeficiente de correlacion R2, el cual debe ser

>98%.
2
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Figura 1. Curva patrén con plasma
rico en factores de crecimiento (PRFC)
a diferentes concentraciones, con un
valido

coeficiente de correlacion

(mayor a 0.98). Fuente: propia.
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Se muestra en la tabla 5 los resultados de la técnica colorimétrica de cuantificacion
de proteinas BCA, adquiridos mediante interpolacién de valores obtenidos por la
medicion de absorbancia de muestras de PRFC de concentraciones desconocidas
“x”, empleando como curva patrén la realizada a partir de PRFC.

En la tabla 6 se muestran los resultados de la concentracion de muestras
desconocidas “x” obtenidos por BCA empleando como curva patrén la realizada a
partir de BSA. Comparando los valores obtenidos a partir de ambas curvas patron,
la de PRFC y la BSA, se observa una similitud entre ambas, lo cual indica la

exactitud de las mediciones.

[X] de la [X] dela
muestra muestra
Mediciéon 1 Medicién 2 Promedio (pug/mL) Medicién 1 Medicién 2 Promedio (ug/mL)
A 1.095 0.974 1.0345 171.62 A 1.095 0.974 1.03  175.63
B 2.291 2.115 2.203 327.42 B 2.291 2.115 2.20 33354
C 0.207 0.193 0.2 60.36 C 0.207 0.193 0.2 62.86
D 3.226 3.155 3.1905 459.09 D 3.226 3.155 3.19 466.98
E E
(blanco)  0.278 0.271 0.2745 70.29 (blanco)  0.278 0.271 0.25 72.93
Tabla 5. Resultados de cuantificacion Tabla 6. Resultados de cuantificacion
por BCA obtenidos de interpolaciéon de por BCA obtenidos de interpolacion de
la grafica de PRFC. Fuente: propia. la grafica de BSA. Fuente: propia.
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12.1.2.- Electroforesis SDS-PAGE

Se muestran los geles de poliacrilamida donde se realizé una SDS-PAGE del PRFC
nativo y no nativo, donde se observan bandas a diferentes pesos segun el patron
de referencia, en la columna dos (5uL) se observa una banda muy fuerte que pesa
aproximadamente 62KDa. Se observan ademas bandas a los 198, 98, 60, 28 y 17
KDa. En las columnas tres (20 pL) y cuatro (10 yL) se observan bandas 62 KDa que
corresponden a los diferentes factores de crecimiento segun se especifica en las

figuras 3 y 4 tanto para el gel con el PRFC reducido, como en el no reducido.

~ e
. Albimina 69.3 KDa ' o« A1biittitta 69.3 KDa
: TGF- B 44 KDa
TGF- § 44 KDa

-~
~~ PDGF 28-31 KDa
W& PDGF 28-31KDa

FGF 16 KDa . FGF 16 KDa

Figura 3. SDS-PAGE muestra reducida. Figura 4. SDS-PAGE muestra no

Fuente: propia. reducida. Fuente: propia.

9.1.3.- Anélisis Mediante FTIR

A partir del plasma rico en factores de crecimiento (PRFC) liofilizado, se obtuvo el
espectro de FTIR, donde se observan las principales bandas relacionadas con
proteinas, como amida |, amida I, y acido carboxilico, entre otras. Identificar dichas
bandas es importante para contrastarlas con el espectro del hidrogel ya sintetizado
y funcionalizado con el PRFC, y asi evaluar si existe un corrimiento en las mismas
hacia la regién mas energética, lo que indicaria una unién mas fuerte del PRFC al

hidrogel, y por lo tanto obstaculizaria su liberacion.
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Figura 5. Espectro de FTIR donde se identificaron bandas caracteristicas como,
estiramiento amino primario N-H de 3442 a 3360 cm™!, amino secundario C-N a 1143

cm™'y la absorcién O-H de 2500 a 3500 cm-" del acido carboxilico. Fuente: propia.

