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RESUMEN

Las lesiones que implican roturas de tendones son hoy en dia un problema para humanos y
animales, quienes ven limitadas sus capacidades fisicas a raiz de un ineficiente proceso
recuperativo posterior a una cirugia reconstructiva clasica, con gran cantidad de recaidas de la
lesion, es por esto, que nuevas areas han intentado buscar una solucion real a esta problematica,
una de ellas es la ingenieria de tejidos basada en mallas electrohiladas polimeéricas con resultados
alentadores a nivel biolégico pero, ain no concluyentes para una aplicacion clinica masiva dado

principalmente por los problemas mecanicos y estructurales que poseen las distintas mallas.

A partir de esta problematica, se ha propuesto realizar una revision bibliografica exhaustiva a
partir de fuentes de informacidn confiables, en busqueda de aquellos materiales y técnicas que
permitan fabricar una propuesta tedrica de creacion de mallas electrohiladas por la tecnologia del
electrospinning (ES), que puedan ser utilizadas en la resolucién quirdrgica de tendones posterior

a una cirugia reconstructiva.

De esta busqueda se concluy6 que la poli (e- caprolactona) (PCL) y el poli (&cido lactico-co-
glicélico) (PLGA) poseen caracteristicas que permiten lograr este objetivo, pero ain con
limitantes como, por ejemplo, su capacidad de hidratacién y caracteristicas mecanicas, es por
esto que, aprovechando las propiedades de estos materiales se ha propuesto un refuerzo que pueda
solucionar o mejorar estas condicionantes. Es en este sentido, las nanoparticulas proteicas (NPP)
de soya aparecen como una alternativa, ya que han demostrado poder adherirse a la superficie de

las fibras mejorando sus propiedades fisicas y bioldgicas.

Posterior al analisis de toda esta informacion se propone la creacion de mallas electrohiladas en
base a PCL-PLGA reforzadas con NPP de soya. Para lograr este objetivo de, modular las
reparaciones quirurgicas en tendones mediante el uso de mallas electrohiladas, se destaca la
busqueda de informacion referente al uso de pruebas morfoldgicas, moleculares, funcionales y
bioldgicas a estas mallas, con protocolos in vitro e in vivo basado en un modelo murino, al cual
se le induce una lesion por aplastamiento en su tenddn calcaneo para el analisis de estas mallas,

y asi conocer de qué manera afecto su presencia.

Palabras clave: “electrospinning”, “biomaterials”, “tendon”, ‘“polycaprolactone”, “poly

(lactic-co-glycolic acid)”, “nanoparticles”, “soy”.



ABSTRACT

Injuries that involve tendon ruptures are today a problem for humans and animals, who see their
physical capacities limited because of an inefficient recovery process after classic reconstructive
surgery, with numerous relapses of the injury, for this reason, that new areas have tried to find a
real solution to this problem, one of which is tissue engineering based on polymeric electrospun
meshes with encouraging results at a biological level but still inconclusive for a massive clinical

application, mainly due to the mechanical and structures that the different meshes have.

Based on this problem, it has been proposed to perform an exhaustive bibliographical review
from reliable information sources, in search of those materials and techniques that allow the
manufacture of a theoretical proposal for creating electrospun meshes, which can be used in the

surgical resolution of tendons after reconstructive surgery.

From this search, it was concluded that poly (e-caprolactone) (PCL) and poly (lactic-co-glycolic
acid) (PLGA) have the essential characteristics to achieve this goal, but still with limitations such
as, for example, their hydration capacity and mechanical characteristics, which is why, taking
advantage of the properties of these materials, a reinforcement has been proposed that can solve
or improve these conditions. In this sense, soybean protein nanoparticles (NPP) appear as an
alternative since they can adhere to the surface of fibers, improving their physical and biological
properties.

After the analysis of all this information, the creation of electrospun meshes based on PCL-
PLGA reinforced with soybean NPP is proposed. To achieve the objective of modulating
surgical repairs in tendons by using electrospun meshes, the search for information regarding
the use of morphological, molecular, functional and biological tests on these meshes is
highlighted, with in vitro and in vivo protocols based on a murine model, which is induced a
crush injury in its calcaneal tendon for the analysis of these meshes, and thus know how its

presence affected.

Keywords: “electrospinning”, “biomaterials”, “tendon”, “polycaprolactone”, “poly (lactic-co-

glycolic acid)”, “nanoparticles”, “soy”.



INTRODUCCION

Los tendones son tejidos especializados capaces de comunicar musculo con hueso, transmitiendo
la energia necesaria para permitir el desplazamiento de los animales. Como todos los tejidos,
puede lesionarse, la diferencia es que el proceso de curacion natural del tendon es en extremo
ineficiente, esto est4 dado por su estructura interna, de gran matriz extracelular (MEC) provista
en su mayoria de fibras de coléageno tipo | ordenadas y escasa celularidad (Ross y Pawlina, 2013),
con una fisiologia reconstructiva carente de este componente principal y reemplazandolo
principalmente por colageno tipo Ill, de estructura desordenada y menos laxa, limitando su

funcionalidad y capacidad original (Oliva et al., 2011).

Independientemente de la especie, las lesiones que resultan en una ruptura parcial o total de los
tendones pueden ser causadas por un dafio degenerativo en el tiempo o un esfuerzo que
provoque un alargamiento excesivo por parte de los tendones. Actualmente no existe un
tratamiento definitivo que puede hacer que un tenddn dafiado sea capaz de transferir fuerza,
almacenar energia, junto con poseer la misma resistencia y elasticidad que un tendon sano
(Russo et al., 2022). Si bien enmascaran la presentacion de la patologia y alivian los sintomas,
los tratamientos no curan la afeccion en su totalidad. Como resultado, la falta de tratamientos
efectivos intensifica el enfoque en alternativas que impliquen la busqueda de soluciones
efectivas en este campo (Vigano et al., 2022; Song et al., 2021; Izumi et al., 2021; Dehghani y
Rodeo, 2019).

Es en este sentido que técnicas de nanofabricacion de materiales terapéuticos han alcanzado un
gran interés como la técnica denominada electrospinning (ES). La ES es una técnica muy
versatil que utiliza un campo eléctrico que permite fabricar fibras poliméricas electrohiladas, y
que posee una gran variedad de aplicaciones como son encapsulacion y liberacion controlada
de farmacos, procesos de filtracidn, almacenamiento de energia, usos bioldgicos, médicos, etc.
Dependiendo de la aplicacién y tipo de material, este proceso de electrohilado permite crear
estructuras fibrilares unidimensionales (1D) o matrices (andamios) tridimensionales (3D), los
cuales ofrecen una mayor superficie de contacto, porosidad y estabilidad (Badmus et al., 2021).
Con aplicaciones en ingenieria de tejidos, modulando respuestas en cicatrizacién de heridas
(Guo et al., 2022), cartilagos (Badmus et al., 2021), tejido cardiovascular (Maleki et al., 2022),
tejido 6seo (Sadeghzadeh et al., 2022), tendones (Peters et al., 2022), entre otros. Si bien, se han
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utilizado andamios fibrilares 3D de origen natural y sintético como apoyo para la reparacion de
lesiones de los tendones con buenos resultados bioldgicos, estos no han logrado tener la
resistencia y fuerza necesaria para ser una solucién primaria real a estos problemas debido a que
las fuerzas de traccion superan a las maximas de los andamios (Pien et al., 2021). Lo anterior,
principalmente porque cada polimero utilizado tiene sus propias propiedades fisicas y
mecénicas, ejemplo de algunos materiales poliméricos usados son quitosano, la poli (e-
caprolactona) (PCL), el poli (acido I -lactico), el poli (&cido lactico-co-glicolico) (PLGA), el
poliuretano o la seda, etc. Otro aspecto de importancia es la topografia de la malla fibrilar y los

parametros de electrohilado que irdn variando segun el objetivo de estudio (Bianchi et al., 2021).

De acuerdo a estos antecedentes descritos, la presente Memoria de Titulo corresponde a una
revision bibliogréafica actualizada sobre el uso de mallas electrohiladas en base a PCL y PLGA
reforzadas con nanoparticulas proteicas (NPP) de soja, en la reparacion de lesiones tendinosas
posterior a una cirugia reconstructiva, para esto se consideraran aspectos biomecanicos de los
actuales andamios obtenidos mediante ES en tendones. Se describe un modelo de fabricacién de
mallas reforzadas junto con la descripcion de técnicas que permitan conocer sus estructuras y
morfologia. Ademas, un modelo experimental in vitro que permita evaluar bilégicamente la
respuesta de las mallas fibrilares propuestas y un modelo in vivo para su evaluacion clinica

modulando reparaciones quirurgicas de tendones utilizando un modelo murino.
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REVISION BIBLIOGRAFICA

TENDONES: LESIONES Y PROCESO RECUPERATIVO
Conformacion del tendén

El tenddn es el tejido que comunica masculo y hueso, cuya conformacion estructural y mecanica
es esencial para los movimientos funcionales de los animales y humanos (Ross y Pawlina, 2013).
Es un tejido conectivo conformado por fibroblastos especializados, Ilamados tenocitos, los cuales
expresan genes marcadores tendinosos comunes como el factor de transcripcion escleraxis (SCX)
0 la glicoproteina transmembrana tenomonulina (TNMD) (Nichols et al., 2019) que se
encuentran inmersas en este tejido, compuesto en un 80% por una MEC y un 20% células (Figura
1) (Lee, 2021). La MEC corresponde a la principal red de comunicacién, nutricion, sostén
mecénico y estructural de las células que conforman el tejido conjuntivo (Ross y Pawlina, 2013).
La MEC del tenddn esta compuesta en su gran mayoria por colageno tipo I, mientras que el
coléageno tipo 111, glucosaminoglicanos, proteoglicanos y glicoproteinas, entre otros, conforman
el resto de la estructura (Tabla 1) (Lee, 2021). Estos componentes contribuyen al mecanismo de
movilidad del tejido influyendo en la transmision de fuerza, hidratacion y estabilidad del tejido
(Lim et al., 2019).

- Colageno: Tipo | (95%)

Tipo Il (3%)
Otros (2%)
- Elastina
MEC - Agua
80% - Proteoglicanos

- Glicoproteinas
- Glucosaminoglicanos

Células - Tenocitosy tenoblastos
20% - Otros

Figura 1: Composicion estructural y celular del tenddn
Fuente: Modificado de Lee, 2021.
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Tabla 1: Comparacién de los principales tipos de colageno del tendon

Colageno Tipo | Colageno Tipo 11

Cantidad relativa

95% 3%

Ubicacion principal

Musculo liso, vasos sanguineos, tejido

Piel, huesos, tendones, ligamentos, dentina 'y S . ; o
conjuntivo laxo de atero, higado, bazo, rifion,

fascias organicas

pulmon, etc.
Funcion especializada
Provee resistencia al estiramiento, tensiones y Provee de sostén estructural a células y
fuerza a los tejidos resistencia al tejido conjuntivo laxo

Fuente: Ross y Pawlina, 2013; Lim et al., 2019; Lee, 2021.

Las fibras de colageno de los tendones poseen caracteristicas anisotropicas con diametros de 1 —
20 um, dispuestas de forma ordenada con una orientacion paralela entre ellas (Figura 2), poseen
capacidad de estirarse o reorientarse segun sea la carga (Fratzl, 2008), precisamente la resistencia
mecénica de los tendones se asocia esta disposicion ordenada de las fibras de coladgeno (Lim et
al., 2019). Una capa delgada de tejido conectivo conocida como endotenddn conecta grupos de
fibras en fasciculos, lo que permite que estas se deslicen de forma independiente, creando una
via para que los vasos sanguineos y los nervios penetren en el parénquima del tendén,
proporcionando nutricion e inervacion al tejido (Ross y Pawlina, 2013), dejando por fuera al
epitendon y paratendon que es el tejido extrasinovial que se encarga de proteger al tendén y
permite el movimiento deslizante total como lo es, por ejemplo, el tendon calcaneo (Figura 3a)
(Limetal., 2019). Otros tendones con mas roce como los flexores de la mano del humano, poseen
una vaina que rodea al tendén con una funcion analoga al paratenddn la cual posee una superficie
visceral interna y parietal externa separadas por liquido sinovial (Figura 3b). La inervacion esta
dada por una red periférica que parte en el paratendén y va irrigando internamente al tendon
pasando por el epitendon y endontenddn, dentro del endontend6n pequefios vasos sanguineos
corren paralelos a los fasciculos formando anastomosis entre ellos, permitiendo la nutricién por

difusion hacia las zonas mas internas del tendon (Lee, 2021).
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Molécula Fibrilla Fasciculo Fasciculo Fasciculo Tendd
de coldg de coldg de coldg primario secundario terciario endon
al
a2
.
Fibroblastos
1nm 100 nm 1-20 um 20-200 um
TRENDS in

Figura 2: Estructura del tendén.
Fuente: Modificado de Liu et al., 2008.

