-v#=x . UNIVERSIDAD
REPOSITORIO DE £ Bie-catoLica

TESIS UCSM 2 DE SANTA MARIA

Universidad Catélica de Santa Maria

Facultad de Ciencias Farmacéuticas, Bioquimicas y
Biotecnoldgicas

Escuela profesional de Ingenieria Biotecnoldgica

DESARROLLO DE ANDAMIOS BIOPOLIMERICOS POR LA TECNICA
DE ELECTROHILADO Y SUS APLICACIONES EN INGENIERIA DE
TEJIDOS

Tesis presentada por la Bachiller:
Lopez Pinto, Maria del Pilar

Para optar por el Titulo Profesional
de Ingeniero Biotecnélogo

Asesor:

Dr. Medina Cabrera, Edilberto
Vicente

Arequipa — Peru
2023

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UCSM-ERP

UNIVERSIDAD CATOLICA DE SANTA MARIA
INGENIERIA BIOTECNOLOGICA

TITULACION CON TESIS
DICTAMEN APROBACION DE BORRADOR
Arequipa, 04 de Septiembre del 2023

Dictamen: 006541 -C-FPIB-2023

Visto el borrador del expedients 006541, presentado por:

2017200942 - LOPEZ PINTO MARIA DEL PILAR

Titulade:

DESARROLLO DE ANDAMIOS BIOPOLIMERICOS POR LA TECNICA DE ELECTROHILADO Y SUS
APLICACIONES EN INGENIERIA DE TEJIDOS

Muestro dictamen es:

APROBADO

29213630 - CARDENAS GARCIA JAIME DANTE
DICTAMINADOR

29705901 - GOMEZ VALDEZ BADHIN
DICTAMINADOR

45495291 - ALVARADO QUIROZ KENY DAVI
DICTAMINADOR




DESARROLLO DE ANDAMIOS BIOPOLIMERICOS POR LA
TECNICA DE ELECTROHILADO Y SUS APLICACIONES EN
INGENIERIA DE TEJIDOS

INFORME DE ORIGINALIDAD

1. 1w o) o)

INDICE DE SIMILITUD FUENTES DE INTERNET  PUBLICACIONES TRABAJOS DEL
ESTUDIANTE

FUENTES PRIMARIAS

Submitted to Universitas Hasanuddin 1 o
0

Trabajo del estudiante

Excluir citas Apagado Excluir coincidencias < 1%

Excluir bibliografia Apagado



-v#=x . UNIVERSIDAD
REPQSITORIO DE \~CATOLICA

TESIS UCSM -« DE SANTA MARIA

DEDICATORIA

A Dios, mi Madre, mi Padre, hermanos y asesores, que me apoyaron de diferentes maneras
para poder alcanzar mis metas.

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE

TESIS UCSM

AGRADECIMIENTOS

Agradezco a Dios por acompafiarme, guiar mis pasos y permitirme experimentar situaciones
y conocer personas que me ensefiaron lecciones de vida y me permitieron crecer.

Agradezco a mi familia, especialmente a mis padres por ser mi fuerza y mayor motivacion,
por confiar en mi y brindarme su apoyo y consejos en momentos complicados; igualmente a
mis hermanos por alegrarme con sus ocurrencias.

Agradezco al profesor Dr. Marco Antonio Alvarez Pérez, Jefe del Laboratorio de
Bioingenieria de Tejidos de la Division de Estudios de Posgrado e Investigacion de la
Facultad de Odontologia que pertenece a la Universidad Nacional Autonoma de México, por
brindarme su orientacién y apoyo incondicional para la realizacion de esta investigacion,
por su confianza, consejos, palabras de animo y comprension en todo momento.

Agradezco al Dr. Edilberto Vicente Medina Cabrera, docente de la Facultad de Ciencias
Farmacéuticas, Bioquimicas y Biotecnoldgicas de la Universidad Cat6lica de Santa Maria,
por guiarme y apoyarme continuamente durante la realizacion de esta investigacion, por sus
consejos Yy su respaldo incondicional en momentos complicados.

Agradezco el apoyo por parte del programa DGAPA-UNAM: proyecto IN213821 que ha
permitido la realizacién de esta tesis.

Agradezco el apoyo por parte del CONACYT a través del proyecto al-s-9178 del programa
del Fondo Sectorial de Investigacion para la Educacion, que ha permitido la realizacion de
esta investigacion.

Agradezco a la Universidad Catolica de Santa Maria por proporcionarme un buen ambiente
de aprendizaje, instalaciones y bases de datos que han sido una herramienta importante para
el desarrollo de esta investigacion.

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




] - UNIVERSIDAD
REPOSITORIO DE : CATOLICA

TESIS UCSM &  DE SANTA MARIA

RESUMEN

La falla o deterioro de un érgano o tejido a causa de lesiones, accidentes, enfermedades o
envejecimiento son problemas frecuentes que tienen un alto impacto en la salud y calidad de
vida, asi mismo, trae consigo altos costos econdmicos. A pesar de la existencia de tratamientos
como el trasplante de 6rganos y tejidos, el uso de aloinjertos, xenoinjertos y autoinjertos se ven
vinculados a impedimentos como el rechazo inmunitario, el riesgo de transmision de
enfermedades y su escasez. En el campo biomédico, la ingenieria de tejidos ha surgido como
un enfoque prometedor centrado en superar estas barreras para regenerar tejidos dafiados. La
ingenieria de tejidos combina células, biomateriales y biomoléculas, junto con andamios que
actian como soportes estructurales temporales biocompatibles y biodegradables. El
electrohilado es una técnica versatil y economica para producir andamios a escala micro y
nanomeétrica que imitan y ofrecen un microambiente similar a la matriz extracelular de los
tejidos nativos para el desarrollo celular. Facilita el uso de una amplia gama de polimeros que
permiten darles propiedades especificas a los andamios. Sumado a esto, el extenso estudio del
electrohilado ha permitido elaborar diferentes configuraciones que extienden su aplicacion a
varios tipos de tejidos. La aplicacion del electrohilado en ingenieria de tejidos permite superar
las limitaciones de los tratamientos convencionales y favorece la fabricacion de andamios que
mimetizan la matriz extracelular, para su aplicaciones en la recuperacion y regeneracion de
organos y tejidos. El presente trabajo expone el importante labor de la ingenieria de tejidos en
la regeneracion de tejidos al igual que su interés en la fabricacion de andamios. Examina las
técnicas mas utilizadas para fabricar andamios, entre las cuales se destaca la técnica del
electrohilado y es descrito el procedimiento para la obtencion de andamios electrohilados. Asi
mismo, se sefiala tanto las ventajas como desventajas del electrohilado, como estan siendo
superadas sus limitaciones, los parametros a tener en cuenta, sus diferentes configuraciones y
los biopolimeros que mas utiliza. Finalmente, se proporciona una vision a estudios actuales
sobre la eficacia de los andamios electrohilados en la regeneracion de piel, hueso, musculo y

en el sistema cardiovascular.
Palabras clave

Andamios, aplicaciones, electrohilado, ingenieria de tejidos, polimeros.
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ABSTRACT

The failure or deterioration of an organ or tissue due to injuries, accidents, diseases or aging are
frequent affections that have a high impact on health and life quality, likewise, entail high
economic costs. Despite the existence of treatments such as organ and tissue transplantation,
the use of allografts, xenografts, and autografts, are linked to impediments such as immune
rejection, the risk of disease transmission, and their scarcity. In the biomedical field, tissue
engineering has emerged as a promising approach focus on overcoming these barriers to
regenerate damaged tissues. Tissue engineering combines cells, biomaterials, and
biomolecules, along with scaffolds that act as biocompatible and biodegradable temporary
structural supports. Electrospinning is a cost-effective and versatile method of producing
scaffolds at micro and nanometer scales. These scaffolds mimic the extracellular matrix of
natural tissues and provide a similar microenvironment to support cell growth. electrospinning
allows for the use of various polymers to customize the properties of the scaffolds. Furthermore,
extensive research on electrospinning has led to the development of different configurations,
expanding its applicability to various tissue types. The application of electrospinning in tissue
engineering allows to overcome the limitations of conventional treatments and support the
manufacture of scaffolds that mimic the extracellular matrix for its applications in the recovery
and regeneration of organs and tissues. This work highlights the significant role of tissue
engineering in tissue regeneration as well as its interest in the manufacture of scaffolds. It
examines the most used techniques to manufacture scaffolds, with a particular focus on the
electrospinning technique and the electrospun scaffolds obtaining procedure is described.
Similarly, both the advantages and disadvantages of electrospinning are pointed out, how are
their limitations are being overcome, the parameters that need to be considered, its different
configurations and the most used biopolymers. Finally, insight is provided to current studies on
the efficacy of electrospun scaffolds in the regeneration of skin, bone, muscle, and in the

cardiovascular system.
Keywords

Scaffolds, applications, electrospinning, tissue engineering, polymers.
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1 INTRODUCCION

Actualmente la demanda diaria de 6rganos y tejidos ha incrementado debido a los constantes
traumas o defectos de tamafio critico causados por accidentes, cancer o enfermedades
congénitas 1. A nivel de salud las problematicas mencionadas dificultan encontrar tejidos
donantes, incrementando la escases de los aloinjertos, considerando a su vez la incompatibilidad
en algunos pacientes . Por otro lado, existen inconvenientes de los autoinjertos, por su escasa
disponibilidad, que a menudo involucra una segunda intervencion quirargica con la
consecuente morbilidad del sitio donante y de los xenoinjertos que al ser obtenidos de una
especie distinta a la del receptor humano existe la posibilidad de la transmision de enfermedades
y rechazo por el sistema inmune 2. Por tal motivo, la Ingenieria de tejidos (IT), cominmente
conocida como Tissue engineering (TE) por su significado en inglés, ha cobrado un papel
importante para la recuperacién, preservacion y mejora de la funcién de los tejidos dafiados al

tratar de dar solucion por medio del disefio de andamios biocompatibles *.

El enfoque de la IT es la fabricacion de andamios con el fin de reconstruir 6rganos y tejidos,
tratando de imitar lo que se conoce naturalmente de ellos . Los andamios son estructuras
tridimensionales que pueden ser de diferentes tipos *. Los que han tomado gran relevancia en
el campo de la Salud han sido los soportes fibrosos, porque permite la adhesion, migracion y
proliferacion celular; ademas de tener la posibilidad de regular el flujo de nutrientes y desechos

de las células *.

La estructura de un andamio debe tener la capacidad de imitar la matriz extracelular (MEC) del
tejido humano; ya que es considerada como la malla donde se concentran los factores bioactivos
que regulan la respuesta y ambiente celular durante la regeneracién y/o recuperacion funcional
del tejido °. Asi mismo, debe cumplir con ciertos requisitos como: tolerar tensiones mecanicas,
tener una porosidad interconectada, ser biocompatible y biodegradable a una tasa de

crecimiento celular comparable, con productos no toxicos °.

Entre los métodos existentes para la produccion de andamios, el mas cominmente utilizado es
el método del electrohilado, ya que tiene la capacidad de imitar la MEC mediante la generacion
de fibras de escala micro y nanométrica, con las cuales se crea un microambiente filamentoso,
con un gran area superficial, flexible, alta porosidad interconectada y una alta relacion
superficie/volumen >': llegando a ser un potencial sustituto biologico, superando asi la

limitacion de los tratamientos clinicos convencionales 1.

El electrohilado, también conocido como electrohilado de solucién o solution electrospinning
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(SE), es una técnica que utiliza una jeringa con boquilla, un colector y cargas eléctricas de alto
voltaje para la produccion de fibras a partir de una solucion polimérica . Es un método
relativamente simple, versatil y de bajo costo *8. El interés en esta técnica ha llevado a la
construccion de equipos con boquillas simples, coaxiales, triaxiales, multi-boquillas e incluso
libres de boquillas, para una mayor productividad, consistencia, complejidad estructural de las
fibras y ampliacion de la gama de polimeros a utilizar >°, Esto ha permitido a los investigadores
desarrollar configuraciones en la orientacion y composicion de las nanofibras y la forma del
andamio, incluso en tres dimensiones (3D), para alterar sus propiedades bioldgicas y ampliar
las capacidades del SE en la produccion de andamios, como la mejora de la respuesta celular y
con la posibilidad de funcionalizarlos con la carga de farmacos y biomoléculas para combatir
microorganismos patégenos o regular el microambiente celular **3, Esta funcionalizacion para
la administracion y liberacion localizada ha incrementado la investigacion de los andamios

fibrilares en su capacidad de regeneracion del tejido 2.