12.2.- Caracterizacion Fisico-Quimica del Hidrogel

12.2.1.- FTIR

Se identificaron las bandas de absorcidn en el espectro infrarrojo. En la figura 6 se
observa una banda ancha de los 3200 a los 3350 cm™' que corresponde al
estiramiento del enlace O-H del agua debido a la alta concentracion de ésta en la
muestra del hidrogel, en los 1640 cm™' se observa una banda que corresponde al
estiramiento del enlace C=0 y en 2916 cm-"' del estiramiento de C-H, ambas de la
molécula del glutaraldehido, lo cual indica la presencia de grupos aldehidos libres.
En la figura 7 se muestra el espectro del FTIR del hidrogel liofilizado, se observan
las bandas enmascaradas en la figura anterior por la banda amplia del agua, en los
3336 cm™' se identifico una banda que corresponde a un estiramiento N-H unido a
un hidrégeno, 2916 cm™' de un estiramiento asimétrico de CH2, 1452 cm™ de una
flexion de CHz. Las vibraciones de estiramiento asimétricas y simétricas de C-H se
asignan a los picos observados a 2925 y 2855 cm-1, respectivamente. Las
vibraciones de flexién de -CH2 (grupo metileno) se observan a 1458 y 1398 cm-'.
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Figura 6: Espectro FTIR hidrogel sin liofilizar, se observa una banda en 3374cm™
del estiramiento del enlace O-H del agua, en los 1640 cm-"! se observa la banda del
estiramiento del doble enlace C=0 y en 2916 cm™' del estiramiento de C-H, ambas

de la molécula del glutaraldehido. Fuente: propia.
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Figura 7. Espectro FTIR hidrogel liofilizado, se observan banda en los 3336 cm!
del estiramiento N-H, en los 2916 cm™' de un estiramiento asimétrico de CH2, 1452

cm' de una flexion de CH2. Fuente: propia.
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El agente reticulante vincula las cadenas de polimero con sus grupos funcionales.
Por lo tanto, se buscan bandas que muestren una interaccion entre el O-H de los
extremos de la molécula de PEG y los grupos funcionales del glutaraldehido
(entrecruzante), asi como interacciones con la gelatina. El pico a 1111 cm™' para
PEG se debe al enlace éter de PEG. La reaccion entre los grupos amino y carbonilo
que implica la formacion de la base de Schiff se acompafia de formacion de color,
lo cual se conoce como reaccion de Millard. En los espectros de las figuras 6 y 8 se
observa un nuevo enlace a 1648 cm, esto es importante ya que indica el
estiramiento vibracional C=N del grupo imino de la base de Schiff recién formado,
confirmando asi la reticulacion del grupo amino de la gelatina con el grupo

aldehidico del glutaraldehido.

100 o

T%

3200-3400 680

40

T T T T T T T T T T T T T 1T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

cm-1
Figura 8. Espectro FTIR hidrogel con PRFC al 0.05%, se observa un pico a 1111
cm™' del enlace éter de PEG, y una banda en los 1648 cm™ del estiramiento

vibracional C=N del grupo imino de la base de Schiff recién formada. Fuente: propia.

Ademas, en la figura 8 se buscaron las bandas de absorcién para las moléculas
previamente identificadas en el plasma rico en factores de crecimiento (figura 5). Se
observa una banda en los 1539 cm-! que corresponde a una amida I, 1640 cm™' de
una amida I, 1458 cm-! de una CN prolina, 2115 cm-! de una leucina, al identificar
la persistencia de dichas bandas se confirma que no ocurrié un corrimiento hacia la

region energética, y por lo tanto el PRFC puede ser liberado gradualmente.
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12.2.2.- TGA

Se realizé un ensayo de TGA y se obtuvo las graficas de tres muestras de PEG
(figura 9). Se presentan los valores de “onset point (To)” (punto donde se inicia la
maxima pérdida de masa), la muestra 1 de PEG obtuvo 359.71°C, la dos 357.33°C
y la tres 112.13°C. Al mismo tiempo se observan los resultados de Tmax
(temperatura donde ya se logré una mayoria en la pérdida de masa) 420.88°C para
PEG 1, 412.66°C PEG 2y 119.19°C PEG 3.

120
] Muestra 1

- Muestra2

% T -

Weight (%)

60

40+

20 T T T T
0 100 200 300 400 500 600
Temperature (°C) Universal V4.5A

Figura 8. Analisis termogravimétrico, se observa el inicio de la primera gran pérdida

de masa (To) a los 358°C, la cual termina a los 215°C (Tmax). Fuente: propia.

PEG To Tmax

(e (°Q)
1 359.71 420.88
2 357.33 412.66
P 358.52 416.77

Tabla 7. Resultados del TGA, se muestran los valores de To y Tmax de dos

probetas y el promedio (P) entre ambas. Fuente: propia.
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12.2.3.- DSC
En la figura 9 se muestran las graficas de calorimetria diferencial de barrido de tres
muestras de PEG. Se obtuvieron de las graficas de DSC los datos de temperatura
de transicidén vitrea (Tg), es decir la temperatura a la que se da una pseudo-
transiciéon termodinamica en materiales vitreos, para PEG1 64.9°C, 64.3°C para
PEG 2, y 63.83°C para PEG3. Se extraen ademas los valores de temperatura de
cristalizacion. Los resultados para las muestras de PEG fueron 238.46°C, 221.29°C
y 238.83°C para las muestras 1, 2 y 3 respectivamente. Finalmente se muestran los
resultados de punto de fusion (Tm) 282.49°C para PEG 1, 278.01°C para PEG 2 y
291.81°C para PEG 3.