Vaina del tendon

Liquido sinovial
Epitenddn
Endotenddn

Paratendén

Epitenddn

Endotenddn

Fibra de coldgeno

Vaso sanguineo
Mesotendoén

Figura 3: Corte transversal del tendon. A) Cubierto con paratendén. B) Cubierto por una vaina.
Fuente: Modificado de Lee, 2021.
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Lesién del tendon

El tratamiento de lesiones tendinosas forman parte de las necesidades insatisfechas existentes en
la medicina actual siendo mas frecuentes en mamiferos atléticos como humanos y caballos
(Patterson-Kane et al., 2012), las cuales son a menudo desgastantes, dolorosas y con altas tasas
de recurrencia de lesiones, dado principalmente por curaciones prolongadas ineficientes (Banik
et al., 2016). Estas lesiones pueden implicar desde, inflamaciones hasta la rotura parcial o total
del tendon, alterando su integridad y conduciendo a una pérdida del movimiento y la actividad

mecanica propia del individuo (Yu et al., 2022).

La transmisién de fuerza desde los musculos a los tendones, la tension muscular y la resistencia
del tendon deben permanecer constantes a lo largo de la vida, es aqui donde las propiedades
mecanicas de los tendones estan relacionadas al diametro de las fibras de colageno, ya que las
fibras de mayor diametro son mas fuertes y resistentes a las fuerzas de traccion, mientras que las
de menor diametro son mas elasticas (Bianchi et al., 2021). De acuerdo con la gravedad del dafio
de la matriz causado una hiperextension del tendon, existen tres categorias principales: Grado |,
que implica el estiramiento de las fibras junto con una inflamacién local leve y la recomendacion
de terapias conservadoras, grado I, referidas a un desgarro o ruptura parcial del tendon, que
puede detectarse por dolor e inflamacion localizados. Se recomienda un tratamiento conservador
o0 quirdrgico en funcion de los resultados de una evaluacion clinica y las lesiones de grado 111,
gue son desgarros o roturas completas, que restringen la funcién mecénica y exigen una
reconstruccion quirdrgica. (Ekwueme et al., 2017). La propiedad viscoelastica del tenddn le
permite recuperar su forma al momento de quitar una carga sobre él, de la misma forma, a medida
que aumenta el estrés, aumenta la curva tension-deformacion, llegando a un punto donde las

lesiones pueden pasar de una rotura parcial a una total (Ruiz-Alonso et al., 2021).
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Rango fisiolégico /
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/
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0 2 4 6 8
Ay — eu— -
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NN p— - =r—
Fibras Fibras Ruptura Ruptura
onduladas elongadas parcial total

Figura 4: Mecanismo de deformacion mecanica del tendon.
Fuente: Modificado de Bianchi et al., 2021.

El microdafio celular que se desarrolla con el tiempo como resultado de la hipertermia que
experimentan los tenocitos durante la actividad deportiva, es otra causa comun de rotura de
tendones, donde el sistema vascular es ineficaz en la disipacion de la energia interna, por ejemplo,
el nucleo del tendén flexor digital superficial (TFDS) de un caballo al galope registra
temperaturas entre 43 °C y 45 °C, estas temperaturas estan por encima del umbral de viabilidad
celular, con niveles elevados de especies reactivas de oxigeno (ROS) provocado por la
hipoperfusion, reperfusion e hipertermia, poniendo en riesgo al tendon a una falla mecanica
(Patterson-Kane et al., 2012). Exposiciones de tenocitos a 43 °C por 30 minutos inducen la
muerte de una pequefia parte de ellos y aumenta la expresién de genes catabdlicos y

proinflamatorios de las células restantes (O"Brien et al., 2021).

Estos problemas ocurren frecuentemente durante el entrenamiento, por un incorrecto programa
de acondicionamiento fisico (Castejon-Riber et al., 2017), en donde tiempos insuficientes de
recuperacion con cargas repetidas, sumado a factores individuales como la especie, edad o la raza
vuelven mas susceptible al tendédn a sufrir lesiones (O"Brien et al., 2021). Otro factor a tener en
consideracién es el genético, estudios respaldan las asociaciones entre polimorfismos de genes
independientes como el colageno tipo V-ALl que participa en la organizacion de la matriz y en la
regulacion del tamario de las fibras con la lesion y ruptura de tendones (Vaughn et al., 2017). A pesar
de que estas lesiones pueden ocurrir en cualquier tenddn, aquellos que soportan grandes cargas,

almacenan y transmiten energia se ven afectados con mayor frecuencia como lo es, por ejemplo, el

15



tendon calcaneo (Bottagisio y Lovati, 2017), lesiones que requieren intervencion quirargica de este

tejido corresponden a 18 por cada 100.000 personas al afio en Estados Unidos (Raikin et al., 2013).
Curacion del tenddn

Cuando existe una lesion posteriormente ocurre un proceso de regeneracion, el que se divide en
tres etapas (Figura 5), que incluye la expresion de distintos factores segun el periodo (Figura 6)
en que se encuentre: 1) Inflamacion, 2) Proliferacion y 3) Remodelacion (Bosch et al., 2011). La
inflamacion es la primera fase posterior a una lesion del tenddn, posee una duracion aproximada
entre los 3y los 7 dias, en la cual se liberan gran cantidad de factores de la respuesta inflamatoria
que estimulan una respuesta angiogénica futura como lo son neutro6filos, monocitos, macrofagos
junto con la proliferacion de fibroblastos y tenocitos (Tabla 2) (Lee, 2021). La segunda fase,
proliferacion, ocurre entre la tercera y cuarta semana, aqui disminuye la cantidad de factores,
pero hay un aumento en la celularidad, fibroblastos principalmente, junto con la sintesis de
depdsitos aleatorios de colageno tipo Il principalmente, que van modulando este proceso de
reparacion (Oliva et al., 2011). La remodelacion es la tercera fase y ultima etapa, esta se
descompone a su vez en consolidacion y maduracién. En la consolidacion, los tenocitos y las
fibras de colageno se alinean a lo largo del eje longitudinal del tendén, paralelamente disminuye
la celularidad mientras que aumenta la produccién de colageno tipo I. La maduracion es la etapa
final, que puede llevar mucho mas tiempo, incluso afios, el tejido cicatricial comienza a parecerse
histoldgicamente al tenddn sano a medida que madura. Aunque, el tendon recuperado tiene
caracteristicas biomecanicas mas débiles, dado por la menor cantidad de enlaces cruzados y
menor diametro de las fibras de colageno, haciéndolo méas propenso a sufrir dafios (Ruiz-Alonso
etal., 2021).

Figura 5: Etapas de regeneracion del tendon
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Fuente: Modificado de Nichols et al., 2019
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1 semana 8 semanas 16 semanas 6 meses
Fase inflamatoria ‘ ‘ Fase proliferativa ‘ ‘ Fase de remodelacion ‘
bFGF
BMP12 bFGF
BMP13 BMP12
BMP14 BMP13
CDMP B:;S:z BMP14
IGF-| PDGF CDMP
IGF-II IGF-1
PDGF-b PDGF-b
TGF-B1 TGF-B1
VEGF

Figura 6: Periodos y factores expresados en la regeneracion del tendon

Fuente: Modificado de Olivia et al., 2011

Tabla 2: Funcion de los factores expresados durante la regeneracion del tendon

> Regeneracién

Factor Nombre Funcion Referencia
bFGF Factor de Angiogénesis y mitogénesis de fibroblastos,
o SN - Chanetal.,
crecimiento de cicatrizacion de heridas 1997
fibroblastos basico
PDGF Factor de Induce la quimiotaxis de fibroblastos y sintesis de
. . . Batten et al.,
crecimiento derivado colageno
1996
de plaguetas
BMP Proteinas Estimulan la formacion ésea, mitogénesis de .
o . . Lot . Kovacevic y
morfogenéticas células tendinosas y cicatrizacion del tendon
! - . . Rodeo, 2008
Oseas aumentando la expresion de elastina y colageno
CDMP Proteinas Forman parte del desarrollo embrionario del
morfogenéticas esqueleto, morfogénesis articular y formacion de Erlacher et al.,
derivadas del los tendones 1998
cartilago
TGFB | Familia del factor de | Estimula la mitogénesis tendinosa y la produccion .
- p . Klein et al.,
crecimiento de proteinas de la MEC y aumentan la produccion
. : 2002
transformante f de colageno tipo 1 y 111
IGF Factor de Estimula la sintesis de colageno y células .
. L . Trippel et al.,
crecimiento similar a tendinosas
S 1993
la insulina
VEGF Factor de Promueve a angiogénesis y aumenta la .
-y i~ . Bidder et al.,
crecimiento permeabilidad capilar
. 2000
endotelial vascular

Klein et al., 2002; Trippel et al., 1993; Bidder et al., 2000.
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Posterior a una cirugia de reconstruccion, la reparacion del tendon ocurre por la formacién de un
tejido cicatricial, el cual es funcionalmente deficiente en comparacion a la capacidad que posee
un tenddén normal (Alves et al., 2011). Esto estd dado por una escasa celularidad en relacion a la
gran MEC que posee el tenddn, con fibras donde circulan escasos vasos sanguineos que limitan
la llegada de nutrientes, enzimas y mediadores de la inflamacion necesarios para el mecanismo
de recuperacion del tejido (Bosch et al., 2011). En donde el tenddn es provisto de colageno tipo
I11 con una matriz fragmentada y una arquitectura desorganizada que, si bien, proporciona cierto
nivel de estabilidad al tejido, este carece de aquella integridad mecéanica previa a la lesion. A esto
se le suma las complicaciones quirurgicas en la cicatrizacién dado por la formacion de
adherencias fibrosas entre el tendén, la vaina y los tejidos adyacentes limitando el éxito del
procedimiento (Lee, 2021), por lo que actualmente los objetivos terapéuticos en roturas de
tendones son: 1) Promover la verdadera regeneracion del tejido tendinoso fuera de una cicatriz
fibrosa limitada, 2) Impedir el desarrollo de adherencias peritendinosas en los pacientes (Nichols
etal., 2019). Todo lo anterior, explica en parte por qué, por ejemplo, en humanos complicaciones
relacionadas a nuevas rupturas del tendon del manguito rotador posterior a cirugias de

reconstruccion oscilaron entre el 11,4 y 94% (Lim et al., 2019).

Hoy independiente de la especie no existe un tratamiento concluyente para restaurar la
funcionalidad de un tendén dafiado capaz de transmitir fuerza, almacenar energia y mantener
similar capacidad de resistenciay elasticidad que un tendén normal (Russo et al., 2022), medidas
actuales incluyen antiinflamatorios, fisioterapia, cirugias y otros procedimientos como el uso de
células madre, plasma rico en plaquetas (PRP), injertos o autoinjertos (Pietschmann et al., 2013;
Shojaee y Parham, 2019; Bottagisio y Lovati, 2017). Cuando se trata de autoinjertos, estos han
demostrado ser una alternativa exitosa donde, se toma tejido de otra parte del cuerpo para
reponerlo en el tejido lesionado en una cirugia reconstructiva, con la gran ventaja de evitar el
rechazo por parte del organismo. Sus principales inconvenientes son las limitaciones funcionales
del tejido donante, la cantidad limitada de tejido que se puede extraer y la ubicacidén no anatomica

con el tejido lesionado (Lim et al., 2019).
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ELECTROSPINNING Y SUS APLICACIONES EN LA INGENIERIA DE TEJIDOS
Generalidades

La nanotecnologia es uno de los campos mas estudiados en el desarrollo de la ciencia y la
tecnologia, trabajando el comportamiento de materias en rangos dimensionales de 0,1 a 100 nm
(Li et al., 2021). Es por esta razdn que el interés de utilizar la ES como una metodologia de
nanofabricacion de materiales electrohilado basado en fibras poliméricas ultrafinas es
fundamental, y esto se debe a su mecanismo de fabricacion simple, versatilidad y su gran campo
de aplicabilidad, la cual incluye la administracion controlada de farmacos, procesos de filtracion,
almacenamiento de energia, usos bioldgicos, médicos, etc. Dependiendo de la aplicacion, se
puede crear una variedad de estructuras que ofrecen una mayor superficie de contacto, porosidad
y estabilidad estructural utilizando mallas electrohiladas 3D (Badmus et al., 2021). Este interés
también se ha visto reflejado en la cantidad de publicaciones anuales relacionadas con esta
técnica, las cuales han ido en aumento estos Ultimos afios segln en analizador de resultados de

Scopus (Figura 7).
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Figura 7: Publicaciones anuales con “ELECTROSPINNING” como palabra clave entre los afios
2000-2022 (Scopus, 2022).