Los biomateriales utilizados en IT se pueden clasificar segin su origen: polimeros naturales,
polimeros sintéticos, ceramica y metales, teniendo cada uno de ellos sus ventajas y desventajas
1415 Por un lado los metales no son una opcién adecuada para aplicaciones en andamios de IT,
debido a que no son biodegradables y su procesabilidad es limitada 4. Por otro lado, los
andamios ceramicos son altamente biocompatibles con la semejanza quimica y estructural del
mineral del hueso, sin embargo tienen una alta rigidez mecanica, baja elasticidad y una
superficie fragil, lo que dificulta su implantacion y restringe su uso en aplicaciones clinicas 4.
En comparacion con los otros dos, los materiales poliméricos son materiales seguros, de bajo
costo, biocompatibles, biodegradables, no son toxicos para el cuerpo humano y se pueden
obtener de fuentes renovables; por ende, son los mas utilizados para la fabricacion de andamios

fibrilares en el campo de la IT 168,

Debido a que los materiales con los que trabaja la técnica de SE son materiales biopoliméricos,

19 siendo las soluciones

su aplicacion en el campo de la IT ha tomado gran relevancia
biopoliméricas del tipo biosintéticos como acido polilactico (PLA), policaprolactona (PCL),
acido poliglicolico (PGA) y sus copolimeros como &cido poli-L-lactico (PLLA) y acido
polilactico-co-glicolico (PLGA); o naturales como el colageno, gelatina (GT), alginato (ALG),
fibroina de seda (SF), quitosano (CS) y celulosa 4120 los cuales se pueden utilizar en
combinacion para obtener andamios con propiedades mecanicas y bioactivas Optimas para

aplicaciones biomédicas 2122,

Por lo cual, el presente trabajo tiene como objetivo resumir informacion relevante sobre coémo
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la técnica de SE permite la sintesis de andamios biopoliméricos y sus aplicaciones en IT. Se
propone abordar diferentes polimeros considerando que presentan excelente biocompatibilidad
y biodegradabilidad, asi como porosidad suficiente para el transporte de nutrientes y desechos.
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2 HIPOTESIS

Dado que para la ingenieria de tejidos es de vital importancia la fabricacién de andamios que
cumplan con determinados parametros para su aplicacién como soporte durante la regeneracion
de tejidos funcionales, es probable que, el electrohilado sea la técnica con mayor potencial para
desarrollar andamios adecuados que puedan ser aplicados para las diferentes necesidades

existentes en ingenieria de tejidos.
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3 OBJETIVOS DE LA REVISION

3.1 Objetivo general

e Recabar, procesar y desarrollar un concentrado de la informacion més relevante sobre
el desarrollo de andamios biopoliméricos por la técnica del electrohilado y sus aplicaciones
en ingenieria de tejidos.

3.2 Obijetivos especificos
o Definiry describir que son y cuél es la importancia de los andamios en ingenieria de tejidos.

e Identificar y sefialar las ventajas y desventajas de las técnicas utilizadas para la fabricacion
de andamios para ingenieria de tejidos.

e Describir y explicar que es el electrohilado y cual es su potencial para su aplicacién en

ingenieria de tejidos.
e Definiry detallar las ventajas del electrohilado para su uso en la produccion de andamios.
e Describir el proceso para la produccion de andamios mediante la técnica del electrohilado.
o ldentificar los biopolimeros mas utilizados en la técnica de electrohilado.

e Identificar y detallar las aplicaciones que tienen los andamios biopoliméricos electrohilados

en ingenieria de tejidos.
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4 METODOLOGIA

Se realiz0 esta revision sistémica a partir del enfoque de investigacion en la evidencia del campo
de ingenieria de tejidos y la técnica del electrohilado. Mediante el uso de bases de datos,
seleccion de palabras clave o descriptores y operadores de inclusion y exclusion, se evalug,
procesod y filtrd informacion relevante con la finalidad de explorar, profundizar y explicar el
potencial prometedor que ofrecen los andamios electrohilados en el area de ingenieria de

tejidos.

4.1 Bases de datos

Se identificd literatura sobre el desarrollo de andamios biopoliméricos por la técnica de
electrohilado y su aplicacion en ingenieria de tejidos. Para esto se utiliz6 la base de datos de la
Universidad Catdlica de Santa Maria, en la cual se tuvo acceso a Scopus, Science Direct, Web
of Science, Springer Link y Taylor & Francis, también se utiliz6 PubMed y Google Scholar con

el fin de encontrar informacion variada.

4.2  Seleccion de descriptores

Para la busqueda de informacién, primeramente se utilizo palabras clave que englobaran todo
el tema a abordar, como “Electrospinning”, “Tissue engineering” y “Biopolymers”. Partiendo
de eso, se recopil6 suficiente informacion para profundizar y buscar términos mas especificos.
Con base a esto, la informacion se dividié en 4 puntos principales de amplia informacion, con

el fin de profundizar y redireccionar la busqueda a puntos especificos (Esquema 1).

Para adentrarse en cada punto se utilizo las palabras clave ‘‘Tissue engineering’’, “Scaffolds
techniques”, “Electrospinning methods”, “Electrospinning process”, “Processing parameters”,
“Electrospinning modifications”, “Natural materials”, “Biosynthetic materials”, “Biomedical
applications”, “Skin tissue engineering”, “Bone tissue engineering”, “Muscle tissue

engineering” y “Cardiovascular tissue engineering”.
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Ingenieria de Tejidos Electrohilado

(Se enfocd en la comprensidn de que es eP

electrohilado, cuales son sus ventajas, en

gue consiste el proceso de electrohilado
y cuales son las modificaciones que

utilizadas para la elaboracién de . Lo
P - ayudan a ampliar la aplicabilidad de esta
andamios. técnica

. J/ . J/

Se dirigié al entendimiento sobre que es
la ingenieria de tejidos, que funcién
cumple y cudles son las técnicas

4 ) 4 )

”ou

“Electrospinning”, “Electrospinning
methods”, “Processing parameters”,
“Electrospinning process”,
“Electrospinning modifications”

“Tissue engineering”, “Scaffolds
techniques”

Biopolimeros Aplicaciones

e N e N
Se centro en la recopilacion de estudios mas

Se orientd a la busqueda de materiales Y o
relevantes que aplicaron la técnica del

utilizados en ingenieria de tejidos, que a su vez ) g N ,
. electrohilado y utilizaran los biopolimeros
fueran electrohilables y contaran con una

; i seleccionados con anterioridad, para la
excelente biocompatibilidad y L k
X I produccién de andamios y su uso en la
biodegradabilidad. by h -
regeneracion de 4 diferentes tejidos

“Biomedical applications”, “Skin tissue
engineering”, “Bone tissue engineering”,
“Muscle tissue engineering” y “Cardiovascular

tissue engineering”

“Natural materials”, “Biosynthetic materials”

Esquema 1. Los 4 puntos principales que ayudaron a profundizar y direccionar la basqueda de

informacion, junto con los descriptores utilizados en cada uno.

4.3 Criterios de inclusion y exclusion

Durante el proceso de busqueda, se utiliz6 los conectores booleanos “AND” y “OR”. Se
tomaron en cuenta libros, articulos de investigacion y articulos de revision publicados en
revistas cientificas indexadas. Se identificé si habia relacion entre los autores de diferentes
articulos para obtener mayor informacion. No se utilizaron documentos con demasiada
antigedad, ni documentos de revistas no indexadas. Principalmente se seleccionaron los
documentos publicados entre los afios 2017 y 2023, adicionando publicaciones previas que

aporten informacion de alta calidad.
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5 ¢QUE ES LA INGENIERIA DE TEJIDOS?

La ingenieria de tejidos (IT) es un campo interdisciplinario basado en la aplicacién de los
principios de la ciencia e ingenieria para desarrollar biosustitutos que puedan restaurar, mejorar
o mantener la funcién de 6rganos y tejidos; mediante la combinacion de areas como la biologia,
medicina, bioquimica y ciencia de materiales 22 Las técnicas de IT implican la siembra de
células humanas en andamios que permiten la adhesion celular, su proliferacion, diferenciacion
y organizacién semejante a la del tejido natural. Por lo cual, es importante la eleccién de una
técnica con la cual se logre realizar andamios que cumplan con los requerimientos basicos para

el proceso de curacion y reconstruccion de un tejido 2.

Los aspectos basico con los que debe cumplir un andamio son aspectos bioldgicos, quimicos y
estructurales, lo que implica que sean biocompatibles y no téxicos; que puedan emular la escala
micrométrica y nanométrica presente en la matriz extracelular (MEC) del tejido natural, que
tengan una buena resolucion, es decir, que cuente con caracteristicas como el tamafio, forma,
orientacion y composicion suficientemente precisas para promover y guiar el crecimiento,
interaccion, proliferacion, diferenciacion y organizacion celular para que pueda incorporarse de

manera Optima en el huésped %2223,

5.1 Técnicas que utiliza la ingenieria de tejidos

Existen varias técnicas tradicionales para la fabricacion de andamios entre las cuales destacaron
el espumado de gas o gas foaming, sintesis de plantillas o template synthesis, separacién de
fases 0 phase separation, autoensamblaje o self-assembly y liofilizacion o freeze drying %%,
Las ventajas y desventajas de estas técnicas estan resumidas en la Tabla 1 y en la Tabla 2,
también podremos ver aspectos importantes a tener en cuenta al momento de seleccionar una
técnica adecuada para fabricar andamios que seran utilizados en IT. Estas técnicas se utilizan
por su capacidad de producir estructuras de escala micrométrica, sin embargo se acentué la
necesidad de mejorar la resolucion de los andamios obtenidos, obtener una mayor porosidad,
con un tamafio de poro adecuado y buena interconectividad porosa, para la vascularizacién del
tejido; de manera que surgieron técnicas avanzadas, como el electrohilado (SE) y la impresion
3D %,

En las Gltimas décadas, es mayormente aplicado el SE, ya que destaca entre las otras por obtener
andamios fibrosos, de manera simple, rapida y econémica, que estan caracterizados por su alta
porosidad, interconectividad y gran area superficial; ademas, permite usar una amplia gama de

materiales y lograr mejores caracteristicas biologicas y estructurales en el andamio, logrando
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una buena integracion con tejidos 1°2°.
6 ELELECTROHILADO

El electrohilado (SE) es una técnica que utiliza fuerzas electrostaticas para generar fibras
poliméricas de diametros micro y nanométricos con distintas caracteristicas morfologicas *2°.
Se caracteriza por su simplicidad, inversion inicial minima, rapida produccion y flexibilidad en
la eleccion del material, por lo que es posible trabajar con varios tipos de materiales

biocompatibles y/o biodegradables incluidos los polimeros sintéticos , naturales o compuestos
25,26

La arquitectura nanofibrosa que resulta de esta técnica, permite disefiar andamios con
propiedades mecanicas y bioldgicas similares a la matriz extracelular (MEC) de los tejidos
humanos, con una alta relacion superficie/volumen, flexibilidad, alta porosidad interconectada,
biocompatibilidad y biodegradabilidad %2, Por ello el campo de la IT ha tratado de aprovechar
sus diversas caracteristicas con el fin de apoyar la adhesion, migracion, proliferacion y regular
el flujo de nutrientes y desechos celulares #?® para utilizarlos en la reparacion de tejidos

biolégicos, incluyendo piel, musculo, tenddn, ligamento, hueso, y cardiovascular 422,

La técnica del SE tiene muchas ventajas sobre otras técnicas de fabricacion de andamios listadas

en Tabla 1 y Tabla 2. No obstante tiene algunas desventajas como lo son el uso de algunos

disolventes toxicos para la disolucion de ciertos polimeros ?%%" y la dificultad que tiene para
elaborar estructuras complejas para algunas aplicaciones en IT 2228 1o que ha impulsado a los
investigadores a trabajar en la implementacion de investigaciones y estudios sobre disolventes
menos toxicos y de origen biolégico, conocidos como disolventes “verdes”, surgiendo un nuevo
campo de quimica verde de sintesis de materiales nanofibrilares 23, De igual manera, para la
obtencion de estructuras complejas se ha trabajado en la combinacion de tecnologias 3D, lo
cual posibilita la construccién de andamios biofuncionales con estructuras complejas Gtiles para
la regeneracion de tejidos, surgiendo asi un nuevo campo como el electrohilado de deposicién
fundida, mejor conocido como melt-electrospinning (ME) 323,
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Tabla 1. Ventajasy desventajas de técnicas de fabricacion de andamios en 3D para IT

Técnicas

Ventajas

Desventajas

Referencias

Espumado de gas/

Gas foaming

Separacion de
fases/ Phase

separation

No usa solventes tdxicos, no usa temperaturas
altas, buena viabilidad celular, se obtienen
estructuras altamente porosas, es posible
controlar la porosidad con el ajuste de la
temperatura y presion, no es un proceso costoso,
es amigable con el medio ambiente, no deja

residuos luego del gasificado.

Se puede obtener poros de escala micro y

nanomeétrica, equipo simple, se obtiene
estructura altamente porosa, es posible controlar
la porosidad con cambios termodinamicos y

cinéticos, alta relacion superficie/volumen.

Tiene una porosidad desordenada, se dificulta
la construccion de estructuras complejas, la
interconectividad porosa es deficiente, tamafio
limitado, reproducibilidad,

baja escasas

propiedades mecénicas, se dificulta la
obtencién de gran porosidad, hay una corteza

densa que no hace espuma y hay que retirarla.

Usa solventes toxicos, limitada gama de

materiales, resolucion inadecuada, pobre

control de la arquitectura interna, es
complicado el control de la porosidad debido
a la dificultad para controlar la concentracion

y tamario de las particulas en la solucion.

19,20,22-24,34

19,20,22-24,27,36
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Autoensamblaje/
Self-Assembly

Liofilizacion/

Freeze drying

Sintesis de
plantillas/
Template
synthesis

Se puede sintetizar fibras de escala micro y
nanométrica, se obtienen estructuras altamente

porosas, buena viabilidad celular.

No usa solventes toxicos, es posible controlar la
porosidad con el ajuste de la temperatura y
concentracion del polimero, buena viabilidad
celular, es posible llegar a wuna alta

interconectividad porosa.

Se puede obtener poros de escala micro y
nanomeétrica, es posible controlar el diametro,
longitud y alineamiento de las micro y

nanofibras.

Es un proceso complejo, no escalable, alto
costo de sintesis, limitada gama de
materiales, escasas propiedades mecanicas,
susceptible a rupturas y endocitosis, escaso

control sobre las dimensiones de las fibras.

Es un proceso complejo y costoso, tiene un
alto consumo de energia, porosidad
desordenada, limitado a un tamafio de poro

pequerio, largo tiempo de procesamiento.

Se requiere un proceso posterior para retirar
la plantilla, no es escalable, la precision y
resolucion requeridas para crear estructuras
finas y complejas aumentan los costos y la

complejidad del proceso.