4

Heat Flow (W/g)

03

. ! o ﬁ)a:mperalure (:‘SCO) 26“ » LHWS-‘WHSATDA Instruments.

Figura 9. Espectro de la calorimetria diferencial de barrido (DSC) donde se
identifican los fendbmenos de temperatura de transicién vitrea (Tg), temperatura de
fusién (Tm) y temperatura de cristalizacion (Tc), que se resumen en la tabla 8.

Fuente: propia.

PEG Tg Tm Tc
(°C) (°C) (°C)

1 64.9 238.46  282.49

2 64.3 221.29 278.01

3 63.83 238.83 291.81

Tabla 8. Resultados DSC, se muestran los valores de Tg, Tm y Tc, obtenidos de
tres probetas del hidrogel, lo cual comprueba el tipico comportamiento de los

polimeros tanto cristalino como amorfo. Fuente: propia.
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12.2.4.- SEM

Se realiz6 microscopia electronica de barrido del hidrogel de PEG liofilizado para
mostrar la microestructura de la porosidad del andamio. Se observan en la
micrografia poros en rangos desde 5 hasta 300 um. Particularmente se observa una
interconexidon porosa adecuada, que eventualmente pudiera dar cabida a nuevas
células y permitir la neovascularizacién. Ademas, mediante el empleo del software

image J, se obtuvo el porcentaje de porosidad de los andamios, el cual se encuentra

entre 30-44%, superando el 3% de la porosidad del hidrogel de gelatina.

Figura 10. Micrografia de SEM del Figurall. Micrografia de SEM del
hidrogel a base de PEG-PPG-PEG, se hidrogel a 2000x de la misma zona,
observan poros en rangos de 5-300um donde se aprecia una interconexion
a 1000x. Fuente propia. porosa adecuada. Fuente propia.

12.2.5.- Equilibrio en Rango de Hinchamiento
En la prueba de equilibrio de hinchamiento se observé que él % de hinchamiento de
la gelatina se estabiliza a los 70 minutos, el PEG-D a los 60 minutos y el PEG-PPG-

PEG a los 50 minutos, como se observa en la figura 12.
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Figura 12. Equilibrio en rango de hinchamiento de tres hidrogeles, gelatina, PEG-D

y PEG-PPG-PEG, se observan mesetas entre los 50 y 70 minutos. Fuente: propia.

12.2.6.- Hinchamiento

También se evalud la capacidad del hidrogel para captar agua después de ser
liofilizado. Por diferencia de peso, se identifico que los hidrogeles pierden en
promedio 85% de su masa al ser liofilizados. Posteriormente, se compararon
estadisticamente los resultados, se llevé a cabo una ANOVA de una via, obteniendo
un valor de p=0.00651 y una Post Hoc Tukey, encontrandose diferencias
estadisticamente significativas entre el grupo de PEG-D y el grupo PEG-PPG-PEG
(figura 13), debido a que éste ultimo es un polimero con una naturaleza anfipatica
al tener un grupo hidrofébico al centro de su molécula y dos extremos hidrofilicos,
demostrando que puede ser una opcion viable para controlar el hinchamiento

excesivo de agua del hidrogel.
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Figura 13. Se muestra el porcentaje de hinchamiento de 3 hidrogeles, gelatina,
PEG-D y PEG-PPG-PEG, el cual muestra diferencias estadisticamente
significativas con menor ganancia de agua vy, por lo tanto, menor porcentaje de

hinchamiento. NS: no significativo; *: p<0.05. Fuente: propia.
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12.2.7.- Propiedades Mecanicas

Para evaluar las propiedades mecanicas del hidrogel previo a la liofilizacion se llevo
a cabo un ensayo de compresion en la maquina de pruebas universales INSTRON®
5567 se obtuvieron las diferentes propiedades que se resumen en la tabla 9. Para
evaluar al hidrogel posterior a la liofilizacion se llevd a cabo un ensayo de traccidon
en un equipo DMA Q800 y se obtuvieron las propiedades del rango elastico debido

a que se rebaso la capacidad de carga del equipo, como se observa en la tabla 10.

Propiedad Valor Propiedad Valor
Médulo Elastico (MPa) 1.63 Maodulo elastico (MPa) 2.81
Esfuerzo de Cedencia (MPa) 0.19 Esfuerzo de cedencia (MPa) 3.53
Deformacion de Cedencia (%) 12.51 Deformacion de cedencia (%) 2.01
Resiliencia (MJ/cm?) 0.011 Resiliencia (MJ/cm?) 2.33
Esfuerzo Maximo (MPa) 5.59
Esfuerzo ultimo (MPa) 5.13
Resistencia (MPa) 5.13
Tenacidad (MJ/m?3) 0.26
Tabla 9. Propiedades mecanicas del Tabla 10. Propiedades mecanicas del
hidrogel sin liofilizar. Fuente: propia. hidrogel Liofilizado. Fuente: propia.