El proceso de electrohilado corresponde a la fabricacion de mallas nanométricas de fibras a partir
de soluciones poliméricas de interés bajo un campo eléctrico (kV) controlando variables tales
como: presion, temperatura y humedad controladas utilizando un equipo de electrospinning
(Figura 8). El alto voltaje aplicado genera cargas en la solucion polimérica en la punta de jeringa

que lo contiene, estas cargas se repelen entre si logrando al momento que se rompa la tension
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superficial de la gota cargada formar un cono de Taylor. Cuando la tension aplicada supera la
tension superficial de la gota, el cono de Taylor se deforma y este chorro cargado es expulsado
desde la punta de la aguja en direccion a un colector, en el cual se solidifican las fibras por la
evaporacion del solvente (Hassan y Anke, 2020). Estas fibras ultrafinas poliméricas son
recolectadas por un colector plano que recibe las fibras con una distribucion aleatoria, por el
contrario si las fibras son recibidas en un colector rotatorio se forman fibras con una orientacion
alineada (Figura 9) (Zhang et al., 2020).

— e ——_ |
- : -
E) COLECTOR PLANO

DE FIBRAS  \
\

A) BOMBA DE PRESION
/. \ : F) COLECTOR ROTATORIO
G) SOPORTE PARA AGUJA DE FIBRAS
.- Y MARGUERAS C) AGUJA /
e el ‘ 2 g /
p- . /
/ S

B) JERINGA

H) MANGUERAS

i550) FUENTE DE V/

Figura 8: Equipo de electrospinning FLUIDNATEC® LE-10.
Fuente: Laboratorio Polyforms - Universidad de Chile, 2022.

Existen varios factores que afectan el proceso de electrohilado, produciendo fibras con particulas
(perlas), acimulos de polimero o simplemente la imposibilidad de electrohilar, estos parametros
son: 1) de la solucién del polimero, 2) de la técnica ES, 3) ambientales (Tabla 3) (Hassan y Anke,
2020).

Fuente: A) Quian et al., 2016.; B) Bianchi et al., 2022.
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Tabla 3: Parametros de electrohilado y sus efectos en la morfologia de las fibras.

Parédmetros Efectos sobre la morfologia de la fibra

Parametros de la solucion

T  Aumento del diametro de la fibra, dificultad de extrusion del polimero
Viscosidad
1 Disminucidn del diametro de la fibra, generacion de perlas
T  Aumento del diametro de la fibra, sin generacion de perlas
Concentracion
1 Incapacidad de electrohilar, fibras delgadas y generacién de perlas
T Reduccion y/o eliminacion de perlas
Peso molecular
del polimero 1 Generacion de perlas por ruptura de la onda capilar
T | Disminucion del diametro de la fibra
Conductividad
1 Aumento del didmetro de la fibra
y T  Incapacidad de electrohilar por inestabilidad de los chorros
Tension
superficial 1 Fibras sin generacion de perlas
Parametros del proceso
T Disminucidn del diametro de la fibra, sin generacion de perlas
Voltaje

—
—

Aumento del didmetro de la fibra, generacion de perlas

T | Disminucion del diametro de la fibra
Distancia entre
puntay colector | Fibras con generacion de perlas
T Fibras con generacion de perlas
Tasa de
alimentacion 1 Fibras sin generacion de perlas
Parametros Ambientales
Humedad T  Aumento en la porosidad en las fibras
Temperatura T Disminucion del diametro de la fibra

Fuente: Bhardwaj y Kundu, 2010; Hassan y Anke, 2020. La fecha hacia arriba o hacia abajo
indica un aumento disminucién del efecto morfoldgico en la fibra.
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La tecnologia del ES se utiliza para la formacion de mallas electrohiladas diversas fuentes. La ES
se distingue por su bajo costo, sencillez, eficiencia y facilidad de control mecanico de las fibras,
tanto en disposicion como en didmetro. (Yoon et al., 2018). La ES puede utilizar polimeros
naturales, sintéticos o sus combinaciones lo cual es una ventaja dada la variedad de biomateriales
disponibles (Radish et al., 2020); donde los polimeros naturales biodegradables y biocompatibles
como colégeno, gelatina, seda, quitosano, alginato, etc. asi como sintéticos como poliglicolida,
PCL, PLGA, poly (vinyl alcohol), etc, han mostrado propiedades que los han llevado a ser
aprobados por la Food and Drug Administration (FDA) para usos clinicos en humanos (Figura
10) (Kai et al., 2014).

Para lograr con éxito la formacion de fibras por la técnica de ES una de las consideraciones
fundamentales es la eleccion de un solvente con capacidad de disolver al polimero a utilizar
(Avossa et al., 2022), que tengan propiedades como buena volatilidad, presion de vapor, punto
de ebullicion y que pueda mantener la integridad de la solucion del polimero (Bhardwaj y Kundu,
2010). En general se prefieren solventes volatiles, ya que sus altas tasas de evaporacion facilitan
la evaporacion del solvente en las fibras cuando viaja desde la aguja al colector, si esto no ocurre
el acumulo de un solvente que no ha no evaporado en el colector provocara la formacion de fibras
irregulares (Figura 11) (Haider et al., 2018).

Polimeros naturales

r L} L T L 1
. Colégeno Gelatina Elastina Quitosanc Fibroina deseda Alginato
Hidrolitica

Biodegradacion | Enzimatica
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Ausente
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Hidrofilico
Hidrofébico

Sitios de union de Integrinas

Propiedades mecdnicas |

Propiedades fisicoquimicas |

Polimeros sintéticos
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Figura 10: Propiedades bioldgicas, mecanicas y fisicoquimicas de polimeros naturales y
sintéticos.
Fuente: Modificado de Kai et al., 2014.



Figura 11: SEM de PCL al 5% disueltas en: A) &cido acético glacial, B) &cido acético al 90%,
C) cloruro de metileno/DMF = 4/1.
Fuente: Haider et al., 2018.

Ingenieria de tejidos

La complejidad quirdrgica en conjunto al tratamiento posoperatorio y la barrera que han
significado los injertos convencionales en la reconstruccion de tejidos, ha dado paso a la
denominada, “ingenieria de tejidos”, un campo prometedor para la medicina regenerativa con la
incursion de andamios 3D de materiales biocompatibles con entornos propicios para imitar la
MEC, la cual es utilizada en cultivos de terapia celular actuando, por ejemplo, como un soporte
mecanico en la cicatrizacién de la reparacion de los tejidos (Jung et al., 2016; Rahmani et al.,
2022). Asi mismo, se localiza el tratamiento en el sitio deseado, sin la difusion a lugares no
deseados, junto con poder controlar la degradacion del andamio (Ruiz-Alonso et al., 2021). El
objetivo del concepto es lograr producir un tejido auxiliar seguro y eficaz que sea capaz de

regenerar tejidos en un medio bioldgico (Lim et al., 2019).

Las aplicaciones de la ingenieria de tejidos han sido modulando respuestas en cicatrizacion de,
heridas (Guo et al., 2022), cartilagos (Badmus et al., 2021), tejido cardiovascular (Maleki et al.,
2022), tejido 6seo (Sadeghzadeh et al., 2022), tendones (Peters et al., 2022), entre otros. Este éxito
se debe fundamentalmente a la capacidad de interaccion célula-célula y célula-matriz por las
similitudes entre la estructura jerarquica de los andamios y la MEC (Haider et al., 2018), sumado
a alta relacion superficie/volumen y porosidad que permite un éptimo intercambio de oxigeno,
suministro de nutrientes, migracion y extrusion de exudados que favorecen la adhesion,

proliferacion y diferenciacion celular (Kai et al., 2014).
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Por otro lado, el uso de células madre es muy popular en la ingenieria de los tejidos,
principalmente por sus amplias capacidades de autorrenovacion y diferenciacion segun el linaje
deseado, sumado la gran cantidad de sitios de recoleccion que poseen como, por ejemplo, cordon
umbilical, medula 6sea o tejido adiposo (Lim et al.,, 2019). Los andamios, entre otras
caracteristicas, poseen la capacidad de recrear este ambiente y organizacion del tejido original de
interes, permitiendo el crecimiento y diferenciacion celular, logrando acercar el concepto de la

ingenieria de los tejidos a su objetivo (Bianchi et al., 2021).

Si bien el ES permite gran reproductividad en base a resultados bioldgicos exitosos, las
desventajas en la ingenieria de tejidos radican en un problema mecanico donde la fuerza,
resistencia y estabilidad que soporten los movimientos y carga durante la rehabilitacion de una
lesion superan los limites maximos de los andamios, con roturas o degradaciones anticipadas a la
solucion del problema. (Banik et al., 2016; Pien et al., 2021; Lomas et al., 2015).

ELECTROSPINNING: TENDONES

Estos Gltimos afios se han hecho esfuerzos por encontrar innovadores tratamientos para ser
utilizados en la regeneracién de las lesiones tendinosas. La calidad de vida de los pacientes ha
mejorado gracias a las mejoras en los métodos convencionales, pero estos esfuerzos no han
tenido el éxito deseado debido a las caracteristicas de estos tejidos, como baja vascularidad,
hipocelularidad, anisotropia y propiedades mecanicas no lineales (Sensini y Cristofolini, 2018).

La ingenieria de tejidos basada en mallas electrohiladas en este sentido aportaria una solucion
adecuada a las limitantes de los tratamientos convencionales, con estructuras capaces de
modificar la organizacion espacial del tejido original, mantener las funciones biomédicas del
tendon, ser un esqueleto en el proceso reparativo junto con la capacidad de poder constatar el
tiempo de degradacion del andamio e incorporar de manera controlada células, factores de

crecimiento y genes que son utilizados en otras terapias clasicas (Ruiz-Alonso et al., 2021).

En el caso particular de los tendones y su regeneracion, los andamios deben poseer una
estructura acorde al tejido con propiedades que guien la proliferacion del mismo, en los que
destacan (Figura 12): Biocompatibilidad; Biodegradabilidad; Propiedades Mecanicas;
Morfologia; Porosidad; Actividad bioldgica y Rentabilidad (Zhang et al., 2018; Ruiz-Alonso et
al., 2018), por lo que es aqui donde la correcta eleccion de un material 3D es clave para lograr
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el exito terapéutico. En este contexto, se han investigado una gran cantidad de biopolimeros
naturales, sintéticos 0 mezclas en tendones como por ejemplo: poli (&cido | -lactico), PLGA,
poliuretano, quitosano, poli (etilenglicol diacrilato), PCL, gelatina, 6xido de polietileno (PEO),
entre otros (Sensini y Cristofolini, 2018). Otra caracteristica que debe poseer el andamio es que
sea capaz de inducir la tenogenesis de células madre, proporcionando un microambiente tal que
permita la regeneracion del tendon y estas no se diferencien a otros linajes como hueso o
cartilago (Zhang et al., 2018). Resultados alentadores se han visto al utilizar células estromales
derivadas de tejido adiposo, mostrando una mayor expresion de genes del linaje tendinoso al
ser sembradas en mallas electrohiladas, asi como también, reportado que células del estroma de
la medula dsea sembradas en andamios alineados tuvieron mayor produccion de colageno que
en andamios con disposicion aleatoria (Brennan et al., 2018).
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Figura 12: Caracteristicas de un andamio para uso clinico en tendones
Fuente: Modificado de Ruiz-Alonso et al., 2021.

La planificacion de la degradacion en funcion del tejido y tipo de lesion, es una caracteristica
que hace que las mallas electrohiladas posean ventajas sobre los implantes permanentes.
Idealmente, el proceso de reparacion deberia ir de la mano con este proceso de degradacion,
especialmente en la fase inicial posterior a la cirugia, donde el andamiaje ademas debe ser capaz
de proteger a las células y al tejido nuevo de un estrés severo, permitiendo un desarrollo
terapéutico adecuado sin respuestas inmunitarias que alteren este proceso y en consecuencia el

rechazo por parte del organismo (Bianchi et al., 2021). Si bien se han descrito limitaciones en
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algunos materiales, principalmente mecanicas, la posibilidad de fabricar andamios a partir de
mezclas de polimeros (andamios poliméricos) permiten integrar atributos del material
complementario, logrando modificar las estructuras de las fibras y ampliando el abanico de
posibilidades a la hora de encontrar un andamio capaz de resistir las exigencias biomecanicas
de los tendones (Wu et al., 2018), por ejemplo, materiales como PCL, el poli (acido | -lactico),
PLGA o0 el poliuretano, los cuales presentan excelentes propiedades de degradacion,
biocompatibilidad y nula toxicidad, poseen inconvenientes al momento de la siembra celular y
es su marcada hidrofobicidad, lo que condiciona la adhesion y alojamiento de estas, mientras
que, otros polimeros como el quitosano o la gelatina son hidrofilicos, por lo que sus propiedades

bioactivas en esta materia son superiores (Bianchi et al., 2021).