19,27,36

19,20,22-24,34,36

25,27
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Impresion 3D/
3D printing

Electrohilado/

Electrospinning

Efectiva para producir estructuras 3D, alta

precision, alta resolucion, porosidad
interconectada, proceso automatizado, estructuras
personalizadas, proceso rapido, buen control a
detalle de la forma y tamafio del poro, permite la

impresion de material bioldgico.

Se puede sintetizar fibras de escala micro y
nanométrica sin dificultad, estructura altamente
porosa, con porosidad interconectada, gran area
superficial, puede utilizar una amplia gama de
materiales, facil de encontrar solventes, permite el
hilado de material biol6gico, buena viabilidad
celular, es posible controlar la estructura de las
fibras y la geometria de los poros, se puede
obtener fibras orientadas y ordenadas, proceso
instrumentacién, escalable,

flexible, simple

método rapido, de bajo costo y sencillo.

Limitada gama de materiales, aun es una
técnica costosa, emulacion limitada de las
propiedades de la MEC a nanoescala, se
complica la preservacion de viabilidad celular
durante y después del proceso, tiempo
consumido postproceso, obstruccion de la
impresora por particulas grandes, se requiere

mejorar su precision y resolucion.

Usa solventes toxicos, dificultad para crear

estructuras 3D complejas, la técnica
tradicional produce un tamafio de poro muy
pequefio lo que podria dificultar la
infiltracion celular, se requiere un dispositivo

giratorio para la orientacién de fibras.

20,22-24,34,37

19,20,23,24,27,36,

37
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Tabla 2. Ventajasy desventajas de técnicas de fabricacion de andamios para IT y aspectos importantes para seleccionar una técnica adecuada.

TECNICAS

ASPECTOS CARACTERISTICAS Espumado | Separacion Auto . ... .. | Sintesis de | Impresion
. | Liofilizacion .
de gas de fases ensamblaje plantillas 3D

Electrohilado

estructura altamente porosa
porosidad a micro y nano escala
facilidad de ajuste de porosidad
porosidad interconectada

Porosidad

porosidad uniforme

facilidad para crear estructuras 3D

area superficial

Resolucio
n del
andamio

precision en la organizacion porosa

usa solventes toxicos

s > 5 -
LT amplia gama de materiales
) =l I d terial
@ o . .
= 25 | procesamiento de material
© 9 & |biologico
=s - preservacion de la viabilidad

celular

simplicidad de la instrumentacion

escalabilidad rentable
rapida

econémica

Facilidad y
costo

simplicidad del proceso

Recuadros verdes: Ventajas que tiene la técnica. Recuadros rojos: Limitaciones que tiene la técnica. Recuadros amarillos: caracteristicas
dificiles de lograr pero posibles con una calidad intermedia.
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6.1 Proceso del electrohilado

La configuracién tipica del equipo de SE consiste basicamente en una jeringa con boquilla
metalica, que contendra la solucion polimérica; una bomba de jeringa, que ayudard a la eyeccion
controlada del fluido polimérico; una fuente de alto voltaje, que suministra carga eléctrica; y

una placa metalica colectora conectada a tierra, donde se depositaran las fibras (Figura 1) 382°.

En general el proceso del SE se realiza en 4 pasos consecutivos, siendo el primero la carga
eléctrica de la gota y la formacion del cono de Taylor, seguidamente de la expulsién y extension
del chorro de solucion polimérica, continuando con el adelgazamiento del chorro y aparicion
de las inestabilidades y por ultimo la solidificacion y recoleccion de las fibras en un colector

metalico *°.

Nanofibras
electrohiladas

Jeringa

— g~
[ ——

|__ Bomba de jeringa -J

Fuente de alimentacidn

Colector

Colector
conhectado a tierra

Figura 1. Configuracion tipica del equipo de SE. El proceso de eyeccion controlada de la
solucion polimérica, la formacion de fibras y su deposicion en el colector, mediado por la
diferencia de potencial eléctrico generado por la fuente de alimentacion entre el colector y la

boquilla de la jeringa. Adaptada de la fuente original 2.

A continuacion, el proceso de formacion de las fibras obtenidas por la técnica de SE se analiza

mas a fondo:

Primero, el polimero es disuelto formando una solucion polimérica la cual es colocada en la

jeringa y bombeada a un ritmo constante y controlable hacia la boquilla de la jeringa, a la cual
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se le aplica un alto voltaje que va de 1 kilovoltio (kV) hasta los 60 kV*'; como consecuencia,
la solucion se extruye y forma una gota colgante en la punta de la boquilla . Al mismo tiempo,
la gota es sometida a la diferencia del potencial eléctrico que se crea entre la boquilla y el
colector %8, de modo que las cargas positivas y negativas dentro de la solucion polimérica se
separan y las cargas del mismo signo de la polaridad de la boquilla migran hacia la superficie
de la gota 24, Debido al exceso de cargas acumuladas en la superficie de la gota, la tension
superficial permite que la gota colgante tome una forma semiesférica para minimizar la energia
libre superficial *°. Junto con el aumento de voltaje, la repulsion electrostatica provoca la
deformacion de la gota semiesférica a una forma de cono, llamado cono de Taylor, y cuando
las fuerzas cohesivas son superadas por la fuerza de repulsion electrostatica de las cargas
superficiales que deforman la gota, se expulsa un chorro desde el vértice del cono, que es

acelerado a través de la gradiente del campo eléctrico hasta el colector .

Durante la extension del chorro, que inicialmente se da en linea recta, se reduce el diametro por
estiramiento continuo del chorro, al igual que su aceleracion debido a la tension superficial y
fuerza viscoelastica del chorro ®4°, Cuando llega a una aceleracion cero o a una constante de
equilibrio de las cargas de tension, es mas propenso a experimentar diferentes inestabilidades

lo que lo lleva a una trayectoria en espiral "L,

Seguidamente ocurre el paso de alargamiento, en la que el chorro se solidifica para formar
fibras, ya sea por la evaporacion del disolvente o el enfriamiento de la solucion polimérica 2>,
Durante el alargamiento, el chorro sufre tres tipos de inestabilidades (Figura 2) que estan
controladas por las propiedades fisicoquimicas del fluido y los parametros de funcionamiento
del SE 0. La primera inestabilidad por la que pasa es la inestabilidad de Rayleigh, la cual es
axisimétrica y esta regida por la tension superficial del fluido, que podria ocasionar la ruptura
del chorro en gotas. El segundo tipo de inestabilidad se produce con un campo eléctrico mas
fuerte que la primera inestabilidad, también es de tipo axisimétrico, es decir, que en ambos
lados de un eje, la simetria de la rotacion conica de la fibra es idéntica. El tercer tipo de
inestabilidad durante el alargamiento es la inestabilidad de flexion o latigo, no es axisimétrica,
esta obliga al chorro a estirarse, reducir su didmetro y doblarse, debido a la fuerza electrostatica
lateral resultante de las repulsiones electrostaticas entre las cargas superficiales del chorro,
permitiendo la formacion de fibras con didmetros micro y nanomeétricos, sin embargo podria
complicar el recorrido de la fibra debido a la formacidn de bucles cada vez mas pequefios,

pudiendo ser contrarrestadas por la configuracion de parametros de solucién y procesamiento
25,35,40
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Finalmente las fibras son depositadas en un colector conectado a tierra, de manera aleatoria y
sin organizacién; no obstante, se ha trabajado en el desarrollo de diferentes disefios de
colectores que ayudan a obtener fibras alineadas, como el de barril giratorio, electrodo paralelo

o disco giratorio 84041,

Inicio de la segunda
inestabilidad de flexion _—— Trayectoria

Segmento del chorro

recto

Zona de
transicion

Eje del
segmento
recto

|

Cono de

Tyior Inicio de la primera

) Inicio de la tercera
inestabilidad de flexiéon

S inestabilidad de flexion

Figura 2. Representacion esquematica de la trayectoria de la solucion polimérica. Inicia a partir
del cono de Taylor y el desarrollo de las inestabilidades durante el alargamiento del chorro.

Adaptada de la fuente original 2.

6.2 Modificaciones en el electrohilado

La morfologia y las propiedades unicas que se pueden dar a los andamios electrohilados son de
gran relevancia para la IT , por tal motivo, en los Gltimos afios se ha trabajado en diferentes
enfoques para controlar la morfologia y geometria de la fibra, como por ejemplo la
modificacion de parametros, la configuracion de boquillas y el alineamiento de fibras 112,
Gracias a los numerosos criterios que aportan en la configuracion de las fibras y su ubicacion,
la técnica del SE es altamente adaptable y permite la fabricacion de una gran variedad de

andamios con diferentes propiedades y caracteristicas, lo que amplia su aplicabilidad 2.

6.2.1 Parametros

Diferentes pardmetros en el SE pueden influir en la morfologia de las fibras, y al manipular
correctamente estos parametros, podemos producir nanofibras con los diametros y morfologias

apropiados 2. Los parametros se ajustan para producir fibras de alta calidad, es decir, sin perlas
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y con diametros y propiedades deseadas #43,
Los parametros ajustables son:

a) Parémetros de solucion que incluyen concentracion, peso molecular, viscosidad,

conductividad, tension superficial y volatilidad del solvente.

b) Parametros de procesamiento que incluyen distancia entre la boquilla de la jeringa y

el colector, voltaje o intensidad de campo eléctrico y caudal de flujo.
¢) Parametros ambientales que incluyen temperatura y humedad.

Si bien cada polimero tiene un rango 6ptimo propio en cada parametro, el amplio estudio de
estos parametros ha permitido generar conclusiones entre los investigadores, recopilando las

principales observaciones en la Tabla 3.

A. Parametros de solucién

Es necesario saber que, la viscosidad, concentracion y peso molecular son pardmetros
estrechamente relacionados, ya que tienen un rol importante que determina la naturaleza del

polimero y el comportamiento del polimero en la solucion #4,

i. Concentracion

Dado que la viscosidad de la solucién y el diametro de la fibra estan directamente relacionados
con la concentracion del polimero, cuanto mayor sea la concentracion, mayor sera la viscosidad
y, como resultado, mayor sera el diametro de la fibra .

Por ello, es necesario llegar a una concentracion 6ptima y por ende a una viscosidad que permita
obtener fibras uniformes, ya que una baja concentracion del polimero puede provocar que el
chorro se interrumpa y forme perlas; por lo contrario, una mayor concentracion podria evitar la

eyeccion del chorro, debido a una mayor viscosidad y tension superficial del polimero .

ii. Peso molecular

La mayoria de las propiedades de la solucion de polimero, incluida la concentracion, la
viscosidad, la tension superficial y la conductividad, se ven afectadas por el peso molecular de

un polimero. Como resultado, cambia la morfologia de las fibras electrohiladas *+*°.

Un alto peso molecular da como resultado una mayor viscosidad, lo cual es deseable para la
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formacion de fibras. Sin embargo, debido a las interacciones macromoleculares del polimero,

un aumento del peso molecular no siempre tiene un efecto favorable *°.

iii. Viscosidad
Un factor clave que influye en la morfologia de las fibras electrohiladas es la viscosidad, al
estar relacionada con el peso molecular y la concentracion del polimero en el solvente 6.

Durante el proceso SE, la viscosidad, junto con la concentracion del polimero, controla el
diametro y la morfologia de la fibra *°.

La fuerza principal que hace que el chorro se alargue después de formar un cono de Taylor, son
las fuerzas viscoelasticas del polimero, que acttan contra las fuerzas de repulsion, por lo que la
solucion debe ser lo suficientemente viscosa para impedir que el chorro se rompa en gotas y lo
suficientemente baja para permitir que la solucién salga de la boquilla y se produzca el

estiramiento del chorro >4,

iv. Tensién superficial

La tension superficial, que esta influenciada por la naturaleza del solvente y el polimero, es la
fuerza principal que se opone al estiramiento de la fibra provocado por el voltaje del campo
eléctrico y establece la capacidad electrohilable de la solucion polimérica a trabajar “6. Los
parametros que intervienen en la tension superficial de la solucion son la temperatura, el tipo

de solvente y concentracion del polimero .

Es importante tener en cuenta que soluciones con una baja tension superficial no son propensas
a ser electrohilables y soluciones con alta tension superficial pueden aumentar la inestabilidad
de Rayleigh, generando fibras no lineales y con perlas “6. La tension superficial puede variar
segun las interacciones entre el solvente y el polimero. Asi pues, cuando la tension superficial
de la solucion disminuye, es posible aplicar un campo eléctrico menor, ya que requerira de un
potencial eléctrico mas bajo *°, ademas las soluciones electrohilables con baja tension
superficial facilitan la obtencién de fibras suaves y regulares por la disminucion de la
inestabilidad de Rayleigh; sin embargo, una baja tension superficial no siempre es adecuada si

todas las demas variables no se mantienen constantes .

v. Conductividad

El tipo de polimero utilizado y la proporcion entre polimero/solvente determinardn la
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conductividad de la solucién polimérica 4%, Este parametro afecta en gran medida el diametro
de la fibra; cuando se aumenta la conductividad se puede producir fibras homogéneas y
delgadas; esto debido a que el aumento de la carga eléctrica y la movilidad i6nica provocada
por las interacciones intermoleculares aumentan la fuerza de repulsion y por ende, el chorro

toma una mayor fuerza de elongacion, formando asi una fibra mas delgada *°.