Debido a la importancia de las propiedades del rango elastico para la eventual
aplicacién del hidrogel de forma inyectable, se compararon los modulos elasticos de
3 hidrogeles, gelatina, normal vy liofilizado. Primeramente, se llevd a cabo una
prueba paramétrica ANOVA de una via, obteniendo un valor de p=0.000195 y una
Post Hoc Tukey, unicamente se encontraron diferencias estadisticamente
significativas entre la gelatina los hidrogeles con PEG, mas no entre el hidrogel

antes y después de ser liofilizado, tal como se observa en la figura 14.

57

——
| —



Maédulo Elastico

3 NS
1

25 I—I

MPa

o —

Gelatina Mormal Liofilizado

Figura 14. Mddulo elastico de 3 hidrogeles, gelatina, PEG normal y liofilizado, no
se encontraron diferencias estadisticas entre éstos ultimos. NS: no significativo; *:

p<0.05. Fuente: propia.

También se comparo el porcentaje de deformacion elastica, se llevé a cabo una
prueba de Kolmogorov Smirnof para verificar normalidad en los grupos: Gelatina
p=0.8488 PEG-PPG-PEG normal p=0.8021, PEG-PPG-PEG liofilizado p=0.7719 y
se realiz6 una ANOVA de una via con un p=2.0973E-06 y una Post Hoc Tukey, se
encontraron diferencias estadisticamente significativas entre el hidrogel normal y el
liofilizado, esto debido a que al perder agua, el material vuelve mas rigido y por lo

tanto se deforma menos elasticamente (figura 15).
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Figura 15. Porcentaje de deformacién elastica de 3 hidrogeles. NS: no

significativo; *: p<0.05. Fuente propia.

También se evaluaron las propiedades mecanicas a 1, 24,48 y 72 horas, en la figura
16 se observa como se estabiliza el modulo elastico entre 1 y 24h, pero al
incrementarse el tiempo el médulo disminuye probablemente debido a que el

hidrogel comienza a hincharse al captar agua del medio ambiente.
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Figura 16. Variacién del médulo elastico con respecto al tiempo. Fuente: propia.

Al mismo tiempo se observd como la resistencia disminuyé a partir de las 24h (fig.
17) también como consecuencia del hinchamiento excesivo por ganancia de agua

del medio.
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Figura 17. Resistencia del hidrogel con respecto al tiempo. Fuente: propia.

También se evaluaron las propiedades mecanicas a una hora de ser sintetizado al
incrementar las concentraciones de gelatina, y se observé que al incrementar la
concentracion de gelatina el hidrogel se vuelve mas elastico, tal como se observa

en la figura 18.
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Figura 18. Comportamiento del médulo elastico del hidrogel al incrementar la

concentracion de gelatina. Fuente: propia.

Se comparo ademas el médulo elastico entre tres grupos de hidrogeles (figura 19),
el de gelatina, PEG-D y PEG-PPG-PEG, se encontr6 que la gelatina es mas
elastica, mientras que existe diferencia estadisticamente significativa entre emplear
el polimero PEG-D y el PEG-PPG-PEG, esto concuerda con lo encontrado en la
prueba de hinchamiento, ya que, al controlar la ganancia de agua, también se

controlan las propiedades mecanicas.

Modulo elastico
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WiPa
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ki)

celzting PEG-D PEG-PPG-PEG

Figura 19. Modulo elastico de tres hidrogeles, gelatina, PEG-D y PEG-PPG-PEG.
*: p<0.05. Fuente: propia.

Respecto a los valores en la deformacién elastica porcentual se encontré que, si
existe diferencia estadisticamente significativa entre los tres grupos de hidrogeles
probados, gelatina, PEG-D y PEG-PPG-PEG, siendo este ultimo el que presenta

menor deformacion porcentual, tal y como se observa en la figura 20.
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Figura 20. Deformacion porcentual de tres hidrogeles, gelatina, PEG-D y PEG-
PPG-PEG. *:p <0.05. Fuente: propia.

Finalmente se resume en la tabla 11 las propiedades de modulo elastico y
resistencia obtenidas de los hidrogeles y los componentes del tejido 6seo, asi como
del cartilago, donde se aprecia que los valores obtenidos del PEG-PPG-PEG se

acercan a los del cartilago e incluso a los del hueso esponjoso.