Por otro lado, las propiedades biolégicas y mecénicas dependen principalmente del polimero
base y de la topografia de las mallas, tanto en distribucion como en tamafio (Cardwell et al.,
2012), la diferenciacion celular, por ejemplo, depende en gran parte del microambiente. El
microambiente del tendon es una MEC formada por fibras alineadas y ordenadas (Fratzl, 2008)
de 1 a 20 um (Liu et al., 2008), y las mallas electrohiladas permiten formar este ambiente
anisotrépico especifico, al no crear este microambiente, las células podrian diferenciarse en otro
linaje como cartilago o hueso (Zhang et al., 2018), que tienen el mismo origen embrionario
mesodérmico (Ross y Pawlina, 2013). Cardwell et al., (2012) estudié como la topografia de los
andamios influye en la diferenciacion de células madre mesenquimales (MSC por su sigla en
inglés) de la linea murina C3H10T1/2 (fibroblastos embrionarios) en linaje tenogénico, para
esto se hicieron andamios alineados y aleatorios en base a poli (uretano urea) con diametros de
fibra pequefios (< 1 pm), medianos (1-2 um) y grandes (> 2 um) esta evaluacion se hizo en base
a la expresion génica de colageno tipo 1, decorina y escleraxis; concluyendo que la mayor
expresion de todos estos genes fue en fibras grandes, sin diferencias significativas entre

andamios alineados o aleatorios al cabo de 14 dias.

Una limitante critica en relaciéon a los andamios utilizados son tanto la resistencia como la
rigidez en procesos reparativos que implican cargas, por ejemplo, polimeros biocompatibles
comunes como PCL o la seda tienen resistencias al fallo por traccion mucho menores que los
tendones, en donde la alineacidn de las fibras ha demostrado aumentar la resistencia maxima a

la traccion (Brennan et al., 2018), por ejemplo, pruebas mecénicas en andamios a base de PCL-
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PLGA con orientacion aleatoria han mostrado resistencias maximas de 2,36 MPa, mientras que
los mismos andamios pero con orientacion alineada mostraron una resistencia maxima de 20,66
MPa (Zamanlui et al., 2017). Teniendo en cuenta que, en el caso de los tendones flexores de la
mano del humano, la resistencia minima requerida para la rehabilitacién inmediata es entre los
2,79 — 3,98 MPa, se demuestra la importancia del enfoque topogréafico en la respuesta mecanica
de los andamios, resultando tan importante como el biolégico (Pien et al., 2021). A nivel
bioldgico, los estudios han arrojado hallazgos alentadores, y existe la esperanza de que las
mallas electrohiladas, con su adaptabilidad a una amplia gama de técnicas, polimeros y
combinaciones entre ellos, en el futuro puedan superar estas limitaciones y fomentar el

desarrollo de un tend6n recuperado resistente y de aspecto auténtico (Brennan et al., 2018).

Esta técnica ha mostrado resultados positivos también, como método de prevencion de
adhesiones tendinosas posterior a una resolucion quirdrgica clasica, por ejemplo, Song et al.,
(2015) disefid una membrana electrohilada de PLGA con el objetivo de impedir o reducir esta
problematica tipica utilizandola en una cirugia reconstructiva posterior a una lesion inducida
del tendon calcdneo de un modelo murino, demostrando en los ensayos in vitro tener una
excelente microestructura y cinética de degradacién, mientras que en los ensayos in vivo se
concluyd que reduce significativamente las areas de adhesion entre el tendon y el tejido
circundante (Figura 13), ademéas que mejora la cicatrizacion del tendén en comparacién al

grupo que no utiliz6 la malla PLGA.

o)

Adhesion area (cm”)

(g%
T

PLGA Control

Figura 13: Area de adhesion tendinosa (cm2) 3 semanas después de la cirugia de tendon.
Fuente: Song et al., 2015.
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BIOMATERIALES: PCL-PLGA

PCL

La PCL, un polimero biodegradable miembro de la familia de los poliésteres alifaticos muy
utilizado en la ingenieria de los tejidos gracias a sus ventajas viscoelasticas y reoldgicas; huesos,
cartilagos, vasos sanguineos, piel, nervios, tendones y ligamentos forman parte de las areas en
que se ha utilizado este polimero con el objetivo de reemplazar o reparar tejidos (Espinoza et al.,
2020). Esto lo ha llevado a ser aprobado por la Administracion de Alimentos y Medicamentos
(FDA, por su sigla en inglés Food and Drug Administration) para uso en humanos y ser uno de
los polimeros mas estudiados afio a afio (Figura 14), su biocompatibilidad, nula toxicidad junto
con su miscibilidad lo hacen ideales para poder moldear su estructura a un fin particular como lo
son, por ejemplo, sus niveles de afinidad con el aguay velocidad de degradacion (Siddiqui et al.,
2018).

ElI PCL corresponde a un polimero semicristalino con una temperatura de transicion vitrea de 60
°C, un punto de fusién aproximado a los 64 °C, una temperatura de descomposicién maxima en
torno a los 350 °C (Woodruff y Hutmacher, 2010; Azari et al., 2022) y un tiempo de degradacion
de 2 a 3 afios en medios bioldgicos controlados, por lo que su uso en ingenieria de tejidos es
principalmente en la sustitucion de tejidos duros, que son tejidos donde el proceso terapéutico es
también de tiempos prolongados (Malikmammadov et al., 2017). Pero sus usos han ido mas alla
del estudio de los tejidos sino también en administracion de farmacos con usos en terapias contra
el cancer y como método de encapsulacion de antiinflamatorios, antibiéticos o anticonceptivos
(Azari et al., 2022).
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Figura 14: Publicaciones anuales con “PCL” AND “POLYMER” como palabras claves entre
los afios 2000-2022 (Scopus, 2022).
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El PCL se prepara a partir de un proceso de polimerizacion con apertura de anillo de e-
caprolactona, formando la estructura de PCL (Figura 15). Su estructura quimica ha sido resuelta
espectroscopicamente mediante espectroscopia infrarroja transformada de Fourier (FTIR)
mostrando bandas de absorcion a 2943/cm” (CH2 asimétrico), 2866/cm' (CH2 simétrico),
1722/cm (C=0), 1293/cm" (C-C y C-0), 1239/cm- (C-O-C) (Gumusderelioglu et al., 2011)
Posee una alta solubilidad en benceno, cloroformo, ciclohexanona, tolueno, diclorometano y 2-
nitropropano, solubilidad media en acetona, acetonitrilo, 2-butanona y acetato de etilo, mientras
que es insoluble en agua, alcohol etilico, éter dietilico y éter de petr6leo (Malikmammadov et
al., 2017).
0
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Figura 15: Estructura quimica de PCL.
Fuente: Pereira et al., 2020.

El proceso de degradacion de un polimero reabsorbible y degradable como PCL puede durar de
2 a 4 anos dependiendo de su peso inicial y medio. En animales y humanos por la falta de
enzimas adecuadas, el proceso de reabsorcion in vivo pasa por 3 fases (Figura 16): 1)
Hidratacion, dura aproximadamente 6 meses, 2) Periodo de pérdida de masa, asociado a la
escision hidrolitica no enzimatica, 3) Reabsorcion y metabolizacidn, aqui el polimero sufre una
degradacion intracelular con la absorcion de fragmentos por parte de macrofagos y células
gigantes (Woodruff y Hutmacher, 2010; Hutmacher, 2001). Mientras que el proceso de
degradacion hidrolitico es a partir de la formacion de los intermediarios, &cido 6-
hidroxicaproico y acetil coenzima A que pasan a formar parte del ciclo del acido citrico y

posterior eliminacion del organismo (Figura 17) (Woodruff y Hutmacher, 2010).
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Figura 16: Proceso de degradacion de un polimero reabsorbible como PCL.
Fuente: Modificado de Hutmacher, 2001.
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Figura 17: Degradacién de PCL
Fuente: Modificado de Woodruff y Hutmacher, 2010.

A nivel bioldgico, una de sus principales limitantes es la escasa solubilidad en el agua que posee
este polimero, solucionable al mezclarse con un polimero hidrofilico o modificando la estructura
superficial del PCL afiadiendo algun elemento hidrofilico a través de las interacciones quimicas,

fisicas o electrostaticas propias del polimero y asi mejorar la viabilidad, proliferacion y

diferenciacion celular (Mandal y Shunmugam, 2020).

A nivel mecanico, los resultados de PCL son variados y dependientes de los tipos copolimeros
utilizados, por ejemplo, Surucu y Turkoglu, (2016) fabrico andamios con fibras orientadas

aleatoriamente en base a PCL/Quitosano, en la comparativa los andamios fabricados solo a base
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de PCL (15% p/v) mostraron un modulo de Young de 1.33 MPa, una deformacién méaxima a
la rotura de 77% y un angulo de contacto de 114° que confirma su naturaleza hidrofébica,
mientras que el andamio PCL (15% p/v) / Quitosano (8% p/v) obtuvo un médulo de Young de
3,28 MPa, una deformacion méaxima a la rotura de tan solo un 11% y un angulo de contacto de
78°, es decir, hidrofilico. Otro ejemplo mecanico fue reportado por Dehkordi et al., (2022) con
la fabricacion de andamios doble capa aleatorios en base a PCL (12% p/v) con modulos elésticos
de 126% y un médulo de Young de 7,23 MPa. Las propiedades mecénicas de PCL se ven
afectadas por su peso molecular, concentracion del polimero, copolimerizacion, parametros,
técnica y topografia que influyen al momento de realizar el proceso de electrohilado en los

resultados mecénicos de estas mallas (Azari et al., 2022).

PLGA

El &cido poli(lactico-co-glicolico) (PLGA) es un poliéster alifatico biodegradable formado por
la copolimerizacion del acido lactico (LA) y el &cido glicolico (GA), posee propiedades que lo
han llevado a ser aprobado por parte de la FDA para uso en humanos, con publicaciones que se
han mantenido estables a lo largo de los afios (Figura 18). Posee aplicaciones tanto en ingenieria
de tejidos como método de transporte de farmacos encapsulados como nanoparticulas, esferas,
implantes, varillas, peliculas delgadas o nanogeles. Sus productos de degradacion son el lactato
y el glicolato, ambos pueden participar de la via metabdlica propia de las células y es por eso

gue poseen una alta biocompatibilidad y nula toxicidad (Chereddy et al., 2018).
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Figura 18: Publicaciones anuales con “PLGA” AND “POLYMER” como palabras claves
entre los afios 2000-2022 (Scopus, 2022).
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Sus caracteristicas fisicoquimicas dependen de las proporciones de los monémeros (LA:GA).
Se ha informado que el periodo de reabsorcién in vivo completa del LA es de entre 12 y 24
meses, mientras que para el componente GA es de entre 6 y 12 meses. Esto se debe a que LA
tiene una mayor hidrofobicidad y tasa de degradacion que GA, por lo que los copolimeros de
PLGA con una proporcién de 75:25 tardan mas en reabsorberse que aquellos con una proporcion
de 50:50 o0 25:75 (Kapoor et al., 2015). Estas proporciones junto con variaciones en sus pesos
moleculares determinados por el fabricante pueden cambiar la estructura final de este

copolimero, para asi acomodarlo a su uso objetivo (Tabla 4).

Tabla 4: Variaciones en la estructura de PLGA segun proporcion y peso molecular.

@)
O R
RO R o,
@)
Acido Lactico  Acido Glicélico
(LA) ' (GA)

Fabricante Proporcion Peso (Tgf)cum Grupo terminal
50:50 40-75 Acido carboxilico
50:50 30-60 Ester
65:35 40-75 Ester

Sigma-Aldrich

65:35 24-38 Acido carboxilico
75:25 4-15 Acido carboxilico
75:25 76-115 Ester

Fuente: Stromberg et al., 2021; Kapoor et al., 2015.

ElI PLGA al entrar en contacto con el agua comienza un proceso de biodegradacion por hidrolisis
de sus enlaces éster, disminuyendo el peso molecular y logrando la separacién del polimero en

LAy GA, luego se descompone en el organismo formando dioxido de carbono y agua (Figura
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19) (Kapoor et al., 2015). Asi, por ejemplo, Jia et al., (2012) fabricé mallas electrohiladas
aleatorias de PLGA (80:20) al 10% y en las pruebas de angulo de contacto los valores fueron
106°, lo cual confirma esta condicién. Poseen una naturaleza amorfa con una temperatura de
transicion vitrea entre 45— 55°C. Soluble en solventes comunes como tetrahidrofurano, acetona,
acetato de etilo, diclorometano, cloroformo o alcohol bencilico (Kapoor et al., 2015; Makadia

y Siegel, 2011), y propiedades mecénicas dependientes de la proporcion LA:GA (Tabla 4).

CHa 0 CHi 0
H/o‘ 0 /J]\/o‘\H + H0 > H/O, /’H + H\o/k/o\\H
0 0
L el Jy L . L .
PLGA LA GA

Figura 19: Hidrolisis de PLGA.
Fuente: Makadia y Siegel, 2011.