Debido a la induccion de cargas en la superficie de la gota y el chorro, es importante aumentar
la conductividad de la solucion para formar el cono de Taylor y conseguir el estiramiento del
chorro. A su vez es importante no pasar su valor critico, que es donde existe un equilibrio entre
las fuerzas de Coulomb de la superficie de la solucion y las fuerzas del campo eléctrico externo,
para no romper el chorro . Mediante el cambio de solventes y el uso de voltajes mas bajos

es posible modificar la conductividad de la solucion polimérica 4%,

vi. Volatilidad del solvente

Otra variable clave que intervienen en el control de la morfologia de las nanofibras
electrohiladas es la volatilidad del solvente, ya que su grado de volatilidad va a determinar si la
superficie de la fibra sera lisa, porosa o rugosa, o si el chorro podra estirarse de la manera

deseada *>“, Las fibras altamente porosas estan asociadas con una alta volatilidad del solvente
41

Es importante para la estabilidad del proceso y la calidad del andamio nanofibroso, ya que si el
solvente es muy volatil, el chorro puede solidificarse mucho antes de Ilegar al colector, lo que
resulta en un tiempo de elongacion corto y, por lo tanto, en fibras con diametros grandes. Por
lo contrario, si la volatilidad es baja, es posible que las fibras sean recolectadas ain himedas y
al no solidificarse por completo, se fusionarian en el colector o el solvente se quedaria en el

andamio, dandole toxicidad al producto 344,

B. Parametros de procesamiento

i. Distancia entre la jeringa y colector

Tanto el diametro de la fibra como la calidad del andamio, estan influenciados por la distancia
entre la boquilla de la jeringa y el colector 4. Esta distancia es el camino o recorrido por el cual
un chorro cargado se alarga y eventualmente se deposita en forma de fibras en un colector; y a

medida que disminuye la distancia, aumenta la intensidad del campo eléctrico #’.
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Cuando se aplica una distancia mayor entre la boquilla y el colector, se puede obtener fibras
electrohiladas con un didmetro mas delgado, uniforme y sin perlas “6, ya que tendra un mayor
tiempo de elongacion antes de ser depositadas en el colector; mientras que, cuando la distancia
es demasiado corta, se crea un campo electrostatico mas fuerte que resulta en fibras con perlas,
ya que se incrementa la inestabilidad del chorro y tampoco se produce una completa
evaporacion del solvente, causando la fusion de fibras al llegar al colector 4447,

ii. Voltaje o Intensidad de campo eléctrico

La tension superficial, la conductividad y la viscosidad son algunos de los pardmetros de la
solucion que se deben ajustar para aplicar un voltaje adecuado o un voltaje critico para el
proceso SE . Dado que el voltaje carga la superficie del chorro, este parametro puede cambiar
los didmetros de las fibras electrohiladas. Se han reportado diferentes resultados, como
didmetros més delgados por la facilidad de elongacion o més gruesos debido a un cierto

incremento del flujo >,

En soluciones poliméricas que tienen un mayor tension superficial se requiere de la aplicacion
de un voltaje mas alto, ya que necesitara una fuerza electrostatica mayor para vencer la fuerza
viscoelastica y la tension superficial #’. Por otro lado, en soluciones poliméricas con alta
conductividad eléctrica, se debe emplear un voltaje méas bajo para mantener el chorro estable,
ya que es mas facil que la carga se acumule en el chorro #’. Si se aplica un mayor campo
eléctrico que el necesario, el chorro se vuelve inestable, lo que resulta en fibras con perlas o

fibras planas 4.

iii. Tasa de flujo

La tasa o velocidad de flujo de la solucion polimérica esta relacionada con el campo eléctrico,
ya que la aplicacion de un voltaje mas alto podria provocar una mayor extrusién de la solucién

polimérica y a su vez una mayor velocidad de flujo *°.

Es importante lograr que la velocidad de flujo sea constante y casi igual a la tasa de formacion
de fibras, ya que si la tasa de flujo es demasiado alta, puede causar goteos o inestabilizar la
gota, mientras que, si el flujo es demasiado bajo, la boquilla de la jeringa se puede obstruir.
Para llegar a un caudal minimo requerido de la solucion de electrohilado, se utiliza

principalmente bombas de jeringa 4.

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE

) ‘ - UNIVERSIDAD
Qi% CATOLICA

TESIS UCSM =@ DE SANTA MARIA

C. Parametros ambientales

i. Temperatura

La morfologia de las fibras electrohiladas se ven afectadas por la temperatura, ya que este
parametro puede altera la viscosidad de la solucién y la evaporacion del solvente dando fibras

porosas, rugosas o lisas “°.

La temperatura afecta el didmetro de las fibras formadas, ya que al aumentar la temperatura
incrementa la conductividad y disminuye la viscosidad y la tension superficial**. Igualmente,
interviene en la evaporacion del solvente, ya que puede evaporarlo més répido, lo que
dificultaria el adelgazamiento del chorro o causaria la obstruccion del orificio; y si evapora
lentamente el solvente, podria generar fibras hiumedas que llegaran a fundirse en el colector,

perdiendo su morfologia fibrosa .

ii. Humedad

La humedad es capaz de modificar la morfologia de la fibra, casi no tiene efecto en el didmetro
de las fibras, pero su ajuste puede resultar en la presencia o ausencia de poros en las fibras 4+,
pasando de fibras suaves, en condiciones de poca humedad, a fibras porosas, debido a valores

altos de humedad .

Se puede ver que el rapido enfriamiento de las fibras durante su elongacion y la evaporacion
del solvente da como resultado la condensacién y la creacién de gotas de humedad en la

superficie, dejando poros en las fibras *.
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Tabla 3. Parametros que afectan la morfologia de fibras obtenidas por la técnica del SE a partir de
soluciones poliméricas.

Parametros a muy baja:

Parametros a muy alta:

Referencias

Parametros de solucion

e Formacion de perlas dentro

El didmetro de la fibra

de las fibras. incrementa, por lo tanto, también
?g La fibra se rompe en gotas el tamario de poro. 6.1213.42.40.45,
% antes de llegar al colector, La gota se puede secar en la 18
§ debido a la baja tensién boquilla de la jeringa antes de que
© superficial. las fibras puedan formarse,
debido a la alta viscosidad.
Se forman fibras El diametro de la fibra
ks discontinuas y con perlas. incrementa, por lo tanto, también
E el tamafio de poro. 8,25:42,4546,48
% Se forman perlas dentro de las
3 fibras o su estructura cambia a
cintas planas.
_ Es posible realizar el SE No hay una formacion uniforme .25 41.42.44.46,
S § con un campo electrostatico de la fibra. 48
§ z,’_ menor. La fibra se rompe en gotas debido
@ a la inestabilidad de Rayleigh .
Se forman fibras La expulsion del chorro
discontinuas y con perlas. polimérico se dificulta.
El chorro colapsa y provoca Se forman perlas dentro de las
- salpicaduras. fibras. 613414240
é La gota se puede secar en la 46,48
% boquilla de la jeringa antes de que
>

las fibras puedan formarse,
debido a la alta viscosidad.
El didmetro de la fibra

incrementa.
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Tabla 3. continuacién

Conductividad eléctrica

Volatilidad del solvente

Se produce un alargamiento
insuficiente del chorro.

Se forman perlas dentro de
las fibras.

No hay una formacion
uniforme de la fibra.

Se recolectan fibras
hdmedas.

Las fibras pierden su
estructura nanofibrosa

debido a fusién de fibras

aun humedas en el colector.

Pardmetros de procesamiento

Voltaje o Intensidad de campo eléctrico

Se forman perlas dentro de
las fibras.
Puede haber fallas en la

formacion del chorro.

En campos eléctricos fuertes se
produce una gran inestabilidad de
flexion, asi como diferentes
didmetros al deseado.

Se forman fibras méas delgadas
debido a una mayor fuerza de

elongacion.

Corta elongacion de la fibra.
Mayor didmetro de la fibra por
falta de estiramiento.

La superficie de la fibra se queda

muy porosa.

Riesgo de formacion de perlas.
Las fuerzas de repulsion
aumentan, lo que favorece el
estrechamiento del didmetro de la
fibra.  Sin

reportado el incremento en el

embargo, se ha

didmetro de la fibra con algunos
polimeros.
Genera fibras con diametros no
uniformes.
Riesgo de secado incompleto de
debido a

aceleracion del chorro.

la fibra, la alta

8,13,41,42,44—

46,48

13,35,41,44,46

8,13,41,42,44-

46,48
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Tabla 3. continuacién

Distancia entre la boquilla y el colector

e Las

fibras no pueden
solidificarse antes de llegar
al colector.
Obtencion  de  fibras
pequefias, planas y de gran
diametro.

Formacion de fibras con
perlas, debido a un tiempo

de secado insuficiente.

Incapacidad de expulsar el

chorro de la boquilla de la

Formacidn de fibras con perlas.
No hay una formacion uniforme
de la fibra.

Formacion de fibras con perlas,

debido a un tiempo de secado

8,12,13,25,41,42,

44,45,48

o
;—? jeringa, debido al secado de insuficiente. 8,12,13,25,41,42,
§ la gota. e El didmetro de la fibra 44,4548
i incrementa, por lo tanto también
el tamafio de poro.
Parametros Ambientales
e Lenta evaporacion del ° Mayor estrechamiento en el
solvente. didmetro de fibras, debido a la
s Lenta solidificacién de la disminucion de la viscosidad.
% fibra. e La evaporacion del disolvente 84142444648
qé-’- puede ser muy rapida, lo que
= puede dificultar el
adelgazamiento del diametro de
fibras.
La soluciéon polimérica se e La presencia de perlas aumenta.
S seca y el solvente se e Elaumento de humedad conduce
9 L. . 8,41,42,44,48
c evapora mas rapido de lo a la presencia de poros en la
T habitual, superficie de las fibras.
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6.2.2 Configuracion de boquillas

Sumado al ajuste de los parametros ya mencionados, es posible configurar las boquillas segun
el objetivo deseado. Algunos métodos del SE que dependen del didmetro y configuracion de la
boquilla son los de mezclado, de emulsidn, lado a lado y coaxial (Figura 3) >4, con las cuales
podemos obtener fibras monoliticas, multinucleadas, de Janus y nulcleo-carcasa coaxiales y
triaxiales (Figura 4) 444750 las cuales influyen en gran medida en las propiedades fisicas y
bioldgicas de las fibras resultantes; proporcionando una mejora a las propiedades de traccion,
resistencia mecanica, bioactividad, liberacion controlada de compuestos bioactivos y la

prevencion de su descomposicion 12414451,

#= Solucién polimérica Emulsion =

'
’
'
’

Boquilla metélica = |——i——————

Boquilla metdlica ==

A Alimentacion
=7 de alto voltaje

| Alimentacién
— de alto voltaje

Recolector de fibras Recolector de fibras

C

Polimero A =

D

= Polimero B
Solucion carcasa =+

Solucion nucleo
h i
J /
' ’

Boquilla metalica | ——————— Boquilla metlica s fJ —~————

Alimentacion

| Alimentacion |
— de alto voltaje

— de alto voltaje

Recolector de fibras Recolector de fibras

Figura 3. Esquematizacion de métodos de SE que dependen de la configuracion de la boquilla.
(A) electrohilado de mezcla (B) electrohilado de emulsion (C) electrohilado lado a lado (D)
electrohilado coaxial. Adaptada de la fuente original *°.
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Similar al SE tipico, el electrohilado de mezcla se realiza a través de una sola boquilla; pero,
con una solucion de dos o varios polimeros, donde también se puede mezclar material no
electrohilable, como farmacos, factores de crecimiento o moléculas bioactivas, resultando una
mezcla homogénea de materiales en una sola fase 2444° Por otra parte, el electrohilado de
emulsion permite la incorporacion de material no electrohilable en las fibras poliméricas
mediante la formacidén de una solucion heterogenea multinucleada, obtenida a partir de la
emulsificacion del material no electrohilable dentro de polimeros que retienen su bioactividad
y promueven una liberacion sostenida, permitiendo la combinacion de fa&rmacos y polimeros
hidrofilicos e hidrofobicos; aunque, sin control en la precision de la ubicacion del material no
electrohilable dentro de la fibra 1241495152 En cuanto al electrohilado lado a lado, consiste en
la fijacion paralela de dos jeringas para producir nanofibras con diferentes soluciones, que se
apilan juntas y forman unas nanofibras mixtas o también conocidas como fibras de Janus 414449,
Al igual que el electrohilado lado a lado, el electrohilado coaxial incorpora dos o mas boquillas;
pero con una configuracion coaxial; es decir, una boquilla de menor didmetro dentro de la
boquilla principal de mayor diametro, siendo posible transportar dos soluciones poliméricas
diferentes, una central y una externa; sin ser mezcladas directamente, creando nanofibras
nucleo-carcasa de dos o tres capas en caso sea una configuracion triaxial; teniendo como ventaja
el poder incorporar dos 0 méas polimeros y materiales no electrohilables a la solucion central,

permitiendo su liberacion controlada 12414449.51.52

Fibra monolitica Fibra Janus Fibra nicleo/carcasa Fibra triaxial

Figura 4. Configuracion de boquillas en el SE. (A) boquilla monoaxial permite obtener una
fibra monolitica (B) boquilla lado a lado permite obtener una fibra de dos caras o fibra Janus
(C) boquilla coaxial permite obtener fibras nicleo-carcasa (D) boquilla triaxial permite obtener

fibras con tres diferentes componentes. Adaptada de la fuente original **.
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6.2.3 Alineamiento de fibras

En la configuracion tipica del SE las fibras son recolectadas en colectores metalicos planos con
una orientacion al azar 2. Este tipo de orientacion es adecuada para algunas aplicaciones
biomédicas como los recubrimientos de implantes y apdsitos para heridas, debido a la alta
similitud entre las matrices de fibra con la estructura de la MEC de los tejidos vivos; no

obstante, la alineacion de nanofibras extiende su uso para su aplicacion en tejidos especificos
44,50

Las nanofibras alineadas han demostrado la capacidad de modular algunos comportamientos
celulares, como la forma de la célula, la migracion, diferenciacion y el ensamblaje de la MEC,
ya que tiene efecto sobre factores como la porosidad, resistencia mecanica del andamio y
migracion de respuestas celulares debido a las sefiales topograficas generadas °°°. La
regeneracion de tejidos esta regulada por dos principales actividades celulares, la migracion y
la proliferacion celular, que se encuentran guiadas por la direccién de la nanotopografia o guia

de contacto, por lo tanto la alineacion es capaz de afectar la velocidad de migracion celular *°.