Mineral fosfato de calcio 130000 (C) 100 (T)
Hueso compacto 7000-15000 (C) 100-230 (C)
Hueso esponjoso 5-200 (C) 2-12 (C)

Cartilago 0.2-6.44 (D) -

PEG-D 1.6 (C) -
PEG-PPG-PEG liofilizado 2.3(T) -
PEG-PPG-PEG 5.4 (C) -

Tabla 11. Resumen comparativo de las propiedades mecanicas del hidrogel y
diversos tejidos. T: ensayo mecanico de traccion; C: ensayo compresivo; D: ensayo
por dureza. Fuente: Sergerie K, Lacoursiere MO, Levesque M, Villemure I.
Mechanical properties of the porcine growth plate and its three zones from

unconfined compression tests. J. Biomech. 2009;42(4):510-16 y propia.
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12.4.- Caracterizaciéon Bioldgica del Hidrogel

12.4.1.- Adhesion

Se obtuvo el porcentaje de adhesion con respecto al plato de cultivo (TCP) que
corresponderia al control positivo, esto a4 y 24 h. En la figura 21 se observa que el
hidrogel liofilizado presenta mejor porcentaje de adhesion, sin embargo, tal y como
se observa en la tabla 12, no se encontraron diferencias estadisticamente

significativas en los tiempos de adhesion evaluados.

% Adhesion

200 NS

NS
180 S
160

140
120 I I
100

80

60

Sin Liofilizar

m Liofilizadas

% Adhesion c/control TCP

20

Tiempo (horas)

Figura 21. Porcentaje de adhesién con respecto al control positivo (plato de cultivo),

tanto del hidrogel normal y como del liofilizado a 4 y 24 horas. Fuente: propia.

t student 4 horas |t student 24 horas

p(1lcola) = 0.1530 0.0677

p(2colas) = 0.3060 0.1353

Tabla 12. Valores de “p” para 1 o 2 colas obtenidos con t student comparando los
porcentajes de adhesion con respecto al TCP de hidrogeles liofilizados contra los
no liofilizados a 4 y 24 horas, no se observan diferencias estadisticamente

significativas, en ninguno de los grupos a 4 o 24 horas. Fuente: propia.
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12.4.2.- Viabilidad

Se realizdé un ensayo de viabilidad comparando los hidrogeles liofilizados y sin
liofilizar a 1, 3, 5y 7 dias con respecto al plato de cultivo (TCP), en la grafica se
observa una viabilidad sostenida durante la duracion del ensayo, sin embargo, como
se observa en la tabla 13 no se encontraron diferencias estadisticamente
significativas entre ambos grupos durante los dias que dur6 el ensayo, sin embargo
podemos decir que el ensayo arroja que ambos hidrogeles no son citotoxicos

durante el tiempo de cultivo celular.

100 NS ”
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90 1
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= 70
K I
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20
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1 3 5 7
Dias

Figura 22. Porcentaje de viabilidad de los hidrogeles liofilizados y sin liofilizar con

respecto al plato de cultivo (TCP) a 1, 3, 5y 7 dias. Fuente: propia.

tstudent |tstudent |tstudent |tstudent

dial dia 3 dia 5 dia 7
p(lcola) = 0.1491 0.1733 0.4152 0.2621
p(2colas) = 0.2983 0.3465 0.8304 0.5242

Tabla 13. Valores de “p”

para 1 o 2 colas obtenidos con t student comparando los

porcentajes de viabilidad con respecto al TCP de hidrogeles liofilizados contra los

no liofilizados por 1, 3, 5 y 7 dias, no se observan diferencias estadisticamente

significativas. Fuente: propia.
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13.— Discusion

La ingenieria de tejidos es una ciencia multidisciplinaria debido a que la complejidad
de los problemas que intenta resolver exige un enfoque plural que abarque diversas
areas de conocimiento. Particularmente la regeneracion de cartilago representa un
gran reto, debido a que éste tejido carece de inervacion e irrigacion, dichas
ausencias son suplidas por el pericondrio, el cual se encuentra rodeando al
cartilago. Ademas, la formacion de tejido cartilaginoso requiere condiciones
especiales como, presencia del factor de transcripcion Sox-9 y un medio carente de
oxigeno. Particularmente en las articulaciones el tejido cartilaginoso regenerado
suele ser fibrocartilago, el cual no tiene las mismas caracteristicas que el cartilago
hialino, esto es un problema considerando las complejas condiciones a las que
estara sometido, particularmente las propiedades mecanicas son importantes ya
que el cartilago esta bajo constantes cargas mixtas (compresivas y de traccion).
En ese sentido el estandar de oro es el injerto autdlogo, ya que, no genera respuesta
inmune, ni de rechazo por parte del organismo, sin embargo, no siempre hay
suficiente tejido disponible para realizar el injerto, particularmente en padecimientos
como la osteoartritis que destruye amplias zonas de cartilago articular. Por lo tanto,
se ha propuesto emplear diversos biomateriales naturales o sintéticos en el enfoque
de la ingenieria de tejidos con la finalidad de regenerar cartilago. Los hidrogeles
forman parte de los biomateriales sugeridos con esta finalidad debido a sus
propiedades deseables tales como, biocompatibilidad, no téxicos, son flexibles,
hidrofilicos, particularmente los hidrogeles sintéticos son versatiles, ya que permiten
sintonizar diversas caracteristicas como su entrecruzamiento, y, por lo tanto, sus
propiedades mecanicas, su degradabilidad, su capacidad de liberacion controlada,
y su excesiva ganancia de agua, su hinchamiento y su actividad bioldgica.