Biol6gicamente presenta una estructura capaz de generar un microambiente ideal al
crecimiento, union y proliferacion celular con excelente conexion para el transporte de
nutrientes (Shi et al., 2019). A nivel mecanico las propiedades son ajustables y dependientes de
la proporcion de LA:GA, por ejemplo, Shi et al., (2019) fabric6 mallas electrohiladas aleatorias
de PLGA (50:50) al 24% obteniendo un médulo de Young de 126 MPa y un alargamiento a la
rotura de 123%. Kolluru et al., (2013) fabricé estructuras mineralizadas resistentes de PLGA
(85:15) al 25% para andamios tendon-hueso y logré un moédulo de Young de 1,65 GPa y una

resistencia elastica maxima de 150%.
SOYA: UN BIOPOLIMERO NATURAL

Generalidades

En los Gltimos afios se ha producido un auge nutricional en el consumo de proteinas de origen
vegetal, y la soja se ha perfilado como su principal representante, basicamente por su
disponibilidad, con producciones puras de miles de toneladas anuales a nivel mundial y sus
beneficios asociados al consumo, ya que es una excelente fuente de aminoacidos, acidos grasos

insaturados, vitaminas del complejo B, fibra, hierro, calcio y zinc entre otros activos
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nutricionales. (Rizzo y Baroni, 2018). La proteina de soya, que incluye a todos los aminoacidos
esenciales para la nutricion humana, estd compuesta por una mezcla de albuminas y globulinas,
de esta Gltima destacan principalmente conglicinina (7S) con un peso molecular de 175.000 kDa
y glicinina (11S), con un peso molecular de 360.000 kDa (Tansaz y Boccaccini, 2015) que
corresponden al 35y 52% de la estructura total de la proteina respectivamente. En comparacion
a las proteinas de origen animal, en este tipo de proteinas el peso molecular es més bajo, por lo
que al ser utilizado en un ser vivo son altamente susceptibles a la degradacion enzimatica, y los
tratamientos quimicos como la reticulacion son esenciales para garantizar su estabilidad (Barkay-
Olami y Zilberman, 2016).

Por otro lado, a partir de la soya se procesan tres productos comerciales: 1) Harina de soya, 2)
Concentrado de proteina de soya y 3) Aislado de proteina de soya, cada una de ellas contiene una
composicion distinta (Tabla 5) (Tian et al., 2018).

Tabla 5: Composicion de los diferentes productos a partir de la proteina de soya.

Componente (%) Harina de soya Concentrado de Aislado de proteina
proteina de soya de soya
Humedad 3.4 9.0 4.8
Proteina 41.0 65.3 92.0
Grasas 22.5 0.3 -
Fibra 1.7 2.9 0.25
Cenizas 51 4.7 4.0

Fuente: Tian et al., 2018.

Biopolimero natural

Las propiedades de la proteina de soya se pueden modificar segun sea el uso objetivo a través de
tratamientos fisicos, quimicos o enzimaticos, sus cadenas polipeptidicas consisten en enlaces de
disulfuro e hidrogeno con grupos funcionales como el grupo amino (NH>), hidroxilo (OH) o
sulfidrilo o tiol (SH) que facilitan la capacidad gelificante, emulsionante e hidrofilica con
absorcion de agua lo que permite que se pueda combinar con otros biopolimeros (Jayakumar et
al., 2022; Tansaz y Boccaccini, 2015). EspectroscOpicamente se reporta que la proteina de soya

presenta bandas de absorcion a 3300 cm™ que tiene relacion a grupos -OH y -NH libres, 1648
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cm por estiramiento de C=0 (amida 1) y 1547 cm™ que representa un estiramiento de N-H
(amida I1) y a 1454 cm™ la banda de absorcion del grupo COOH (Kaith et al., 2013)

A lo largo del tiempo el uso de la soya ha ido mas alla de la industria de los alimentos, siendo
considerada junto a la zeina y el gluten de trigo como “polimeros naturales” con aplicaciones en
empaques, espumas, administracion de medicamentos, fibras, plasticos biodegradables,
adhesivos, entre otros (Tian et al., 2018). Se han demostrado ventajas similares en biologia, que
incluyen biocompatibilidad, no inmunogenicidad, no toxicidad, biodegradabilidad y estabilidad
a largo plazo. Se ha afirmado que los productos elaborados con proteina de soya fomentan la
regeneracion de tejidos al integrarse a los coagulos de sangre de esta manera promueven la
sintesis de colageno y la reparacion de heridas (Peles y Zilberman, 2012). Dentro de sus pares
proteicos, la soya es quien contiene mayor cantidad de isoflavonas como la genisteina o la
daidzeina que son consideradas clave en la sefializacion celular para inducir la actividad

antiinflamatoria (Tansaz y Boccaccini, 2015)

Dentro de los productos nanométricos (1-100 nm) hechos en base a la proteina de soya se
clasifican en (Figura 20): 1) unidimensionales como placas, laminas o cubiertas; 2)
bidimensionales que incluyen nanofibras o nanotubos; 3) tridimensionales como lo son las
nanoparticulas proteicas (NPP) o nanorellenos que se utilizan para mejorar las propiedades

funcionales de un material (Jayakumar et al., 2022)

Placas Fibras Nanoparticulas
Grosor: < 100nm Diametro: < 100nm Tamafio: < 100nm

Figura 20: Dimensiones y tipos de productos derivados de proteina de soya.
Fuente: Modificado de Jayakumar et al., 2022.

Es asi como Varshney et al., (2020) fabricé mallas electrohiladas en base a aislado de proteina

de soya junto con fibroina de seda, concluyendo que no es posible electrohilar en base a 100%

aislado de proteina de soya, luego al fabricar andamios en una proporcién de 75% aislado de
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proteina de soya y 25% fibroina de seda se formaron fibras con presencia de particulas y ya en
una proporcion 50:50 se lograron formar fibras lisas. Otro punto es que, a mayor proporcion
proteica de la soya, mayor es la capacidad de retencion de agua (una ventaja en la absorcién de
excesos de exudados de una herida), asi como también lo es la viabilidad y mas alta es la tasa

de degradacion.

Por otro lado, NPP fueron utilizadas por Du et al., (2021) quien reforzé andamios en base a
polihidroxibutirato (PHB) con NPP de soya para aplicaciones biomédicas (Figura 21) con el
método de autoensamblaje (la proteina de soya no es soluble en agua, pero si en etanol), en
donde concluy6 que la adicion de NPP de soya incrementd la temperatura de transicion vitrea
de 17,7 a 41,8 °C. Asi como también, aumentd la resistencia maxima a la traccion de 11.91MPa
a 12,77 MPa. EI PHB es hidrofébico y al afiadir NPP de soya paso de tener un angulo de contacto
de 124° a 44°, es decir, pasoé a ser hidrofilico. La adhesién y proliferacion celular aumentaron
en un 35y 15% en comparacion al andamio no reforzado y finalmente la degradacion fue mayor
en el electrohilado de PHB reforzado con una degradacion en una solucién enzimética de 30,4%
a comparacion del 14,4% del andamio sin reforzar en un periodo de 30 dias.

Figura 21: Imégenes SEM de PHB. A) y B) fibras sin reforzar; C) y D) fibras reforzadas con
NPP de soya.
Fuente: Du et al., 2021
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OBJETIVO GENERAL

Realizar una revision bibliogréafica para la fabricacién de una malla electrohilada de PCL-
PLGA reforzada con nanoparticulas de proteinas (NPP) de soja y proponer un protocolo in
vitro para evaluar la malla de PCL-PLGA reforzada y describir un modelo in vivo de uso para

modular resoluciones quirurgicas en tendones utilizando un modelo murino.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Realizar una bisqueda bibliogréfica para la fabricacion de una malla electrohilada en
base a PCL-PLGA reforzada con NPP de soja como andamio fibrilar 3D.

2. Describir técnicas para conocer la morfologia y estructura de mallas de PCL-PLGA
reforzada con NPP de soja.

3. Proponer un modelo experimental in vitro e in vivo que permita evaluar clinicamente
el uso de una malla electrohilada de PCL-PLGA reforzada en la reparacion quirdrgica

del tenddn calcaneo en un modelo murino.
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MATERIALES Y METODOS
Materiales

Se propone la fabricacion de mallas electrohiladas de PCL-PLGA reforzadas con NPP de soja
utilizando un equipo de ES modelo eStretching LE-10 Fluidnatek® del Laboratorio Polyforms
de Favet a cargo del Dr. A. Neira-Carrillo. Se recopilé informacion cientifica utilizando la base
de datos Scopus, suscrita por la Universidad de Chile sobre las caracteristicas biomecanicas de
los polimeros PLC y PLGA, asi como también de la preparacién de NPP de soja y de la técnica
de ES, estas fueron organizadas sistematicamente segun la metodologia a fin de concluir segun

su relevancia en el presente documento de tesis.

Métodos

La metodologia incluye la busqueda de articulos y revisiones de revistas cientificas en inglés
desde el afio 2010 (inclusive) hasta la fecha con modelos mamiferos independiente de la especie,
raza y sexo estudiado en ensayos in vivo para su posterior analisis. Publicaciones utilizadas con
fecha anterior a la descrita justifican su uso al contener informacion base, inalterable durante
transcurso del tiempo, como lo son referencias anatdmicas o aquellas que sean consideradas
importantes para el desarrollo del estudio. Se considera el uso de palabras clave tales como:
“electrospinning”, “elesctrospun”, “biomaterials”, “tendon”, “polycaprolactone”, “poly (lactic-
co-glycolic acid” and “soy”. Las areas tematicas son: ‘“Bioquimica, genética y biologia
molecular”, “Medicina”, “Quimica”, “Farmacia”, “Ciencia de los materiales”, “Ciencias

Veterinarias”, “Ingenieria quimica” y “Profesiones de Salud”.

El disefio de informacidn utilizado se enmarco en las pautas dictadas por el modelo “Preferred
Reporting Items for Systematic Reviews and Meta-analysis 2020” (PRISMA), obteniendo
resultados esquematizados segun la guia actualizada por Page et al., (2021). La informacion se
valoré segun el factor de impacto de la revista, incluyendo solo las pertenecientes a los cuartiles
'y 11 (Q1-Q2) segun el ranking de “Scimago Journal & Country Rank” (SJR). Todos los titulos
sintetizados a este nivel se importaron al softwere Rayyan, que es una herramienta para la
seleccion detallada de los articulos de interés. Finalmente, a modo de conocer el impacto
productivo de los autores es que se detallan: 1) indice H, 2) Articulos publicados y 3) N° de

citas totales por articulos publicados. Los criterios de exclusion de informacion seran todas
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aquellas publicaciones anterior al afio 2010, articulos no concernientes a la biomedicina y al
cumplimiento de los objetivos planteados en esta Memoria de titulo monogréfica, asi como
también reportes de caso, cartas a editores, comentarios y conferencias. Luego de la
recopilacion y revision del estado del arte, la informacion fue organizada en capitulos:
“Tendones: Lesiones y proceso recuperativo”, “Electrospinning y sus aplicaciones en
ingenieria de tejidos”, “Electrospinning: Tendones”, “Biomateriales: PCL — PLGA”, “Soya:

Un biopolimero natural”, “Propuesta: Modelo experimental in vitro e in vivo .

METODOLOGIA OBJETIVO 1

Preparacion de mallas electrohiladas PCL-PLGA

Las condiciones de fabricacion de mallas son el resultado del andlisis bibliografico comentado
anteriormente. Para esto se propuso, la fabricacion de 12 mallas electrohiladas, de esta manera
de obtener resultados comparables distintos entre todas las mallas compuestas de los polimeros
PCL y PLGA, seis mallas con distintas composiciones estequiométricas, distinto control
topogréafico sobre la orientacion de las fibras y seis mallas iguales entre ellas divididas en tres
grupos: 100PCL, 50PCL-50PLGA y 50PLGA (Tabla 6).

Tabla 6: Fabricacion de 12 mallas electrohiladas y su composicién.

Grupo Malla Compomglo_n Control topografico
estequiométrica
Malla 1 100% PCL Alineada
Malla 4 100% PCL Aleatoria
100PCL -
Malla 7 100% PCL Alineada
Malla 10 100% PCL Aleatoria
Malla 2 50% PCL —50% PLGA Alineada
Malla 5 50% PCL — 50% PLGA Aleatoria
50PCL - 50PLGA i
Malla 8 50% PCL — 50% PLGA Alineada
Malla 11 50% PCL — 50% PLGA Aleatoria
Malla 3 100% PLGA Alineada
Malla 6 100% PLGA Aleatoria
100PLGA -
Malla 9 100% PLGA Alineada
Malla 12 100% PLGA Aleatoria

Fuente: Elaboracion propia.
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Para la fabricacion de las soluciones PCL-PLGA y modelo de electrohilado se propuso seguir
los modelos clésicos de electrohilado, modificado de Boncu et al., (2020) y Han et al., (2022),
en este caso de con el uso de PCL (Peso molecular = 80.000 g/mol), PLGA (85:15) Resomer®
RG 858 S (M = 190.000 — 240.000 g/mol), cloroformo (CHCIs), CHCIs: 2,2,2-trifluoroetanol
(TFE) en relacion 1:1 y linezolid (> 98% HPLC) todos por Sigma-Aldrich. Fabricar una
solucién al 10% p/v de cada polimero, 100PCL en solvente CHCI3, 100PLGA en solvente
linezolid al 5% y 50PCL-50PLGA en solvente CHCIz: 2,2,2-trifluoroetanol (1:1) (basado en el
peso seco de los polimeros). Para los pardmetros de electrohilado se utilizé una jeringa de 10
ml calibre 18, con el equipo de electrospinning conectado a una fuente de voltaje de 15 kV a un
caudal constante de 1mL/hora con una distancia al colector (rotatorio o plano segun la malla)
de 25 cm para formar mallas de 10cm x 15cm x 0,5mm. Una vez fabricadas las mallas se secaron
al vacio por una noche antes de empezar los analisis. Los parametros clave del proceso de
electrospinning se describen a continuacion (Tabla 7).