A causa del alineamiento de nanofibras y por ende la simulacion nanotopografica presente en
la MEC de diferentes estructuras tisulares, es posible expandir el uso de los andamios
nanofibrosos para tejidos como tendon o ligamento, valvula cardiaca, neuronas y vejiga urinaria
25:3550.83_ Sin embargo, es una tarea dificil, ya que el chorro electrificado no sigue una trayectoria

recta; sino una tridimensional, debido a la inestabilidad de flexién 2.

Gracias al arduo trabajo de varios grupos de investigacion, se ha logrado producir fibras
contintas alineadas con una arquitectura ordenada, mediante la sustitucion del recolector
inmovil tipico, por colectores giratorios de disco o tambor 122°34430.33: ] yso de electrodos
conductores 25354453 y e| uso de imanes 2% (Figura 5), modificando asi los aspectos
mecanicos, electrostaticos y magnéticos que se encuentran en la configuracion tradicional del
SE %,
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Figura 5. Configuraciones de SE para el alineamiento de fibras mediante manipulacion

mecanica, electrostatica y magnética. (A) Configuracion tipica del SE, (B) Configuracién con
tambor toratorio, (C) Configuracién con disco rotatorio, (D) Configuracion de tambor rotatorio
con electrodos con filo de cuchilla, (E) Configuracion con anillos como electrodos auxiliares,
(F) Configuracion con anillos paralelos colectores, (G) Configuracion con electrodos paralelos,
(H) Configuracion de matriz de contraelectrodos, (I) Configuracion asistida por campo
magnético. Adaptada de las fuentes originales 354453,
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7 MATERIALES ELECTROHILABLES PARA INGENIERIA DE TEJIDOS

Se han realizado varias investigaciones de diversos materiales para la produccion de estructuras
de fibras electrohiladas y los que mas llamaron la atencion fueron los polimeros sintéticos,
naturales y su combinacion *. En ingenieria de tejidos (IT) es preferible los polimeros
biorreabsorbibles y biodegradables, debido a su posibilidad de utilizarlos como soportes

temporales que puedan ser reemplazados por el nuevo tejido en formacion 84142 |

Para aplicaciones biomédicas existen ademas otras condiciones que deben cumplir los
materiales y que influencian su eleccion, como la composicion quimica, peso molecular,

naturaleza hidrofilica, degradacion catalitica en medio acuoso y sus productos 842,

Actualmente los polimeros sintéticos con mas popularidad en el uso para andamios de IT ,
aprobados por la Administracion de Drogas y Alimentos de los Estados Unidos (FDA) son el
acido polilactico (PLA), policaprolactona (PCL), &cido poliglicélico (PGA) y sus copolimeros
como &cido poli-L-lactico (PLLA) y acido polilactico-co-glicolico (PLGA). Los biopolimeros
sintéticos tienen mejores propiedades mecanicas que los naturales, sin embargo por si mismos
no pueden cumplir con todos los requerimientos para un andamio de IT , debido a la falta de

sitios de reconocimiento para la adhesion celular 84,

Por otro lado los polimeros de origen natural como la gelatina (GT), el alginato (ALG),
quitosano (CS) y la fibroina de seda (SF), pueden proporcionar una matriz adecuada para la
adhesion celular, ya que en su estructura se puede encontrar sitios de union y ligandos
reconocidos por las células, influyendo asi en la unién, proliferacion, diferenciacion y
viabilidad de las células, aunado a ello, tienen una baja inmunogenicidad, no obstante, la
principal desventaja del uso de polimeros naturales es su pobre propiedad mecénica, baja
estabilidad térmica y su mala estabilidad proteica en medio acuoso 8*42, En consecuencia, el
uso de nanofibras electrohiladas que estan compuestas por ambos tipos de polimeros logran
superar las limitaciones de tienen de matera individual y potencial andamios adecuados para su

usoen IT &,

Los polimeros hasta ahora mencionados, PLA, PLLA, PCL, PGA, PLGA, GT, CS, SFy ALG,
son los polimeros més utilizados en ingenieria de tejidos, mediante la técnica del electrohilado
(SE), por su capacidad electrohilable, rentabilidad, facil obtencion, con una fisicoquimica y
comportamiento bien conocidos y alta biocompatibilidad con el cuerpo humano 842, Existen
otros biopolimeros como el poliuretano (PU), poliuretano de ester urea (PEUU), &cido
polilactico-co-caprolactona (PLCL), &cido hialurénico, celulosa, colageno, entre otros, que
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también son utilizados en ingenieria de tejidos, pero en menor medida; ya sea por tener una
electrohilabilidad menor, ser menos biocompatibles, ser de dificil obtencion, por no ser muy
rentables o a causa de tener poco conocimiento de su comportamiento tanto ex vivo como in

vivo 842,

7.1 Acido polilactico (PLA)

El PLA es un poliéster alifatico que es utilizado ampliamente en IT y puede ser obtenido por
sintesis quimica, mediante la polimerizacién por apertura de anillo de lactidas o condensacion
directa >, Esta formado por cadenas de mondmeros de acido lactico (LA) (Figura 6) y se
degrada en el cuerpo humano, principalmente, por hidrdlisis en los enlaces éster 5 dando como
productos didxido de carbono, agua 'y LA, que reducen el pH del medio circundante, acelerando
la degradacion posterior del andamio de PLA ®'. Los productos de la degradacion no son
productos toxicos, son enddgenos al metabolismo humano y no son bioacumulativos en los

6rganos vitales %8

I |

(s}
Figura 6. Monomero de LA. Compone la estructura quimica del PLA. Con dos grupos

funcionales importantes, grupo carboxilo e hidroxilo. Adaptada de la fuente original °*.

El PLA ha ganado mucha atencion debido a su buena biocompatibilidad, biodegradabilidad,
alta resistencia al impacto y su actividad termoplastica, que ayuda a satisfacer la necesidad de
crecimiento celular en un material de soporte, debido a que permite a las células formar
conexiones con el andamio y moldearlo ***°, Es un polimero semicristalino, que al incrementar

el contenido de LA, mejora la cristalinidad del PLA y la tasa de degradacion es mas lenta .

Debido a la quiralidad del mondémero de LA, es posible generar diferentes polimeros, como el
acido poli-L-lactico (PLLA), el acido poli-D-lactico (PDLA) y el acido poli-DL-lactico
(PDLLA) (Figura 7) ®. Estos difieren en el grado de cristalinidad y la velocidad de degradacion;
el PLLA y el PDLA son cristalinos y de degradacion lenta, mientras que el PDLLA es amorfo

y de degradacion rapida °°. El PLLA ha ganado gran atencion por su excelente

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE

) ‘ - UNIVERSIDAD
Qi% CATOLICA

TESIS UCSM =@ DE SANTA MARIA

biocompatibilidad, es biorreabsorbible y su tasa de degradacion relativamente lenta, lo que lo

hace (til en la IT que requieren una alta resistencia a la traccion a largo plazo .

HOOC COOH
N C’f
‘!.\'L‘“‘ ""'J'_.w
H \OH Hcf/ H
L-acido lactico D-acido lactico

EHy

OH

o Hy n

PLLA PDLLA PDLA

Figura 7. Enantidémeros de LA, L- &cido lactico y D- &cido lactico. Formacion de PLLA, PDLA
y PDLLA a partir de los enantiomeros de LA. Adaptada de la fuente original >.

Por otro lado, el PLA tiene una baja resistencia a la traccion y es hidréfobo, lo que hace que
tenga una menor afinidad celular ®. Es por ello que se puede encontrar muchas aplicaciones
con el uso de PLA copolimerizado o mezclado con otros biopolimeros electrohilables que
permitan ajustar la tasa de degradacion y promover la adhesion e interaccion entre las células 'y
el andamio, algunos de ellos son el PCL %62 GT ©' y &cido hialurénico , ya que han
demostrado ser ideales para diversas aplicaciones biomedicas por sus propiedades mecanicas,
biodegradabilidad y capacidad de promover el crecimiento celular similar a los tejidos nativos
porque puede imitar parcialmente las caracteristicas topograficas del tejido de la matriz
extracelular (MEC) *°.

7.2 Policaprolactona (PCL)

El PCL es un poliéster alifatico que ha sido utilizado en el campo biomédico y puede ser
obtenida por sintesis quimica, mediante la polimerizacion por apertura de anillo de e-
caprolactona ®4®°, Esta formado por monoémeros de e-caprolactona (Figura 8) y se degrada por
hidrolisis del éster alifatico en condiciones fisioldgicas del cuerpo humano dando como

producto el acido caproico, que es un acido mas débil en comparacion con el LA 6% No causa
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un desequilibrio en el pH, su respuesta inflamatoria es minima y se ha demostrado que es

seguro, porque es reabsorbido y metabolizado en el ciclo de Krebs o se excretan en la orina %-
71

La PCL es un material comUnmente utilizado como andamio de IT, ya que es un termopléstico
biorreabsorbible, biodegradable, hidréfobo, semicristalino, con buena resistencia mecénica, es
lentamente degradable, no es toxico y ha demostrado buena biocompatibilidad con tejidos
blandos y duros >4, Su naturaleza hidréfoba, le da una de sus caracteristicas mas atractivas
para su uso en aplicaciones biomédicas, por su ritmo moderado de degradacién por hidrolisis
3, Debido a su lenta degradacion es una buena alternativa para la liberacion controlada de
farmacos y ha mostrado una mayor facilidad para conservar la estructura macroporosa y una

alta estabilidad mecanica a lo largo del tiempo "27°,

— -

—T—(CHg)s
D——

e = i

Figura 8. Mondmero de e-caprolactona. Compone la estructura quimica del PCL, teniendo

como grupo funcional importante al carboxilo. Adaptada de la fuente original °°.

Al ser un polimero hidrofébico poseen poca bioactividad y llega a presentar malas propiedades
para apoyar la adhesion y el crecimiento celular 337478, A pesar de ello, debido a sus atractivas
propiedades mecénicas y su capacidad para mezclarse de manera efectiva, varios especialistas
han optado por utilizar copolimerizaciones de PCL con otros biopolimeros hidrofilicos que
puedan mejorar sus propiedades de adhesion y crecimiento celular /"8, algunos de ellos son, el
PLA 78 GT ®.72 CS "2y polietilenglicol (PEG) ™.

7.3 Acido poliglicélico (PGA)

El PGA fue el primer material de sutura sintético absorbible utilizado ampliamente hasta la
actualidad en diversas aplicaciones biomédicas °. Esta formado por cadenas de monémeros de
acido glicolico (GA) (Figura 9). En condiciones bildgicas se degrada principalmente por
hidrolisis en los enlaces éster &, teniendo como productos mondmeros y oligémeros de GA,
que reducen el pH del medio circundante acelerando la degradacion del PGA, pudiendo
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provocar inflamacion por la caida de pH 8-#2, Los productos de la degradacion no son toxicos,
se pueden metabolizar mediante del ciclo de Krebs y ser eliminados como agua y dioxido de
carbono, sin embargo en altas concentraciones puede quedar almacenado en los rifiones, por lo

que es necesario controlar su degradacion 788183,

OH

o

Figura 9. Monémero de GA. Compone la estructura quimica del PGA. Posee dos grupos

funcionales significativos, carboxilo e hidroxilo. Adaptada de la fuente original 8.

El PGA es un polimero semicristalino biorreabsorbible, tiene buena resistencia mecanica 88,
es de carécter hidrofilo y es atractivo debido a su propiedad de degradacion rapida, la cual puede
considerarse una ventaja o inconveniente segun el tipo de aplicacion, siendo un buen candidato

para los andamios de IT a corto plazo 3,

Debido a su cristalinidad, el PGA presenta buenas propiedades mecanicas y un modulo elastico
alto, no obstante, el PGA no puede disolverse en casi todos los disolventes organicos comunes,
pero puede disolverse Gnicamente en disolventes altamente fluorados, como el
hexafluoroisopropanol (HFIP), que se utiliza como sustituto de disolventes fluorados, debido a
su menor toxicidad ®7°. En el estudio de Pérez-Nava et al., 2022 se confirma que las fibras
preparadas con HFIP como solvente, no tiene efecto citotoxico &’. Esto debido a su rapida
volatilizacion a traves del proceso de SE, demostrando que es posible hacer uso del HFIP como

solvente y obtener microestructuras altamente citocompatibles a través del SE &7,

Para mejorar las propiedades mecanicas, de afinidad, adhesion e infiltracion celular y la
citocompatibilidad del PGA, se ha usado copolimerizaciones de este con otros biomateriales,
algunos de ellos son el colageno ", SF % PLA &y PCL .