El polietilenglicol es un hidrogel sintético que se ha propuesto para ser empleado en
bioingenieria de tejidos con la finalidad de la regeneracién de cartilago,
particularmente el PEG-D se entrecruza facilmente con glutaraldehido, permitiendo
controlar algunas de las propiedades mencionadas previamente, sin embargo, al
igual que otros hidrogeles, no permite controlar su ganancia excesiva de agua y, por

ende, tanto sus propiedades mecanicas como su reactividad biolégica se ven
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afectadas. En este proyecto se propuso sustituir la molécula del PEG-D por el
polimero de naturaleza anfipatica PEG-PPG-PEG, para de esta forma controlar la
ganancia excesiva de agua, su hinchamiento y, por lo tanto, sus propiedades
mecanicas Yy biologicas. En ese sentido se logrd sintetizar un hidrogel a base del
copolimero PEG-PPG-PEG y gelatina tipo A, empleando glutaraldehido como
entrecruzante, ademas el hidrogel se funcionalizé con PRFC.

Primeramente, se demostro la biodisponibilidad del PRFC posterior a ser liofilizado,
ya que los GFs tienen una vida media corta en forma libre o en la circulacién, pues
son altamente sensibles a la degradacion proteolitica, ademas se podrian ver
afectados por el proceso de liofilizacion en si. Mediante la cuantificacion de
proteinas por BCA vy la electroforesis SDS-PAGE se demostrd la presencia de
proteinas, particularmente la presencia y biodisponibilidad de varios factores de
crecimiento como el TGF-B, PDGF y el FGF posteriormente a ser sometidas al
proceso de liofilizacion. Ademas, mediante el FTIR se identificaron las principales
bandas asociadas a proteinas como la amida | (1649 cm™), Il (1143 cm™") y lll (1250
cm), el estiramiento N-H del grupo amino (3442 a 3360 cm™), y la tensién O-H
(2500 a 3500 cm™) y C=0 (1711 cm") del acido carboxilico, ademas de algunas
bandas especificas para algunos factores de crecimiento reportadas en la literatura
como leucina (2131 cm™'), asparagina (1667 cm™"), glutamato (1728 cm-"), treonina
(1075 cm™) y prolina (1441 cm™ ) entre otras. Esto concuerda con las bandas
reportadas en la literatura para tales enlaces o grupos funcionales.(38—40)

Sin embargo, y a pesar de encontrar dichos resultados, el proceso se vio dificultado
por el ruido de fondo obtenido en el espectro, razén por la cual se sugiere repetir la
prueba incorporando el PRFC en una pastilla de bromuro de potasio (KBr) para
proyectos posteriores.

Las bandas obtenidas con el FTIR del PRFC por separado se contrastaron con las
bandas del del hidrogel ya sintetizado y funcionalizado con el mismo PRFC, donde
se confirmd que no existid un corrimiento de dichas bandas hacia la regién mas
energética del espectro, esto es importante ya que, de haberse dado, se dificultaria

la liberacion de los GFs de forma controlada y sostenida.
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Existe controversia acerca de la eficacia del empleo de PRFC y PRP en procesos
de regeneracion tisular, en odontologia se emplean de forma rutinaria en la clinica,
particularmente en el area de periodoncia, implantologia y cirugia bucal, por su
potencial para la reparacion de heridas sobre todo en tejidos blandos, existen tanto
estudios que sustentan su aplicacién, como otros que o bien, lo desestiman o
concluyen se necesita mayor investigacion al respecto.(19)

Plachokova y colaboradores realizaron una revision sistematica para determinar el
éxito de la aplicacion de PRP en regeneracion Osea, concluyeron que existen
pruebas que sustentan los beneficios de emplear PRP en el tratamiento de los
defectos periodontales, mientras que la evidencia de los efectos del PRP en la
elevacion del suelo del seno maxilar (ESM) parece ser débil. Respecto a otras
aplicaciones del PRP en odontologia no pudieron extraer conclusiones.(41,42)