Tabla 7: Parametros solucién y electrohilado.

Parametros de la solucion Parametros de electrohilado
Malla % PCL:PLGA Solvente Aguja | Voltaje | Caudal | Distanciaal
p/v (kV) (mL/h) colector
(cm)
Malla 1 10 100:0 CHCls 18 15 1 25
Malla 2 10 50:50 CHCIs:TFE 18 15 1 25
Malla 3 10 0:100 Linezolid 18 15 1 25
Malla 4 10 100:0 CHCI3 18 15 1 25
Malla 5 10 50:50 CHCIs: TFE 18 15 1 25
Malla 6 10 0:100 Linezolid 18 15 1 25
Malla 7 10 100:0 CHCls 18 15 1 25
Malla 8 10 50:50 CHCIs: TFE 18 15 1 25
Malla 9 10 0:100 Linezolid 18 15 1 25
Malla 10 10 100:0 CHCI3 18 15 1 25
Malla 11 10 50:50 CHCIs: TFE 18 15 1 25
Malla 12 10 0:100 Linezolid 18 15 1 25

Fuente: Modificado de Boncu et al., 2020 y de Han et al., 2022.
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Preparacion de mallas reforzadas con NPP de soja

Una vez electrohiladas las mallas se procedié a reforzarlas con NPP de aislado de proteina de
soya, de las doce mallas solo seis fueron reforzadas y las otras seis fueron utilizadas como
control comparativo segun cada grupo (Tabla 8).

Tabla 8: Mallas electrohiladas reforzadas y no reforzadas con NPP de soya.

Composicion Control Refuerzo
Grupo Malla PosIcIOl . con NPP de
estequiométrica topografico soya
Malla 1 100% PCL Alineada Si
Malla 4 100% PCL Aleatoria Si
100PCL a
Malla 7 100% PCL Alineada No
Malla 10 100% PCL Aleatoria No
Malla 2 50% PCL —50% PLGA Alineada Si
Malla 5 50% PCL — 50% PLGA Aleatoria Si
50PCL - 50PLGA i
Malla 8 50% PCL — 50% PLGA Alineada No
Malla 11 50% PCL — 50% PLGA Aleatoria No
Malla 3 100% PLGA Alineada Si
Malla 6 100% PLGA Aleatoria Si
100PLGA -
Malla 9 100% PLGA Alineada No
Malla 12 100% PLGA Aleatoria No

Fuente: Elaboracidn propia.

La preparacion y adicion de NPP de soya para reforzar biomecanicamente las mallas creadas,
para esto se utilizo la técnica de autoensamblaje inducido por evaporacion, con técnicas tomadas
y modificadas de las referencias Du et al., (2021) y Zhijiang et al., (2019), que aprovecha las
caracteristicas moleculares de la proteina de soya y las quimicas de los andamios para poder
adherirse. Para esto se propuso utilizar aislado de proteina de soya (APS) comercial Sigma-
Aldrich. La fabricacion de las NPP se prepar0 en dos etapas: Etapa 1: Preparacion de una
solucion de APS al 1% (p/v) usando una mezcla de solventes de etanol: agua (70:30) bajo
tratamiento en agitador ultrasénico durante 4 horas. Etapa 2: Se introducen las mallas en un
vaso precipitado de 100 mL el cual contiene la mezcla etanol:agua (70:30) de APS por 12 horas
a 25 °C con agitacion para luego dejar secar al vacio por una noche. Transcurrido este periodo
se induce la formacion in situ de NPP sobre la superficie de las mallas mediante el proceso de

autoensamblaje (formacion de micelas) inducido por evaporacion de solvente (Figura 22) dada
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por la caracteristica anfifilica de la proteina de soya, con la interaccion electrostatica entre los
grupos carbonilo/carboxilo de las mallas y los grupos hidrofilicos de las NPP de soya por
adsorcion. Finalmente el andamio es lavado tres veces en una mezcla etanol:agua (70:30) para
eliminar los restos proteicos libres de la superficie de las mallas y secar al vacio durante 12 horas

para remover el solvente.
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Figura 22: Esquema de formacion de mallas reforzada con NPP de soya
Fuente: Modificada de Du et al., 2021.

METODOLOGIA OBJETIVO 2

Anélisis morfoldgico y estructural

Para conocer los aspectos morfoldgicos de las mallas reforzadas y no reforzadas con NPP de
soja como forma, didmetro y distancia de las fibras se utilizd microscopia electronica de barrido
(SEM). Para el analisis morfolégico mediante SEM se empled un microscopio JEOL JSM-
IT300LV (JEOL USA Inc., Peabody, MA, EE. UU.) perteneciente a la Facultad de Odontologia
de la Universidad de Chile, asociado a un conector de dispersion de energia de rayos X (SEM-
EDX) el cual utiliza un software Aztec EDX (Oxford Instruments, Abingdon, Reino Unido)
para el microandlisis elemental de las mallas. Para la metalizacién de las mallas se usd oro
mediante pulverizacion catodica con un espesor de 20 nm utilizando el sistema Denton Vacuum
Desk V y un voltaje de 20 kV. (Butto et al., 2020). La estructura molecular y presencia de los
grupos funcionales quimicos de las mallas se analizO mediante espectroscopia FTIR en un
equipo “INTERSPECTRUM, Interspec 200-X®” ubicado en el laboratorio Polyforms de
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FAVET de la U. de Chile con espectros de medicion entre 500 — 4000 cm™ (Zamanlui et al.,
2017). Paramedir el indice de cristalinidad de los componentes de las fibras se utilizo Difraccion
de Rayos X (XRD) en un equipo difractdmetro de rayos X Siemens D-5000X (Siemens,
Munich, Alemania) o similar con radiacion CuKa (monocromador de grafito) y un generador
de rayos X ENRAF Nonius FR 590. La determinacion de la estructura cristalina se mide
utilizando radiacion CuKa (40 kV), un barrido escalonado de 0,2° y angulo (20) en el rango de
5 —60°. Utilizando software DiffracPlus para el control de datos (Arce et al., 2022).

Anélisis mecanico

Serealizan pruebas mecanicas de traccion tendientes a encontrar propiedades satisfactorias para
esto se propuso el uso de las referencias modificadas de Sarikaya y Giimiisderelioglu, (2021) y
Pien et al., (2021). Inicialmente, se miden mallas de dimensiones 10 cm x 5 cm x 0,5 mm de
espesor, las cuales son incubadas previamente en PBSa 37°C por una noche. Para los ensayos
de traccién se emplea un equipo Tinius Olsen 5ST o similar y un software Horizon con sus 4
extremos conectados a las abrazaderas a 1cm de los bordes de los andamios, partiendo con una
tension precarga 0,2 N y tirando a una velocidad de 20 mm/min hasta la rotura, obteniendo,
modulo elastico, plastico y la fuerza maxima a la traccion calculada a partir de la curva tension-
deformacion. Las caracteristicas hidrofilicas y/o hidrofébicas de cada malla son evaluadas por
la prueba de angulo de contacto, en un equipo VCA-Optima (AST Inc., Massachusetts, EE.UU.)
0 similar conectado a una microjeringa utilizando un volumen de caida de 3uL de agua
desionizada sobre la superficie de las mallas y mediante la captura de imagenes se obtiene el
angulo de contacto de la gota con la superficie de la malla. Un angulo menor a 90° indica
caracteristicas hidrofilicas y mayor a 90° caracteristicas hidrofobicas (Bazgir et al., 2021).
Finalmente, para determinar los puntos cruciales como el punto de fusion y el punto de maxima
degradacion de las mallas, se emplea estabilidad térmica de las mallas, para esto se propuso
utilizar un analizador termografico STA409PC (Netzsch, Alemania) o similar con rangos desde
la temperatura ambiente hasta los 800°C a una velocidad de calentamiento de 5°C/min (Du et
al., 2021).

Todos los resultados de la propuesta mecanica deben realizarse por triplicado y son analizados
estadisticamente usando medidas de media, varianza y/o desviacion estandar, mientras que,

segun la propuesta se utilizo una prueba de analisis de varianza (ANOVA) de una via y/o entre
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grupos en estudio, considerando un valor P <0,05 para determinar una diferencia
estadisticamente significativa. El andlisis estadistico propuso el uso del software Prism -
GraphPad™ o el programa estadistico Minitab 19 disponibles en el laboratorio Polyforms de
FAVET.

METODOLOGIA OBJETIVO 3

Estudios in vitro de las mallas electrohiladas

Actualmente no existe disponible en el mercado un material que satisfaga la composicién
natural del tenddn que sea usado como un modelo in vitro en las tendinopatias, a pesar de la
enorme investigacion en el desarrollo de nuevos materiales como posibles biomateriales
(Meeremans et al., 2021). Para el andlisis in vitro se propuso describir sus propiedades
mecanicas, respuesta bioldgica celular en cultivos celulares, y su comportamiento de degradacion
in vitro usando medio bioldgico simulado del cuerpo humano SBF (SBF, del inglés Simulated
Body Fluid).

Respuesta bioldgica celular in vitro

Usando células madre mesenquimales de la médula 6sea, que han demostrado ser capaces de
diferenciarse al linaje tenogénico, se evalud su respuesta en las mallas a fin de acelerar el proceso de
curacion del tendon promoviendo el crecimiento de tenocitos. (Al-Ani et al., 2015). Para esto se
propuso el uso de Rat Mesenchymal Stem Cells (Bone Marrow) (BMSC) de Sigma-Aldrich
cédigo SCR027. Las cuales son incubadas en mallas, estas mallas son cortadas en circulos con
dimensiones de 20 mm de didmetro y 4mm de altura usando placas para cultivo celular de 96
orificios INOMATRIX previamente esterilizadas por radiacion UV. Luego, las mallas son
puestas en tres placas de cultivo, sembrando 24 muestras iguales por cada malla segln su grupo:
P1 (100PCL), P2 (50PCL-50PLGA) y P3 (100PLGA\) (Figura 23).
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Morphology kit - Single type NF/MF plate

Polycaprolactone (PCL)
96-well plates with NF/MF scaffolds

de “Malla 4” (estrellas negras), 24 muestras de “Malla 7” (estrellas amarillas), 24 muestras de
“Malla 10” (estrellas rojas).

Fuente: Laboratorio Polyforms — Universidad de Chile.

Las placas de cultivo son incubadas con células segin la metodologia modificada de la
referencia Du et al., (2021)y Lee et al., (2011). Se siembran 1,5 x10* células/ml mantenidas
en un medio celular Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium de Sigma-Aldrich adicionando 50
pg/ml de gentamicina, 10% de SBF y 5,6% de bicarbonato de sodio durante 48 horas en una
camara de cultivo a 37 °C con COg, posteriormente cada 2 dias el medio de cultivo es
reemplazado hasta llegar a las 2 semanas o hasta lograr una confluencia del 80%. Para la
diferenciacion tenogénica se propuso el uso de la referencia modificada de Lee et al., 2021
suplementando con 50 ng/mL del factor BMP-12 (Proteina morfogenética dsea, del inglés
Bone Morphogenteic Protein) o Mouse GDF-7/BMP-12 de R&D Systems en un medio de
diferenciacion StableCell™ MEM, Alpha Modification de Sigma-Aldrich por 14 dias con cambio
de medio cada 2 dias. Después del periodo de incubacion se mide la viabilidad a partir de la
funcionalidad mitocondrial de las células mediante ensayo colorimétrico MTT segun modelos
de Bikuna-lzaguirre et al., (2022) y Sukanya y Mohanan, (2018) en los cuales se debe retirar el
medio y lavar los pocillos con una solucion salina tamponada con fosfato DPBS (del inglés
Dubbecco’s Phosphate Buffered Saline), luego se realiza un ensayo colorimétrico afiadiendo 50
uL de solucion de una sal de tetrazolio (bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-

difeniltetrazolio o MTT) a temperatura ambiente por 4 horas en oscuridad. Finalmente, se
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descartara el medio y se anadiran 400 uL de dimetilsulfoxido en los pocillos para diluir los
cristales de formazan durante una noche a 37°C para luego medir la viabilidad celular segin
valores de absorbancia a 490 nm en un espectrofotometro UV-Vis como el equipo UV 1601
(Shimadzu, Japon, Lamda 25, PerkinElmer, Singapur) o similar. Luego, se evalla la adhesion
celular sobre las mallas mediante SEM, modelo de la referencia Shudo et al., (2018), para esto
se propone que las MSC adheridas a las superficies de las mallas se fijen en glutaraldehido al

2,5%, y se deshidraten progresivamente en solucion de etanol, posteriormente son secadas en

CO2 supercritico (Equipo Tousimis, Autosamdri-815B Supercritico) y son analizadas mediante
SEM. La diferenciacion celular es confirmada mediante la medicion de la expresion de los genes
propios del tendon (SCX, TNMD y COL1) usando Quantitative Polymerase Chain Reaction
(gPCR) para esto se plantea el uso del modelo utilizado por Chen et al., (2015), en el cual se
extrae el ARN de las células con TRI Reagent® de Sigma-Aldrich (Trizol) siguiendo el
protocolo del fabricante para posteriormente sintetizar el ADNc a partir de este ARN extraido
usando el kit Transcriptasa inversa SuperScript™ IIl de Invitrogen™ (Thermo Fisher
Scientific). Para Q-PCR se utiliza KiCgStart® SYBR® Green qPCR ReadyMix™ de Sigma-
Aldrich y un sistema de deteccion de secuencias ABI PRISM™ 7900HT de Applied
Biosystems™ (Thermo Fisher Scientific) y luego se calcula los niveles de expresiéon de
gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa segun las secuencias de los cebadores (Tabla 9).