7.4 Acido polilactico-co-glicélico (PLGA)

El PLGA es uno de los materiales sintéticos mas utilizados para preparar andamios fibrosos en
IT . Es un copolimero de PLA y PGA conformado unidades repetitivas de LA y GA (Figura
10). Como resultado posee propiedades mecénicas optimizadas y con una tasa de
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biodegradacion ajustable, si la proporcion de LA es mayor a GA, el PLGA tiene un tiempo de

degradacién mas prolongado, una mejor resistencia mecanica y una mayor hidrofobicidad
64,90,91

Es un material prometedor para la IT debido a que es biorreabsorbible, es biocompatible, sus
propiedades mecanicas y biodegradables son ajustables, con productos no toxicos %92-% Los
andamios nanofibrosos de PLGA han sido ampliamente investigados en la IT, andamios

médicos de corta duracion, apdsitos para heridas y sistemas de administracion de farmacos
78,90,95

Aunque el PLGA no es toxico, la acumulacion de productos de degradacion, como el LAy el
GA, pueden cambiar el valor de pH alrededor del andamios y provocar una respuesta
inflamatoria %%, Ademas sus productos son metabolizados por el cuerpo humano a través de

ciclo de Krebs, siendo eliminados finalmente por la orina %'.

0
0 0
HO O
m n
Ho/u\rOH+ Ho M 0 &
o) n
m

acido lactico acido glicdlico

poliacido lactico-co-glicdlico

Figura 10. Unidades de LA y GA esterificadas. Conforman la estructura quimica del PLGA,
con una mayor cantidad de grupos carboxilo e hidroxilo. Adaptada de la fuente original *°.

Debido a su conocida buena procesabilidad y buen rendimiento mecénico, los andamios
fibrosos electrohilados de PLGA han atraido una atencion notable en el area de la IT , no
obstante es necesario abordar su hidrofobicidad y respuesta inflamatoria inducida por los

productos de degradacion .

Al igual que otros biopolimeros sintéticos, el PLGA tiene poca hidrofilia %, pero puede ser
regulada a través del cambio en la proporcion de los mondmeros %. A pesar de ello, llega a
presentar poca union e interaccion entre células y andamio, lo que conduce a una afinidad
celular deficiente %929, Para hacer que las matrices sean mas prometedoras en aplicaciones
biomédicas, se ha mejorado la hidrofilia y las propiedades mecanicas de los andamios mediante

la combinacion del PGLA con biopolimeros naturales como la SF %, GT 9296190 y CS 9,
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7.5 Gelatina (GT)

La GT es una proteina natural que gan6 mucha importancia en el campo de IT , ya que es un
derivado del colageno y tiene una gran similitud con este %192 el cual es un componente
esencial en los tejidos, ya que ayuda al crecimiento adecuado de las células in vivo, debido a
que actia como una proteina estructural de la MEC nativa 103194,

La GT se obtiene a través de la hidrolisis acida o alcalina del colageno animal de huesos,
tendones y piel y esta disponible como proteina cationica y aniénica. La GT tipo A es cationica
y se produce por hidrdlisis acida de piel de cerdos y vacunos, mientras que la GT tipo B, que
es anionica, se obtiene mediante la hidrdlisis alcalina de huesos y piel de vacunos 10310,

Es un biopolimero polielectrolitico formado por polipéptidos heterogéneos, siendo los mas
abundantes la glicina, prolina, hidroxiprolina, acido glutdmico y acido aspartico, por lo que
posee muchos grupos ionizables como los amino y carboxilicos (Figura 11) %, que son
adecuados para la funcionalizacion bioldgica de los andamios de GT %, Es de naturaleza
hidrofila, es rentable, facilmente disponible, biodegradable, biocompatible, de bajo costo, con
minima antigenicidad, tiene abundantes secuencias RGD (arginina, glicina, acido aspartico),
que son reconocidas por las integrinas, que son proteinas que se encuentran en la superficie de
las células y promueven la adhesion, proliferacion y diferenciacion celular y tiene baja toxicidad

en ambientes fisioldgicos 103104,

OH
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H,N

Figura 11. Estructura quimica de la GT. Es conformada por una mezcla de polipéptidos
heterogéneos con grupos amino y carboxilo ionizables. Adaptada de la fuente original 1%,

Es un material relativamente flexible, en el cual sus propiedades mecanicas dependen de su
concentracion y grado de hidratacion, sin embargo tiene una tasa de degradacion rapida y una

baja resistencia mecanica %1%, Por lo que se suele combinar con otros materiales, siendo capaz
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de combinarse con una amplia gama de polimeros naturales y sintéticos como PCL 1% PLGA

102y PLA 197 con las cuales mejora sus propiedades mecanicas y la integridad del andamio
104,108

7.6 Quitosano (CS)

El CS es un polisacérido lineal que no se encuentra como tal en la naturaleza, pero es obtenido
a partir de la quitina, que es el segundo biopolimero mas abundante y estd presente
principalmente en el exoesqueleto de crustaceos e insectos, pero también en las paredes
celulares de hongos y bacterias %1%, Mediante un tratamiento alcalino se produce la
desacetilacion parcial de la quitina, obteniendo asi el CS, con unidades monoméricas de D-
glucosamina y N -acetil D-glucosamina (Figura 12) %% para que el producto de esta
desacetilacion sea considera CS, el grado de desacetilacion (DD) debe ser al menos del 50%.
El origen de la quitina y su proceso de purificacion influyen en el DD, peso molecular (PM) y
la cristalinidad del CS, por lo que hay gran variedad de resultados segun su DD, PM y

cristalinidad, siendo esto Gtil segun el tipo de aplicacion 109111,

A medida que aumenta el DD, la disponibilidad de los grupos amino también lo hace, lo cual
incrementa positivamente la interaccion de las células con la superficie del material, a causa de
una mayor interaccién con los grupos amino, mejorando asi la propagacion y proliferacion
celular 1911 No solo el DD, sino también al aumentar el PM del CS, sus propiedades
mecénicas mejoran, la rigidez incrementa al igual que la cristalinidad, debido a enlaces
intermoleculares mas altos y un empaquetamiento mas regular y denso de las cadenas
poliméricas de CS, lo cual también disminuye su hidrofilicidad y tasa de degradacion 199111,
Por lo cual ajustando estos dos puntos, se puede adaptar sus propiedades fisicoquimicas y
bioldgicas de acuerdo con las caracteristicas que sean requeridas .

El CS es un polisacarido rico en grupos ionizables amino y carboxilicos, los cuales facilitan la
funcionalizacion biologica del andamio 1%, con una excelente biocompatibilidad,

biodegradabilidad, actividad antibacteriana y antiftingica 10112

, No toxico, con propiedades
hidrofilicas =, antiinflamatorias !#, hemostaticas '*>!'® y con propiedades topograficas
similares a los glicosaminoglicanos (GAG), que son proteinas de la matriz extracelular de los

tejidos, que mejoran la unién, sefializacion celular y la hidratacion y elasticidad del tejido
103,109,111
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Figura 12. Estructura quimica del CS. Esta conformada por D-glucosamina y N -acetil D-
glucosamina. Con su grupo acetilo y grupos ionizables amino, carboxilo e hidroxilo. Adaptada
de la fuente original 1%,

No obstante, la electrohilabilidad del CS es deficiente, debido a su naturaleza policationica y
alta viscosidad, causando una ruptura en los chorros o una distribucion no uniforme en su
didmetro, por lo que, para mejorar su hilabilidad se mezcla con otros biopolimeros como PCL

117,118 PLA 114,119 SF109,114 y COIégeno 109,114

7.7 Fibroina de Seda (SF)

Las sedas son polimeros de proteinas que se hilan por gusanos de seda, arafias, escorpiones,
acaros y abejas, lo que da como resultado una gran diversidad de secuencias, variando asi las
caracteristicas fisicoquimicas y bioldgicas de la seda segun el tipo de especie 12121, Entre ellas
destaca la polilla de seda salvaje africana, Bombyx mori , ya que su seda muestra una mayor
cantidad de aminoacidos polares que presentan grupos amida y carboxilo, que mejoran la

hidrofilicidad y adhesion celular 121122,

Las fibras de seda son obtenidas del capullo de B. mori, y estan compuestas por dos proteinas,
la SF y sericina, esta Gltima es separada de la SF mediante un proceso de desgomado 2. La SF
esta formada por una cadena ligera y pesada, la cadena ligera estd compuesta por una secuencia
no repetitiva y mas hidrofila, mientras que en la pesada hay una secuencia repetitiva de bloques
hidrofilos e hidrofobos *2%. Los dominios hidrofobos estan formados por la secuencia de Gly-
Ala-Gly-Ala-Gly-Ser (Figura 13), la cual es hidréfoba por la ausencia de grupos funcionales
cargados y poca polaridad, produciendo regiones altamente cristalinas y dandole una alta

resistencia mecanica 121123,

Las tres estructuras comunes de la SF se clasifican como seda I, 11 y 111 2%, El tipo I, es la forma

soluble y amorfa de la SF, tiene hojas B plegadas en zigzag que le dan buenas propiedades
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mecanicas y flexibilidad, que en condiciones de hidratacion, calor o pH aplicadas en el SE
puede convertirse en seda tipo I, la cual es la forma cristalina de SF, tiene una mayor cantidad
de hojas B que le dan una estructura mas estable y mayor flexibilidad, por otro lado, el tipo 111

tiene hojas B planas y menos plegadas, dandole unas propiedades mecanicas menores 122:124-126,

La SF ofrece caracteristicas atractivas que incluyen biocompatibilidad, biodegradabilidad
ajustable, no toxicidad, resistencia a la traccion ajustable, reacciones inflamatorias minimas,
abundante disponibilidad y de costo asequible 12224127 Adicionado a esto, es hemostatica,
hidrofila, elastica y con mejor resistencia mecanica que otros polimeros naturales. Permite una
buena interaccion entre células y andamio, tiene capacidad para ser funcionalizada con
moléculas bioactivas y apoya la unién, rapida proliferacion, diferenciacion y migracion celular,
lo cual ayuda en la neovascularizacion, reepitelizacion, aumento de la produccion de colageno

y el crecimiento de nuevo tejido 120124,

F OH
o) o) CH,3 o) CH,
A N N N -
H H H
o o] o]
Gly Ser Gly Ala Gly Ala

Figura 13. Estructura quimica de la cadena hidréfoba de la SF. Esta conformada por glicina
(Gly), alanina (Ala) y serina (Ser). Adaptada de la fuente original 24,

Hasta la actualidad, la SF se mezcla con una variedad de biopolimeros naturales y sintéticos
que puedan ayudar a mejorar su degradabilidad y propiedades mecénicas, algunos de ellos son,

el acido hialurénico 2!, PLA 21127 quitina 2 y PCL 22,

7.8 Alginato (ALG)

El ALG es un biopolimero natural obtenido a partir de algunas especies de algas pardas, como
Laminaria hyperborea, Laminaria digitata, Laminaria japonica, Ascophyllum nodosum vy
Macrocystis pyrifera, mediante la extraccion del acido alginico de su pared celular 2812, O a
partir de algunas especies bacterianas que recientemente fueron informadas como

biosintetizadores de ALG, como Azotobacter y Pseudomonas sp. %8,

El ALG es un polisacarido lineal conformado por unidades monoméricas de acido gulurénico

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis



https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/azotobacter
https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/pseudomonas

¥ ‘ UNIVERSIDAD
REPOSITORIO DE : CATOLICA

TESIS UCSM &  DE SANTA MARIA

(G) y &cido manurénico (M) que estan dispuestos en bloques homopoliméricos, M-My G-G, y
bloques heteropoliméricos, M-G, intercalados (Figura 14) %3 El acoplamiento de los
blogues G-G se forman mediante el enlace covalente glucosidico a (1—4) y el de bloques M-
M se produce por el enlace glucosidico B (1—4) 8. La proporcion de bloques de Gy M
influencian las propiedades macro y microscopicas del ALG, donde su rigidez varia segun el
ensamblaje de blogues, en orden G-G>M-M>M-G, y el peso molecular influencia su
degradabilidad 128,

H OH
HO
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H OH
H
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Figura 14. Monomeros de acido manuronico (M) y acido gulurénico (G) que conforman la
estructura quimica del ALG. Existen 3 tipos de bloques construidos segun el acoplamiento de
mondmeros, bloques MMM (solo acido manuroénico), GGG (solo &cido gulurdnico) y MGM

(combinacion de acido manurénico y &cido gulurénico). Adaptada de la fuente original 1%,

El ALG tiene naturaleza polianionica debido a los grupos funcionales carboxilo e hidroxilo de
sus mondmeros, por lo que tiene interacciones electrostaticas con cationes mono y divalentes,
siendo preferible los cationes divalentes, entre los cuales, el mas utilizado es el ion divalente
Ca*2 para reticular las moléculas del ALG, consiguiendo asi una mejor resistencia mecanica de
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los andamios de ALG **. Los iones Ca*? se unen a los grupos carboxilo del &cido gulurénico y
acido manuronico, para la reticulacion de las cadenas lineales, formando una estructura
tridimensional Ilamada “canasta de huevos™ (Figura 15), siendo los residuos de los bloques G

los dominantes en la reticulacion 128,

El ALG ha recibido un gran interés debido a su abundante disponibilidad y obtencion de fuentes
renovables, bajo costo, biocompatibilidad, biodegradabilidad ajustable, hidrofilicidad y no
toxicidad L. Es hemostatico, con estructura similar a la de los GAG, uno de los principales
componentes de la MEC, y tiene una gran versatilidad quimica, lo que le da la capacidad de ser
funcionalizado con motivos de reconocimiento, factores de crecimiento y otros componentes

bioldgicos que permitan mejorar la adhesion celular 3,

Aunque el ALG carece de motivos funcionales interactivos con las células, como secuencias
RGD, es posible acoplarlo gracias a su alta modificabilidad, consecuencia de la presencia de
los grupos funcionales, con lo cual es posible ajustar sus propiedades fisicas, quimicas y

mecénicas 128130,

Figura 15. Esquematizacion de la reticulacion del ALG con iones de calcio. Formando la