La mayoria de los estudios se centran en los efectos in vivo ya sea en modelo animal
0 en un ensayo clinico de la aplicacion del PRFC, por lo tanto, existen pocos
estudios in vitro que evaluan la interaccion de éste con el material y la eficacia del
mismo como vehiculo para brindar una liberacion controlada y sostenida de los GFs.
Esto es importante porque como demostré Hokugo y colaboradores, existe una
diferencia importante entre colocar PRP solo y en el vehiculo/andamio
adecuado.(43)

Del mismo modo se identificaron con ayuda del FTIR las bandas que confirman el
entrecruzamiento del glutaraldehido con la gelatina en mayor medida mediante la
apariciéon del grupo imino de la base de schiff recién formada, y un leve
entrecruzamiento de la gelatina con el PEG-PPG-PEG, estos datos concuerdan con
lo encontrado en otros estudios. Ademas, se encontraron bandas que corresponden
a la molécula del glutaraldehido, lo cual indica la presencia de grupos aldehidos
libres en el hidrogel, posterior a ser sintetizado, las bandas concuerdan con lo
reportado en la literatura.(27,44)

En este trabajo encontramos un valor para el médulo elastico de hasta 5.4 MPa en
el hidrogel de PEG-PPG-PEG y apenas 1.6 MPa para el PEG-D, valores muy
superiores a lo reportado en la literatura. Vahedi y colaboradores evaluaron las

propiedades mecanicas de hidrogeles de gelatina y PEG, encontrando médulos
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elasticos en rangos que van desde 0.0004 MPa hasta 2.0014 MPa, y valores de
resistencia desde 0.004 MPa hasta 0.024 MPa.(45)

También se evalu6 si se modificaron las propiedades mecanicas del hidrogel al ser
liofilizado, y posteriormente rehidratado, se concluyd que no se encontraron
diferencias estadisticamente significativas al someter los hidrogeles a estos
procesos. Esto concuerda con lo encontrado por Luong y colaboradores, quienes
estudiaron el efecto que tienen tres métodos de desecacion, incluida la liofilizaciéon
sobre las propiedades mecanicas y bioldgicas de un hidrogel de PEG, encontrando
que éste proceso no afecta dichas caracteristicas.(46)

Una parte importante de este proyecto fue evaluar la capacidad de absorcién de los
hidrogeles, para ello se compararon 3 grupos, el hidrogel de gelatina, uno de PEG-
D y otro a base del polimero tribloque de naturaleza anfipatica PEG-PPG-PEG, tal
y como se esperaba, se observo que éste ultimo tuvo un menor porcentaje de
hinchamiento de los tres, encontrandose diferencias estadisticamente significativas
entre el PEG-D y el PEG-PPG-PEG, esto concuerda con los hallazgos encontrados
por Truong y colaboradores donde compararon tres hidrogeles, uno de PEG, y dos
con polimeros Pluronic, encontrando que los dos ultimos tuvieron un menor
hinchamiento.(31)

Respecto a los ensayos bioldégicos Truong y colaboradores encontraron que sus
hidrogeles de PEG y de gelatina obtuvieron hasta un 95% de viabilidad con
fibroblastos, mientras que los hidrogeles con polimeros Pluronic mostraron un alto
porcentaje de muerte celular, aunque no lograron dilucidar la causa de este
fendmeno, supusieron se debia a Pluronic sin reaccionar. En este estudio se
encontré primeramente que si bien, no hubo diferencias estadisticamente
significativas entre liofilizar el andamio y emplearlo sin liofilizar sobre la adhesién
celular y sobre la viabilidad, los resultados mostraron una respuesta biolégica que
puede mejorarse, ya que, mientras la adhesion celular es sobresaliente a 24 horas
con respecto al TCP, la viabilidad a los 7 dias no es concluyente. Debido a que los
hidrogeles carecen de moléculas bioactivas, una perspectiva del trabajo seria

funcionalizar dicho hidrogel con bioceramicas, que permitiian una mayor
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interaccion célula-material, lo cual podria inducir una proliferacion celular en los
ensayos in vitro.