Tabla 9: Secuencias de cebadores gPCR.

Gen Secuencia de cebadores Tamafio (bp)
COL1 F: TGGTGAGACGTGGAAACCTG 193
R: CTTGGGTCCCTCGACTCCTA
TNMD F: GCGACAATGTGACTATGTAC 163
R: GTCTTCTCCACCTTCACTTG
SCX F: GCAAGCTCTCCAAGATTGAG 281
R: CGTCTTCTGTCACGGTCTT

Fuente: Chen et al., 2015.

Estudio de degradacion celular

Al momento utilizar andamios in vivo se debe tener la certeza de que estos no se degraden antes
del periodo necesario, en el caso de la recuperacion posquirurgica de regeneracion del tendon la
malla debe estar presente en la fase inflamatoria, de proliferacion y a los menos la primera parte
de la fase de remodelacion antes de degradarse, para este estudio se propuso registrar cinco trozos

de cada una de las mallas fabricadas con tamafio y pesos conocidos (5cm x 5cm), utilizando el
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modelo de Pien et al., (2021), las cuales seran incubadas en 1L de SBF a 37°C por 16 semanas.
Cada 7 dias las mallas son lavadas con agua destilada y eliminados los minerales depositados
sobre la superficie, secadas al vacio en una estufa a 37°C y 100 mbar por una noche para que al
dia siguiente sean medidas y pesadas, se registra su pérdida de peso y se continua con el periodo
de incubacion restante (Pien et al., 2021). Finalmente, todos los resultados delos ensayos

realizados se analizados por diferencias estadisticas usando ANOVA (Prism - GraphPad™).

Estudios in vivo: Seleccion de mallas electrohiladas

Una vez hechas todas las pruebas y analizados los datos estadisticamente se procedio a la
eleccion de las mallas segun procedimiento in vivo, de las doce mallas totales se eligieron solo
tres, independiente de su topografia o refuerzo de NPP de soya, siendo una malla por cada grupo,
es decir, una malla del grupo 100PCL, una malla del grupo 50PCL-50PLGA y una malla del
grupo 100PLGA. Para la seleccion de cada una de estas mallas se completd la “Tabla de
seleccion de mallas electrohiladas” (ANEXO 1) que permite a partir de puntajes relacionados a

los analisis mecanicos e in vitro seleccionar las mejores mallas.

Estudios in vivo de evaluacidon bioldgica de las mallas en reparacion quirdrgica

Se describe un protocolo experimental in vivo utilizando el modelo de Lee et al., (2019).
Basicamente, 20 ratas Rattus Novergicus de 10 semanas de edad, fueron divididos en 4 grupos
(G0-G3) de 5 ratas cada uno con un periodo de evaluacion de 16 semanas. Los distintos grupos
incorporaron una de las tres mallas seleccionadas de la siguiente forma: GO: grupo de control
(este grupo no utiliza malla), G1: malla PCL100, G2: malla 50PCL-50PLGA, G3: malla
100PLGA. La propuesta propuso realizar un procedimiento quirdrgico bajo anestesia general
inducida por 5mg/kg de xilacinay mantenida por isoflurano al 1,5% con 100% de Oz2, realizando
una incision longitudinal en la piel diseccionando el tendon de Aquiles de forma perpendicular
a las fibras del mismo, generando una rotura total. Esta zona expuesta se aplasté durante 5
minutos con un clip vascular de 100 g para completar una lesion por aplastamiento. Luego, en el
proceso quirdrgico reparativo se implantaron las mallas cargadas con BMSC diferenciadas
correspondientes a cada grupo entre las fibras rotas del tenddn para luego seguir con una cirugia
clasica reparativa (tenorrafia) (Figura 24), una vez concluido ese proceso se recubre esta zona
del tendon en forma envolvente con la malla del mismo grupo cargada con &cido hialurénico a
fin de evitar adherencias en el proceso posquirargico. En el caso del GO este no utiliza mallas y
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su proceso reparativo es mediante una tenorrafia clasica. Todas las mallas utilizadas son lavadas
con PBS vy esterilizadas en una campana deflujo laminar con radiacién UV durante 2 horas
previo a los estudios in vivo. Mediante jaulas de actividad se medieron diariamente los tiempos
de activacion totales de los distintos grupos para su posterior analisis estadistico (ANOVA),
ademas cada 7 dias se realizaron pruebas de ultrasonografia para evaluar y valorar los niveles
de recuperacion. Asi, 16 semanas después de la implantacion se extraeran los tendones de los
grupos GO-G3 y para ser tefiidos con hematoxilina y eosina (H&E) y tincion tricromica para su
posterior andlisis histol6gico y de comportamiento mecanico, sometiendo a estos tendones a las
pruebas descritas en la “METODOLOGIA OBJETIVO 2: Analisis mecénico”. Es importante
destacar y aclarar que todo procedimiento concerniente al trato delos animales que involucre
toma de muestras, tratamientos o eutanasia, son realizados por Médicos Veterinarios respetando
el capitulo “Utilizacion de animales en la investigaciony educacion” del Codigo Sanitario para
los Animales Terrestres de la OIE, 2021.
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Figura 24 (G1-G3): 1° Tenddn de Aquiles en condiciones normales, 2° Se genera la rotura del
tendon por aplastamiento, 3° el tendon queda dividido en 2 segmentos, 4°se procede a implantar
en entre las fibras rotas del tendon una malla electrohilada cargada con MSC diferenciadas, 5°
una vez sobrepuesta la malla se procedera a fijar y unir ambas partes del tendén mediante una
tenorrafia clasica, 6° otra malla del mismo grupo recubriendo la zona para evitar posibles

adherencias.
Fuente: Elaboracion propia.
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RESULTADOS

Se utilizo el modelo PRISMA 2020 para sintetizar y organizar la informacion, los resultados
bibliogréficos esquematizados en el “Diagrama de Flujo PRISMA 2020 nacen de las palabras
clave: “electrospinning” OR “electrospun” OR “biomaterials” OR “tendén” OR “PCL” OR
“PLGA” OR “nanoparticles” OR “soy” desde la base de datos Scopus dando como resultado
1.169.284 publicaciones. Se han eliminado registros por no cumplir con los criterios de seleccion
como lo son fecha (256.355), area tematica no concerniente (169.171), tipo de documento
(71.003), idioma (19.533), articulos de revistas fuera de los cuartiles de seleccion (371.246),
revistas de areas tematicas no concernientes (35.068), dejandonos 246.908 publicaciones a
disposicion, del total disponible 246.807 publicaciones no han sido consideradas, utilizando en
105 publicaciones (Figura 25), las cuales provienen desde 77 revistas de las cuales 55 son Q1 y
22 son consideradas Q2 por Scimago Journal & Country Rank.

De la pagina web Academia.edu se obtuvo el libro “Histologia: Texto y atlas color con biologia
celular y molecular 6a.” Utilizando en total 106 referencias bibliograficas para la fabricacion de
esta Memoria de Titulo. Para la evaluacion y analisis de la calidad de las publicaciones cientificas
dentro de su area de estudio (Tabla 10). Asi como también, se detallan los indicadores de impacto
productivo de los autores en relacion a la cantidad de publicaciones, numero de citas por articulo
e indice H (Tabla 11).

49



Diagrama de flujo PRISMA 2020

Identificacion de estudios a través de bases de datos y registros
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Figura 25: Diagrama de Flujo PRISMA
Fuente: Modificado de Page et al., 2021.
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Tabla 10: Factor de impacto de las revistas utilizadas

Revista

Factor de impacto

Cells

Current Reviews in Musculoskeletal Medicine

Equine Practice

Green Chemistry

Advanced Pharmaceutical Bulletin

Nano Materials Science

Journal of Biomedical Materials Research - Part B Applied
Biomaterials

Stem Cell Research & Therapy

Pharmaceutics

Polymers

Biotechnology Advances

Scandinavian Journal of Medicine & science in sports

Advanced healthcare materials

Colloids and Surfaces B: Biointerfaces

The Journal of Steroid Biochemistry and Molecular Biology

Journal of Controlled Release

Journal of Drug Delivery Science and Technology

International Journal of Pharmaceutics

Chemical Engineering Journal

Arabian Journal of Chemistry

Polymer Testing

Materials & Design

Archives of Orthopaedic and Trauma Surgery

Materials Science and Engineering: C

Acta Biomaterialia

Orthopaedics and Trauma

PLoS ONE

Journal of Industrial and Engineering Chemistry

01
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Advanced Materials Technologies

Trends in Biotechnology

Advanced Drug Delivery Reviews

Journal of Biomechanics

Knee Surgery, Sports Traumatology, Arthroscopy

Translational Research

Equine Veterinary Journal

The BMJ

Scientific Reports

Materials Chemistry and Physics

Nutrients

Stem Cell Research and Therapy

International Journal of Biological Macromolecules

Cytotherapy

Chinese Journal of Polymer Science

Orthopaedic Journal of Sports Medicine

Materials Today

Progress in Polymer Science

Advanced Materials

Cellulose

Biomaterials

Tissue Engineering - Part B: Reviews

International Journal of Nanomedicine

Clinical Orthopaedics and Related Research

Journal of Bone and Mineral Research

Journal of Hand Surgery

Journal of Bone and Joint Surgery - Series A

Stem Cells International

Regenerative Engineering and Translational Medicine

Q2
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Journal of Materials Science: Materials in Medicine

Crystals

Journal of Equine Veterinary Science

Journal of Tissue Engineering and Regenerative Medicine

Journal of Polymeric Materials and Polymeric Biomaterials

Colloids and Surfaces A: Physicochemical and Engineering Aspects

International Journal of Polymeric Materials and Polymeric
Biomaterials

Journal of Orthopaedic Research

Journal of Nanomaterials

Therapeutic Delivery

Tissue Engineering and Regenerative Medicine

Journal of Biomaterials Science, Polymer Edition

Journal of Macromolecular Science - Pure and Applied Chemistry

Journal of Materials Science: Materials in Medicine

Materials

Molecular Biotechnology

Journal of Experimental Orthopaedics

Nanocomposites

Sports Medicine and Arthroscopy Review

Journal of Comparative Pathology

Fuente: Scimago Journal & Country Rank, 2022.
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Tabla 11: Indicadores de impacto productivo de los autores referenciales

Autor Avrticulos N° de citas por articulo | Indice H
publicados
Al-Ani, Mohanad Kh 8 155 8
Al-Makhzoomi, Anas K. 5 67 2
Alves, A. 1 36 1
Arce, Tatiana 1 0 0
Avossa, Joshua 18 179 8
Azari, Arezo 8 41 4
Badmus, Muhammad 1 - 1
Banik, Brittany L. 17 800 8
Batten, M. 1 118 1
Barkay-Olami, Hilla 3 30 2
Bazgir, Morteza 3 12 2
Bianchi, Eleonora 6 27 2
Bidder, Miri 21 850 15
Bikuna-lzagirre, Maria 2 2 1
Bhardwaj, Nandana 30 5.013 20
Bosch, Gerco 15 532 11
Bottagisio, M. 34 462 13
Brennan, David A. 7 108 6
Butto, Nicole 7 48 4
Castejon-Riber, Cristina 19 111 6
Cardwell, Robyn D. 5 158 5
Chan, Barbara 95 3.482 34
Chen, Wan 26 273 11
Chereddy, Kiran Kumar 10 548 7
Chor, Ana 5 47 4
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Dehghani, Bijan 5 211 4
Dehkordi, Azar Nourian 2 12 1
Du, Zhanwen 1 - 1
Ekwueme, Emmanuel C. 16 157 7
Erlacher, Ludwig 59 2.203 25
Espinoza, Sergio Miguel 2 65 1
Fratzl, P. - - -
Gumusderelioglu, M. 73 1.885 29
Guo, Yani 2 18 1
Han, Dongxue 9 199 6
Haider, Adnan 65 2.424 25
Hassan, Ibrahim 46 602 23
He, Yumiao 4 28 2
Izumi, Soutarou 16 255 11
Jayakumar, Aswathy 36 315 10
Jia, Jun 10 258 5
Jung, Christian 16 262 8
Kai, Dan 87 4.144 37
Kaith, Balbir Singh 199 4.468 42
Kapoor, Deepak N. 42 756 14
Klein, Matthew 134 7.084 42
Kolluru, Pavan V. 10 150 6
Kovacevic, David 58 1.506 22
Lee, Conrad 1 = -
Lee, Jonathan Y. 5 251 4
Lee, Sang-jin 75 2.029 29
Li, Ya 39 920 18
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Lim, Wei Lee 2 85 2
Liu, Yang 2 197 2
Lomas, Alex J. 8 306 5
Makadia, Hirenkumar 7 2.754 4
K.