“canasta de huevos™ entre cadenas lineales de ALG e iones calcio. Adaptada de la fuente original
130

Sin embargo, el ALG puro tiene una electrohilabilidad deficiente, debido a su naturaleza
polianiodnica, lo que le da alta tension superficial, conductividad y viscosidad. Otro reto durante
el SE es que las cadenas de mondmeros lineales del ALG son rigidas por la fuerte repulsion
electrostatica entre los aniones, lo cual dificulta el enredamiento de la cadena **°. Por lo tanto,
para el uso del ALG en el SE es necesario mezclarlo con un segundo material como PLA 132,
PLGA 13 PEG 3, un tensioactivo o un disolvente que reduzcan su conductividad eléctrica y

tension superficial, como el etanol **°.
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8 APLICACIONES DEL ELECTROHILADO EN INGENIERIA DE TEJIDOS

8.1 Electrohilado en regeneracién de piel

La piel es el érgano vital mas grande del cuerpo y es crucial para el procesamiento sensorial, la
termorregulacion y proteccion del cuerpo contra el ambiente externo 3. A pesar de eso, es un
tejido susceptible al dafio o perdida a causa de algunas lesiones y tipos de enfermedades v,
aungue, la piel se encuentra en la capacidad de autoregenerarse, se enfrenta a muchos desafios
que interfieren en su adecuada y rapida curacion 5% entre ellos la infeccion microbiana,
tiempo largo de cicatrizacion, inflamacion de los tejidos, perdida de humedad en las heridas,

gangrena y sepsis 1%,

A causa de traumatismos, cirugias, quemaduras, enfermedades vasculares periféricas, escaras
y diabetes, la piel puede sufrir lesiones serias, lastimando todas sus capas, pudiendo involucrar
tejidos subyacentes, generando heridas de espesor completo, amenazando el bienestar de la
salud humana al provocar grandes defectos o deterioro de la funcion de este tejido, que en casos
graves puede poner en peligro la vida del paciente 137138,

A lo largo de los afios se han utilizado tratamientos tradicionales como ungiientos, cremas,
administracion oral y local de farmacos y antibioticos, y tratamientos modernos como sustitutos
de piel sintética, injertos de piel y cirugia %13, Pese a ello, los tratamientos clasicos presentan
desventajas como, una regeneracion lenta y poco controlada del tejido, no llegando a cumplir
muchas veces con el aspecto estético y funcional deseado. Por otro lado, los tratamientos
modernos tienen un alto costo y cuentan con una alta posibilidad de inmunorechazo por parte

del paciente o involucra una segunda intervencion quirtrgica **°.

En la actualidad, el desarrollo de apdsitos nanofibrosos para heridas ha entregado resultados
prometedores para la regeneracion de tejidos, la reduccion de cicatrices y una cicatrizacion mas
rapida, siendo el electrohilado (SE) la técnica mas conveniente para la produccion de las
nanofibras, debido a su sencillez, alta capacidad para producir mallas nanofibrosas
tridimensionales, con estructuras interconectadas y porosas con nanoescala muy similar a la
matriz extracelular (MEC) del tejido nativo. Ademas, permitiendo controlar la forma, diametro
de nanofibra, tamafio de poro y volumen del andamio, logrando estructuras con propiedades
Unicas que brindan la capacidad de crear un apésito adecuado para vendar tejidos dafiados y

lograr su reepitelizacion 11613,

Debido a sus propiedades especiales durante el proceso de cicatrizacion, los apdsitos
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electrohilados son perfectos para tratar lesiones cutaneas, ya que favorecen la regeneracion,
protegen la herida de infecciones por microorganismos exdgenos, absorben los exudados
celulares, permiten el intercambio de desechos y nutrientes, y controla la perdida de agua de la
superficie de la piel, creando un entorno ideal para la cicatrizacion de heridas 714, Asi mismo,
es posible aumentar la capacidad de curacion del aposito, ya que tienen el potencial de
encapsular una variedad de compuestos bioactivos como antibidticos, antiinflamatorios,
antioxidantes, entre otros, obteniendo asi la capacidad de minimizar el dolor e infecciones

bacterianas, promover la coagulacion y hemostasia >4,

Las bacterias que comunmente infectan las lesiones en piel son Escherichia coli y
Staphylococcus aureus #*, Dado que una herida infectada no puede curarse hasta que la
infeccion estd bajo control, se suelen utilizar antibioticos orales. Sin embargo, su uso tiene
algunos inconvenientes, entre ellos el riesgo para la microflora intestinal esencial del cuerpo
humano, por lo que la administracion localizada de agentes antibacterianos es bastante eficaz
para tratar la infeccion y proteger al mismo tiempo la microflora intestinal 1. Por esa razon, es
deseable desarrollar apositos nanofibrosos que puedan prevenir la infeccion microbiana,
proteger la herida durante las diferentes etapas de cicatrizacion, estimular el crecimiento y la
regeneracion celular y absorber los exudados de la herida para reducir la inflamacion dentro del

area afectada 38

En el estudio realizado por Ali et al., 2022, mediante la técnica del electrohilado de mezcla, se
prepararon apositos de nanofibras de quitosano y gelatina (NF CS/GT) cargados con
nanolaminas de grafeno (GNS), (NF GNS-CS/GT), para ser utilizados como andamios
antibacterianos y cicatrizantes 3. Aprovechando las propiedades cristalinas y antimicrobianas
del grafeno para mejorar las propiedades de los apésitos de NF CS/GT, incluida su porosidad y
actividad antimicrobiana contra E. coli y S. aureus . Las concentraciones de GNS variaban
del 0.10 al 0.20%, siendo los apositos con 0.15% de GNS los que mostraron mejores resultados
de porosidad, biodegradabilidad e hinchabilidad. Tanto el andamio de NF CS/GT como el NF
GNS-CS/GT al 0.15% demostraron tener una buena actividad antibacteriana, aun asi, los
resultados fueron mejores en los andamios NF GNS-CS/GT al 0.15%. Se confirmé la
biocompatibilidad y no citotoxicidad de los materiales y tanto NF CS/GT como NF GNS-
CS/GT, mostraron una migracién celular mejorada que alcanzé el 93,69 y el 97 %
respectivamente, después de 48 h, en comparacion con el control negativo (células sin
andamio). A su vez, inform6 la comparacion del efecto que tiene la técnica de fabricacidn sobre

las propiedades del andamio, comparando los mismos materiales, en forma de fibras obtenidas
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mediante SE y en forma de peliculas obtenidas mediante liofilizacion, confirmando que la
fabricacién de apdsitos del mismo material en forma de nanofibras electrohiladas, aumentd
significativamente la porosidad dentro del material, en comparacion con las peliculas de CS/GT
liofilizadas, debido al aumento del area superficial, permitiendo alcanzar hasta un 90% de
porosidad en la matriz y, mostraron una actividad antibacteriana superior contra E. coli y S.
aureus, en comparacion con la pelicula de CS/GT, lo cual se considera una gran ventaja en la
preparacion de apdsitos para heridas para permitir una buena perfusion de oxigeno y nutrientes

dentro del area de cicatrizacion de heridas y el correcto crecimiento celular 1%,

Bakhsheshi et al., 2020, utilizaron quitosano y alginato para fabricar apositos (CS/ALG)
cargados con gentamicina (Gn) (Figura 16A) para el tratamiento de quemaduras, variando la
concentracion de Gn entre el 1 al 10% y se observd que las nanofibras con una concentracion
del 3% mejoraron la adhesion celular, proliferacion celular y regeneracion de la piel en ratones,
mas que los apdsitos para heridas con concentraciones mas altas de Gn °. Los ensayos in vitro
demostraron que los apositos CS/ALG-3%Gn tuvieron una liberacion gradual y constante de
Gn hasta el décimo dia. Se observo actividad antibacteriana en los andamios de CS/ALG cony
sin Gn, esto debido a las propiedades antibacterianas del CS. Sin embargo la Gn potencié la
inhibicion bacteriana y demostré un mayor rendimiento antibacteriano a lo largo del tiempo de
incubacion de los apositos CS/ALG-Gn. Los ensayos in vivo consistieron en la implantacion
de andamios CS/ALG -3%Gn, CS/ALG y un control (gasa) en heridas hechas por quemadura
en la espalda de ratones (Figura 16B). Se observé que los apositos CS/ALG-3%Gn estimularon
la formacidon de una dermis mas gruesa, aumentaron la deposicion de colageno y la formacion
de nuevos vasos sanguineos y foliculos pilosos, lo que indica una mayor cicatrizacion de la
herida, en comparacion con los andamios de CS/ALG vy el control. Considerando los apdsitos
CS/ALG-3%Gn buenos candidatos para su uso como sistemas de administracion de farmacos

en heridas y apositos para las aplicaciones de regeneracion de piel 140,

Otra alternativa atractiva para evitar la infeccién de heridas, teniendo en cuenta la problematica
actual del alto riesgo de resistencia bacteriana, es la administracion localizada de agentes

antibacterianos naturales cargados en apdsitos 4.,

Du et al., 2023, realiz6 un estudio donde se prepararon apdésitos nanofibrosos mediante la
técnica del electrohilado de mezcla, para traumatismos en la piel, utilizando fibroina de seda
(SF) y GT, con la adicién de extractos de propdleo (EP) cargados en las nanofibras (Figura
17A), ya que este compuesto tiene propiedades antioxidantes, antibacterianas, antiinflamatorias

y antiulcerosas *8, Estas nanofibras electrohiladas tenian una concentracion de EP que variaba

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




v . UNIVERSIDAD
REPOSITORIO DE L i-caroLica

TESIS UCSM —¢®  DE SANTA MARIA

del 0.5 al 3% de EP y se observé que las nanofibras con un 1% de EP mostraron buena
biocompatibilidad, citocompatibilidad y hemocompatibilidad, ademas promovieron
significativamente la migracion celular y tenian una excelente hidrofilicidad, que beneficio la
absorcion de exudados y el mantenimiento de la humedad en la herida, siendo asi SF/GT-1%EP,
una buena promesa para la terapia de regeneracion de la piel. Se observo que la adicion de
propéleo cambi6 significativamente las propiedades mecanicas, la hidrofobicidad y la
degradabilidad de las nanofibras SF/GT. La adicion de propéleos también confiri6 propiedades
antibacterianas a SF/GT, que por si mismo no mostraba. Los ensayos in vivo realizados en la
espalda de ratones con heridas de espesor completo demostraron que la aplicacion de apositos
de SF/GT-1%EP en comparacion con el control (gasa), logro el cierre completo de la herida
luego de 17 dias, ofreciendo una mayor velocidad de cierre de heridas y mejor calidad de

cicatrizacion (Figura 17B) 1%
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Figura 16. Elaboracién de apdsitos de CS/ALG-Gn para la regeneracién de heridas cutaneas.
(A) Representacion esquematica de la preparacion y caracterizacion de nanofibras
electrohiladas CS/ALG-Gn. (B) Imagenes macroscopicas de heridas hechas por quemadura en
la espalda de ratones tratadas con gasa, CS/ALG y CS/ALG-3%Gn a los 7 dias posteriores a la

lesion. Adaptada de la fuente original 140,
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Figura 17. Proceso de cierre de heridas con apositos SF/GT-EP. (A) Esquema de fabricacién

de membranas nanofibrosas SF/GT-EP. (B) Imagenes macroscopicas de heridas a los 0, 7, 12
y 17 dias después de crear una herida de piel de espesor completo. Adaptada de la fuente
original 38,

Otro estudio realizado por Yang et al., 2020, evalud las propiedades eléctricas, mecanicas,
antimicrobianas y nanotopogréficas del oxido de grafeno (GO), y el efecto de la gran cantidad
de grupos funcionales activos (hidroxilo, carboxilo y epoxi) que podrian mejorar la
hidrofilicidad y la interaccion con moléculas y células *’. En este estudio, andamios
nanofibrosos estructurados mediante la técnica del electrohilado coaxial con una cubierta de
CS y nucleo de &cido L-poliléctico (PLLA), se recubrieron con nanoldminas de GO para crear
un microambiente sinérgico para la cicatrizacion de heridas. Las concentraciones de GO fueron
de 0.5 a 2 mg/mL, entre las cuales, la concentracion de 1.0 mg/mL demostré promover la
proliferacion y migracion celular *3’. La presencia de PLLA en el andamio confirié una mayor
resistencia estructural, el CS proporciond actividad antimicrobiana y propiedades hemostaticas,
y el recubrimiento con GO potencié la actividad antimicrobiana, mejor6 la rugosidad de la
superficie de las fibras y la hidrofilia de los andamios nanofibrosos CS/PLLA, sin destruir la

estructura de las nanofibras. Se informé que la rugosidad superficial mejor6 la adhesion celular,
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el control de sefiales del crecimiento y la diferenciacion celular; mientras que los grupos
funcionales de CS y GO promovieron la unién y proliferacion celular al aumentar la unién con
proteinas celulares. Los ensayos in vivo realizados en lomos de ratas con heridas de espesor
completo mostraron una regeneracion total del tejido epitelial a los 21 dias de ser tratados con
andamios nanofibrosos de CS/PLLA recubiertos con GO. Los autores aseguran que estos

andamios tendrian un excelente potencial en proceso de cicatrizacion de heridas **’.

La cicatrizacion es un proceso muy complejo que pasa por la inflamacion, la reepitelizacion, la
angiogénesis, la creacion de tejido de granulacion y el depo6sito de colageno vy, esta relacionado
con un alto nivel de estrés oxidativo en el cuerpo, lo que impide la remodelacion de los tejidos
y el deterioro de las heridas, por lo que una excelente opcion es el uso de agentes antioxidantes

y antiinflamatorios 4.