La citotoxicidad del glutaraldehido estda ampliamente descrita en la literatura(47).
Sin embrago, cabe destacar que en nuestros ensayos de viabilidad celular el
entrecruzante no es citotoxico, probablemente debido a los lavados posteriores a la
sintesis del hidrogel y a la baja concentracién de glutaraldehido empleado. Si bien
no hay mucha literatura respecto al comportamiento biolégico del copolimero PEG-
PPG-PEG, si existen abundantes estudios que respaldan el uso del PEG, el cual es
la base de estos hidrogeles. Zustiak y colaboradores sintetizaron diferentes
combinaciones de hidrogeles de PEG con diferentes agentes entrecruzantes,
encontrando una buena respuesta en adhesion y proliferaciéon de fibroblastos
gingivales.(48)

King y colaboradores demostraron que agregar factor de crecimiento fibroblastico 2
aumenta la viabilidad en andamios de PEG en células troncales mesenquimales
humanas, lo cual es importante considerando que éste andamio esta funcionalizado
con PRFC.(24)

Nojoomi y colaboradores realizaron un ensayo biolégico con hMSC de un hidrogel
inyectable compuesto por PEG-laponita encontrando una viabilidad del 80%, la cual
se incrementaba hasta 5% al realizar lavados del hidrogel para eliminar los grupos
no reactivos de su agente entrecruzante.(49)

Obando y colaboradores realizaron la sintesis y caracterizacion de un hidrogel de
PEG-D entrecruzado con glutaraldehido, el cual mostré una viabilidad satisfactoria
a 24 horas con osteoblastos humanos.(29)

Martin del Campo y colaboradores realizaron un ensayo de proliferacion con
fibroblastos gingivales a 9 dias en un hidrogel de PEG-D encontrando resultados
satisfactorios.(30)

Todos estos estudios concuerdan con lo encontrado durante la realizacion de este
proyecto, sustentando la seguridad en el empleo de los polimeros a base de PEG
como una opcidén confiable para la elaboracion de andamios con potencial aplicaciéon

en bioingenieria de tejidos.

68

——
| —



14.- Conclusiones

Se logro sintetizar un andamio de un hidrogel compuesto por PEG-PPG-
PEG, gelatina tipo A, empleando glutaraldehido como entrecruzante, y
funcionalizado con PRFC.

Se realizo6 la caracterizacion fisico quimica, mecanica y biologica del andamio
a base del hidrogel de PEG-PPG-PEG, con lo cual se logré integrar los
principios fisico quimicos que rigen el comportamiento mecanico y biolégico
del andamio.

Se demostrd que el hidrogel de PEG-PPG-PEG obtuvo una menor ganancia
de agua y un menor hinchamiento comparado con los hidrogeles de PEG-D
y de gelatina.

Se identificé que las propiedades mecanicas del hidrogel de PEG-PPG-PEG
mejoran con respecto al PEG-D y la gelatina, esto incluye un médulo elastico
mas alto y una mayor resistencia, demostrando un comportamiento mecanico
mas cercano al del cartilago e incluso al de hueso trabecular, lo cual va de la
mano con la capacidad del hidrogel de controlar el hinchamiento y la
ganancia excesiva de agua.

No se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre las
propiedades mecanicas del hidrogel al ser liofilizado, ni vuelto a rehidratar, ni
tampoco en su comportamiento biolégico en los ensayos de adhesion celular
y viabilidad, lo cual demuestra que la liofilizacion es un método confiable y
eficiente para permitir el almacenamiento y distribucion del hidrogel de PEG-
PPG-PEG.

Respecto a las propiedades biolégicas del nuevo biomaterial, es decir, la
adhesion celular y la viabilidad, si bien mostraron un desempefio
satisfactorio, los resultados pueden ser mejorados, por lo tanto, se sugiere
continuar investigando este aspecto del hidrogel.

Si bien el biomaterial tiene un amplio potencial para ser empleado en la
ingenieria de tejidos como andamio para la regeneracion de cartilago, a
continuacion, se muestran algunas propuestas de posibles modificaciones o

estudios a ser realizados en una ampliacién del proyecto:
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» Determinar la concentracion de grupos aldehidos libres.

A\

Sustituir el agente entrecruzante.

» Anadir borohidruro de sodio o aumentar el tiempo de lavado para
reducir el numero de aldehidos libres.

» Incorporar algun antibiotico, ya que el hidrogel se contamina
facilmente.

» Afadir una ceramica bioactiva que mejore las propiedades mecanicas
y al mismo tiempo induzca una respuesta celular especifica, con el
objetivo de dirigir el proyecto hacia la regeneracion de tejido 6seo o
defectos osteocondrales.

» Realizar un modelo animal para evaluar su desempefio in vivo.

» Llevar acabo un ensayo para evaluar si los factores de crecimiento se

estan liberando de forma controlada y sostenida mediante ELISA.

» Realizar un estudio de degradacion del hidrogel.

Por lo tanto, surgen nuevas e interesantes lineas de investigacién, que
permitan ahondar en el conocimiento de este andamio a base de un hidrogel
de naturaleza anfipatica, el PEG-PPG-PEG, para aprovechar las ventajas de
este material, y al mismo tiempo superar las desventajas del mismo, con

miras hacia su potencial aplicacion en bioingenieria de tejidos.
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