Maleki, Sasan 2 8 2
Malikmammadov, Elbay 4 421 4
Mandal, Piyali 6 17 2
Meeremans, Marguerite 4 8 2
Muller, Sebastian 37 822 12
Nichols, Anne E.C. 16 162 8
Oliva, Francesco 237 3.664 39
O’Brien, Claire 2 9 1
Page, Matthew J. 138 61.094 46
Patterson-Kane, J. 96 1.953 30
Peles, Zachi 4 115 3
Pereira Barros, Janetty 3 10 2
Pien, Nele 11 104 4
Pietschmann, Matthias 91 1.500 25
F.

Qian, Yunzhu 17 271 8
Rashid, Mustafa Saad 24 314 9
Rahmani, Azizeh 13 413 10
Rizzo, Gianluca 35 809 15
Ross, Michael - - -
Ruiz-Alonso, Sandra 8 70 5
Russo, Valentina 80 758 22
Sadeghzadeh, Hadi 7 193 6
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Sarikaya, Burcu 5 37 2
Sensini, Alberto 13 202 10
Shi, Ming 113 3.222 32
Shojaee, Asiyeh 7 27 2
Shudo, Yashuhiro 103 1.171 19
Siddiqui, Nadeem 11 297 7
Song, Jae-hwang 21 142 8
Song, Zhiming 9 106 7
Stromberg, Zachary R. 28 281 10
Sukanya, V. S. 2 56 2
Tian, Huafeng 127 2.531 33
Trippel, S. 85 3.269 35
Varshney, Neelima 14 73 4
Vaughn, Natalie H. 8 60 10
Vigano, Marco 84 865 20
Wang, Xianfeng 112 4.760 45
Woodruff, Maria A. 142 6.423 33
Wu, Yang 35 567 18
Yoon, Jihyun 10 277 3
Yu, Yihsun 45 285 11
Zamanlui Benisi, Soheila 16 231 9
Zhang, Can 14 781 9
Zhang, Hong 5 26 3
Zhang, Xi 6 112 6
Zhijiang, Cai 29 794 18

Fuente: Scopus, 2022
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DISCUSION

Los conocimientos sobre lesiones graves que terminan en roturas de tendones hablan de un
pronostico limitado en su proceso recuperativo por las deficiencias fisioldgicas de estos, pero la
informacion disponible sobre sobre las interacciones de las poblaciones celulares participantes al
momento de la curacion del tenddn es muy limitada (fibroblastos, mioblastos o macrofagos), ya
que las interacciones entre ellas pueden alterar su comportamiento, sefializacion o incluso como
en el caso de interacciones paracrinas, impulsar fibrosis en los tejidos (Nichols et al., 2019) por
lo que el planteamiento de los objetivos de la medicina regenerativa debe comprender como
punto clave las interacciones célula-célula y célula-matriz para poder crear el microambiente
ideal en los andamios (Banik et al., 2016). Andamios que han mostrado resultados alentadores
en el mundo de la ingenieria de los tejidos, con grandes aplicaciones en diversas areas con
variedad de polimeros y técnicas, pero que a dia de hoy sigue teniendo limitantes que le han
impedido ser la solucion ideal, como lo son las capacidades mecanicas y bioldgicas, las cuales
tienen directa relacion con los parametros de las soluciones y sus procesamientos (viscosidad,
voltaje, concentracion del polimero, conductividad, distancia al colector, tamafio de la aguja,
topografia de la malla, etc.), por lo que los desafios son establecer parametros ideales para cada
area de estudio (Bhardwaj y Kundu, 2010). Algo similar es lo que pasa en esta area, pero aplicada
a los tendones, donde se describen resultados prometedores de estudios que han producido fibras
ultrafinas que se asemejan a la MEC logrando promover efectivamente la reparacion de tendones
desgarrados con capacidades incluso de promover la diferenciacion celular en los andamios
(Zhang et al., 2015). Una critica que poseen los polimeros sintéticos, es el riesgo de la respuesta
inmunitaria por parte del organismo, asi como también la transmision patégenos y productos de

degradacion que pudieran ser toxicos (Ruiz-Alonso et al., 2021).

La técnica ES puede ampliar su uso a una gran variedad de polimeros de distinta naturaleza, lo
cual permite potenciar cada una de las mallas segln sea el objetivo, y unos de los polimeros que
poseen justamente esta capacidad miscible son PCL y PLGA, los cuales al unirse ofrecen
propiedades mecanicas superiores de hilabilidad, flexibilidad, biocompatibilidad, no toxicidad,
etc. puntos que se han criticado a otros materiales aqui han sido candidatos deseables a nivel
biomecénico (Qian et al., 2016). Por otro lado, sus caracteristicas moleculares les permiten seguir
ampliando sus capacidades mediante refuerzos como por ejemplo la proteina de soya, la cual ha
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dejado de ser utilizada Unicamente como fuente nutricional, convirtiéndose en un biopolimero
natural de excelentes caracteristicas, logrando mejorar los pardmetros de las mallas al ser
utilizadas como nanoparticulas, de la misma forma en la que se han usado como laminas o fibras
(Jayakumar et al., 2022; Du et al., 2021), pero sin establecer informacidn precisa sobre como la
proteina de soya actla sobre los comportamientos célula-célula o célula-matriz, por lo que hace
falta méas informacion para poder entender el verdadero funcionamiento a nivel bioldgico del uso

de esta proteina como apoyo a los andamios tradicionales.

Las metodologias de basqueda de la informacion utilizadas en esta Memoria de titulo arrojaron
resultados favorables a los objetivos planteados, con revistas destacadas que han permitido
plantear de forma completa una propuesta de fabricacion de mallas electrohiladas, pruebas
morfoldgicas, mecénicas, in vitro e in vivo. Si bien muchos autores tienen un indice H bajo, se
ha descartado como método de seleccion/exclusion por la subjetividad que esto representa,
investigadores jovenes por ejemplo, no tendran las mismas publicaciones que otros
investigadores seniors destacados que llevan mas afios, lo que no significa que sus publicaciones
sean deficientes, es por esto que se ha decidido que las revistas participantes posean un indice
Q1 0Q2, lo cual representa un factor importante para destacar la calidad de las publicaciones, ya
que revistas de alto impacto tienen un alto estandar para publicar en ellas. A partir del método
PRISMA se logrd sintetizar una gran cantidad de informacién, mucha de ella no concerniente al
area de estudio (cardiologia, gastrointestinal, ocular, etc.) y mucha que no cumplia con los
criterios descritos, por lo que el umbral de trabajo se adapt6 a esta metodologia logrando
resultados positivos que permitieron desarrollar todos los objetivos de esta Memoria de Titulo

monografica.

El objetivo practico planteo la preparacion de 12 mallas electrohiladas, todas distintas entre si a
modo de poder tener una comparativa lo suficientemente amplia en cada una de las pruebas
asociadas, pruebas que fueron seleccionadas en base a las necesidades de su uso posterior in vivo
y en las deficiencias que han planteado otros investigadores, por ejemplo, se han descrito
problemas mecéanicos y de biodegradabilidad, ya sea por andamios con poca resistencia o que se
degradan antes del periodo critico posterior a la cirugia, por lo que son pruebas que forman parte
de esta propuesta de tesis, asi como también una metodologia que analiz6 la capacidad y
respuestas de viabilidad, proliferacion y diferenciacion celular en este tipo de andamios. Lo
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anterior, aplicado tanto a mallas reforzadas, no reforzadas, con una concentracion total de PCL,
de PLGA, mixta o si la topografia afecta a este tipo de resultados para finalmente elegir en base

a las pruebas realizadas las mallas que formaron parte del protocolo in vivo.

Respecto de los analisis de FTIR y XRD, estas nos permitieron conocer la estructura molecular
y confirmar o descartar el éxito de la idea principal que fue lograr mezclar todos los materiales
en una sola malla nueva compuestas de PCL, de PLGA y de NPP de soya. De la misma forma,
se ha informado el éxito del uso de células madre mesenquimales como apoyo a la recuperacién
de tendones de manera directa al diferenciarse al linaje tenogénico (Al-Ani et al., 2015) se espera
que al crear un microambiente propicio esto pueda ocurrir de la misma forma sobre las mallas
creadas a partir de la suplementacion con BMP-12 que ha mostrado un alto nivel de efectividad
(Lee et al., 2022), asi como la topografia que emula esta caracteristica anisotropica tipica de los
tendones (Cardwell et al., 2012), es que se espera un desarrollo a este linaje a lo que se debe
considerar que al no crear este microambiente las células podrian diferenciarse en otro linaje
como cartilago o hueso (Zhang et al., 2018). Si bien, se espera que las mallas alineadas reforzadas
tengan mejores resultados en las pruebas in vitro e in vivo, el cuestionamiento podria ser, el por
qué se propone el uso de mallas con topografia aleatoria, que no emulan las caracteristicas del
tendon en su totalidad. La base de esto es tener un espectro lo mas amplio posible al momento
de comparar los resultados obtenidos, por ejemplo, conocer los niveles de expresion génica,
capacidades mecéanicas, morfoldgicas, etc. Al utilizar todas las mallas en un procedimiento in
vivo tendriamos un espectro de analisis mucho mayor, hay que tener en cuenta que al trabajar
con seres Vvivos los protocolos deben ser mas estructurados y evitar el uso de la mayor cantidad
de modelos posibles, segun se establece en el Codigo sanitario para animales terrestres” de la
OIE, 2021. Se determind que el uso de las mallas que cumplan con las mejores propiedades a las
pruebas de los tres grupos presentados (100PCL, 50PCL-50PLGA y 100PLGA), la evaluacion
incluyé una cirugia que no se adapta a la realidad de operacion (corte de tenddn por
aplastamiento) pero que nos ofrece un escenario de modular la lesiéon por parte de la malla a
utilizar. Conocer como afecta la carga celular y como una malla de refuerzo que recubre el tendon
puede evitar posibles adherencias, es por esto que se ha buscado abarcar la mayor cantidad de
areas posibles en este estudio a modo de obtener la mayor cantidad de informacién posible que
sea un apoyo en la basqueda del objetivo terapéutico absoluto en este tipo de lesiones.
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CONCLUSION
A partir de la recoleccion de informacidn recabada en esta Memoria de Titulo, se demuestra que:

- ES, como técnica de nanofabricacion de andamios electrohiladas de importancia en la
ingenieria de los tejidos, posee capacidad de imitar la MEC de los tendones, dado su versatilidad,
capacidad de utilizar mezclas de materiales poliméricos, sencillez y parametros de configuracion
de la técnica, los cuales permiten lograr andamios 3D capaces de modulares reparaciones

posquirdrgica de los tejidos lesionados.

- Mallas fibrilares de PCL-PLGA reforzados con NPP de soya, dado sus caracteristicas
morfologicas, mecanicas y biologicas, pueden ser utilizados como método modulador en lesiones
que involucren roturas de los tendones en un modelo murino. Se encontrd que las caracteristicas

de las mallas se ajustan a lo reportado en bibliografia.

Finalmente, de esta Memoria de Titulo monogréfica refleja la versatilidad de esta profesion para
abordar tematicas de la clinica clasica, y explorar otras disciplinas como la quimica, la

bioquimica, la farmacia e incluso la medicina humana.
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ANEXO 1: Tabla de seleccion de mallas para procedimiento in vivo

Analisis

Grupos

100PCL

S0PCL - 50PLGA

100PLGA

Mallas

Malla
1

Malla
4

Malla
7

Malla
10

Malla
2

Malla | Malla
5 8

Malla
11

Malla

Malla
6

Malla
9

Malla
12

Mecanico

Ensayos de Traccion

Angulo de Contacto

Estabilidad Térmica

In vitro

Degradacion

Proliferacion

Viabilidad

Diferenciacion

Total
Analisis Ponderacion
Mecanico “x”
In vitro “2x”

Se seleccionaron una malla por grupo (100PLC, 50PCL-50PLGA y 100PLGA), la malla seleccionada tubo la mayor puntuacién en la

sumatoria total de “x” de su grupo. Para esto cada ensayo mecanico es poseedor de “x” y cada analisis in vitro de “2x”. Por tanto, es

poseedor de “x” 0 “2x” la malla con resultado estadisticamente significativo al resto o en su defecto con mejor desempefio comparativo

a la muestra.