Li et al., 2022, desarrollaron andamios nanofibrosos de acido polilactico-co-caprolactona
(PLCL) y GT cargados con epigalocatequina-3-O-galato (EGCG) mediante electrohilado
coaxial (PGEC) y electrohilado de mezcla (PGEB), para superar el estrés oxidativo durante la
reconstruccion de los tejidos, con capacidad de liberacion sostenida del farmaco EGCG, el cual
ofrece una actividad antioxidante, antiinflamatoria, antibacteriana e inmunomoduladora (Figura
18A) . Durante los ensayos in vitro se demostré que los andamios PGEB tenian una rapida
liberacién del farmaco y una mayor capacidad antioxidante que los andamios PGEC, debido a
la mayor exposicion del EGCG en las fibras de PGEB, por lo tanto una mayor interaccion con
el agua y una mayor degradacién. Pese a ello, los andamios PGEC fueron preferidos, al
presentar una controlada liberacion del farmaco, demostrando tener una mejor encapsulacion,
ademas de tener una excelente actividad antioxidante, antibacteriana, hemostéatica,
biocompatibilidad y viabilidad celular superior, en comparacion con el apésito con estructura
de mezcla (PGEB), esto debido a la ligera toxicidad asociada a EGCG. Los ensayos in vivo
realizados en ratas con heridas cutaneas, sefialaron que los andamios de PGEC fomentaron la
viabilidad, diferenciacion y proliferacion celular, reepitelizacion, reduccion de pérdida de
sangre, la inhibicidn de la infeccion posterior de la herida y facilitd el cierre temprano de heridas
de espesor completo, logrando la completa curacion de la herida luego de 14 dias (Figura 18B).
Los autores corroboraron que la bioactividad de los andamios PGEC son altamente efectivas

para curar la herida y mejorar la calidad del tejido recién formado dentro del lecho de la herida
141
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Figura 18. Evaluacion del proceso de cicatrizacion cutanea con andamios PLCL/GT cargadas
con EGCG. (A) Esquema de los pasos de preparacion de los andamios nanofibrosos de
PLCL/GT cargados con EGCG. Representacion grafica de los 3 tipos de configuracion de las
fibras electrohiladas (PLCL/GT, PGEB y PGEC). Ensayos realizados para la evaluacion de los
andamios. (B) Resultados del experimento in vivo realizado en ratdn para la cicatrizacion de
heridas de espesor completo. Potencial de cicatrizacion de los andamios PGEC, PGEB,
PLCL/GT y gasa (control) a los 0, 7 y 14 dias. Adaptada de la fuente original 4.

Adicionado a los traumatismos, cirugias y quemaduras, otras lesiones en la piel pueden ser
causadas por enfermedades vasculares periféricas que retrasan el proceso de sanacién y las
ulceras diabéticas, que son dificiles de curar, causando discapacidades fisicas y teniendo un
tratamiento de elevado costo, que eventualmente termina en amputaciones debido a la falta de

una cicatrizacion tipica de heridas, causado por una menor secrecién de factores de crecimiento
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en heridas diabéticas 16,

Un biomaterial ampliamente estudiado como apdsitos para heridas para pacientes con ulceras
diabéticas, debido a su buena biocompatibilidad, biodegradabilidad, actividad antimicrobiana
y antifingica, propiedades hemostaticas y estimulacion del tejido granular, es el CS y sus
nanofibras 11%1%, Se ha descubierto que el CS mejora la liberacion de factores de crecimiento

que gobiernan la migracion y proliferacion de fibroblastos durante la cicatrizacion de heridas
116

Yang et al., 2020, disefiaron andamios multifuncionales de CS y PCL cargados con lidocaina
(LD) y mupirocina (MP) (CSLD-PCLMP) (Figura 19A) con funciones hemostaticas,
anestésicas y antimicrobianas para su uso como apdsitos en heridas, utilizando la técnica de
electrohilado de doble chorro **°. Durante los ensayos in vitro, los andamios de CSLD-PCLMP
exhibieron una mayor hidrofilicidad que CSLD, debido a una mayor porosidad, por ende mayor
contacto de moléculas de agua y un tamafio de poro adecuado para el intercambio de sustancias
e infiltracion celular. La incorporacion de PCLMP otorgd una mayor resistencia y flexibilidad
al andamio. Se pudo observar que CSLD aport6 las propiedades hemostéticas al andamio de
CSLD-PCLMP, debido a las cargas positivas del CS que permitieron la agregacion de
eritrocitos y adhesion plaquetaria con carga negativa, promoviendo la coagulacion de sangre en
corto tiempo. También se determind que la mayor actividad antibacteriana en el andamio
CSLD-PCLMP fue otorgada por las excelentes propiedades de la mupirocinaen PCLMP, y una
menor actividad antimicrobiana presentada por parte de CSLD *. Los resultados in vivo
demostraron que CSLD-PCLMP mejor6 el proceso de cicatrizacién de heridas de espesor
completo en ratas, mucho mas rapido que los andamios por separado, debido a su capacidad
sinérgica, promoviendo la reepitelizacion y formacion de tejido de granulacién y colageno,
facilitando la cicatrizacion de heridas (Figura 19B). Fue posible controlar la velocidad de
liberacion de farmacos mediante su carga en biopolimeros, basandose en sus propiedades
hidrofilicas, es decir, se logré una liberacion rapida de LD, con actividad anestésica, debido a
su unién con CS, un biopolimero hidréfilo, y una liberacion sostenida de mupirocina, con
actividad antibacteriana, al estar cargada en PCL, un biopolimero hidréfobo. Se demostré que
los andamios de nanofibras CSLD-PCLMP con propiedades multifuncionales podrian
promover en gran medida los efectos terapéuticos de curacion de heridas y podrian cumplir

idealmente con los diversos requisitos del proceso de curacion de heridas %,
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Figura 19. Elaboracion de andamios CSLD-PCLMP multifuncionales para la regeneracion de
piel. (A) Esquematizacion del proceso de electrohilado de doble hilera para la fabricacion de
andamios nanofibrosos CSLD-PCLMP. (B) Heridas de espesor completo en la espalda de ratas
y su proceso de regeneracion en el dia 0, 7 y 14 después de su tratamiento con gasa (control) y
los andamios de nanofibras CSLD, PCLMP y CSLD-PCLMP. Adaptada de la fuente original
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8.2 Electrohilado en regeneracién de hueso

El hueso es un tejido conectivo altamente vascularizado que proporciona a nuestro esqueleto
estabilidad mecénica, movimiento y defensa de los 6rganos internos del cuerpo. A pesar de ser
un tejido duro, puede ser lesionado de distintas formas, como por defectos 6seos o fracturas,
causados por traumatismos, osteoporosis, lesiones deportivas, infecciones y enfermedades .
La mayoria de las fracturas son tratables con técnicas clinicas; pese a esto, las roturas complejas
y las fracturas patoldgicas provocadas por enfermedades o defectos 6seos son dificiles de tratar
eficazmente, requieren un largo periodo de cicatrizacion y pueden causar la perdida de
funcionalidad del tejido, un cambio en la estética, dificultar la colocacién de implantes, un

mayor riesgo de fracturas, asi como problemas de salud bucal y general 1%,

Las protesis ortopédicas, implantes ortopédicos e implantes dentales se utilizan frecuentemente
para restaurar la forma y la funcién de la pieza, estabilizar y tratar las fracturas Oseas,
reemplazar articulaciones y corregir deformidades, lo que supone un aumento considerable de
la esperanza de vida del paciente 142143, No obstante, existen factores que pueden contribuir al
fracaso de estos dispositivos en huesos, como por ejemplo las infecciones o una mala

integracion del dispositivo 142,

Las infecciones relacionadas con protesis ocupan un lugar importante entre las complicaciones
ortopédicas, ya que las tasas de infecciones relacionadas con proétesis después de la cirugia
ortopédica son altas y dificiles de tratar 2. La terapia antibiotica sistémica a largo plazo, que
consiste en administrar altas dosis de antibidticos sistémicos para que lleguen a la zona tratada
a través de la distribucion tisular, es el tratamiento estandar actual para tratar las infecciones
causadas por protesis 2. Sin embargo el fracaso del método puede dar lugar al desarrollo de
resistencia a los antibioticos, efectos secundarios del antibiético, riesgo de toxicidad, aumento
de la morbilidad y mortalidad de los pacientes 142143, Por tal motivo, ha surgido la necesidad de
nuevas estrategias, con tratamientos que proporcionen una liberacion localizada de nuevos
antibioticos que puedan ser utilizados contra patdgenos que son considerados los principales
agentes causantes de infecciones ortopédicas, como Enterococcus faecias resistentes a

vancomicina y Staphylococcus aureus resistentes a la meticilina (MRSA) 14,

Una alternativa viable para el reemplazo del tratamiento antibiotico sistémico, es el uso de
sistemas implantables que liberan antibioticos localizados a un ritmo controlado durante el
tiempo deseado 1%2. Ademas de la administracion local de antibioticos, es ventajosa la adopcion

de una técnica preventiva profilactica en pacientes con factores de riesgo como diabetes,
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obesidad o enfermedades autoinmunes, para reducir el riesgo de desarrollar infecciones después
de la colocacion de una protesis 142, Suele ser usado un cemento dseo de poli(metacrilato de
metilo) (PMMA) como tratamiento profilactico, que tiene como objetivo liberar de manera
localizada diferentes antibi6ticos; aun asi, su uso se ve limitado por algunos factores, entre los
cuales, el mas importante es que no es biodegradable 42,

La ingenieria del tejido 6seo (BTE) se ha convertido en un método favorable para tratar el hueso
lesionado, reemplazar el hueso dafiado y reconstruir implantes 6seos dotandolos de las
propiedades necesarias para superar las problematicas comunes causadas por las protesis

convencionales 1%,

La BTE puede superar las problematicas de las prétesis mediante el aprovechamiento de las
virtudes del SE, ya que tiene el potencial de fabricar andamios que imitan estructuralmente la
MEC del hueso nativo, ademas tienen una alta eficiencia de encapsulacién y carga de farmacos,
la capacidad de crear revestimientos con ajustes fisicos como la microestructura y porosidad, y
ajustes quimicos, como el tipo de polimeros y biomoléculas 4. Por otro lado, los andamios
electrohilados poseen una alta relacion area superficial/volumen, alta porosidad, tienen una
morfologia nanofibrosa interconectada que ayuda a las células 6seas a adherirse, proliferar y
diferenciarse en tejido nuevo y, gracias a la amplia gama de biopolimeros con los que trabaja,
pueden proporcionar caracteristicas mecanicas necesarias, biocompatibilidad y
biodegradabilidad deseada 196144,

Boncu et al., 2020, formularon esteras fibrosas de acido polilactico-co-glicélico (PLGA) y PCL
cargadas con linezolid, mediante la técnica del electrohilado de mezcla, para conseguir una
liberacion controlada del farmaco y examinar los efectos de la concentracion de PLGA y PCL
sobre las propiedades de las fibras y las esteras, para ser utilizadas en el tratamiento y profilaxis
de las infecciones relacionadas con protesis 142, La concentracion de linezolid en las fibras fue
del 5,10 y 20 %, las concentraciones de PLGA iban de 50 a 100 % y las concentraciones de
PCL variaban del 0 a 50 %, de las cuales se eligid las nanofibras con configuracion F4-20 (100:0
PLGA:PCL con 20 % linezolid) debido a una encapsulacion y eficacia bacteriana prolongada
del farmaco superior al resto. Mediante ensayos in vitro e in vivo realizados en la tibia trasera
de ratas, se confirmd una liberacion de farmaco hasta de 28 dias y que su aplicacion fue méas
eficaz que el grupo control (sin tratamiento) y el resto de las formulaciones. Asi mismo se
observo que el aumento en la cantidad de PLGA resultd en una liberacion reducida de linezolid,
mientras que el aumento en la cantidad de linezolid resultd en el aumento de la liberacion del

farmaco. Todas las esteras conformadas por PLGA tuvieron una favorable eficiencia de
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encapsulacion y buenas propiedades mecanicas, no obstante, ambas caracteristicas decayeron
con la adicién de PCL en las formulaciones. Mediante analisis histopatolégicos se determin6
que F4-20 dio como resultado una infeccién in vivo menos grave y una cicatrizacion mas rapida
en ratas con fracturas infectadas con MRSA. Con ayuda de una evaluacion radiogréfica se
observo que el plazo de curacion de la fractura en todos los grupos fue a los 21 dias, mientras
que los grupos con F4-20 se dio a los 7 y 14 dias. Se concluyo que la presencia de la estera de
fibra tuvo un efecto positivo en la cicatrizacion del tejido, acelerando la consolidacion de las
fracturas infectadas previniendo los efectos secundarios sistémicos del antibidtico, por la

administracion local del antibiético mediante esteras electrohiladas 2.

Las infecciones asociadas a implantes (IAl), al igual que las infecciones relacionadas con
prétesis, son complicaciones graves que pueden desarrollarse como resultado de la
contaminacion perioperatoria de la herida, infecciones en partes cercanas del cuerpo que llegan
al implante o a través de la propagacion hematdgena de bacterias desde un lugar mas distante
del sitio de infeccion al implante 13, Las 1Al causadas por MRSA y el desarrollo de una gruesa
biopelicula bacteriana en la superficie del implante son dos problemas importantes y frecuentes
gue suponen un reto para los pacientes y los cirujanos ortopédicos. Como consecuencia, estos
casos provocan morbilidad en el paciente y los costes asociados son extremadamente elevados
para un tratamiento agresivo compuesto por numerosas cirugias para retirar el implante
infectado y esterilizar el lecho de la herida, en combinacion con un tratamiento prolongado con

antibioticos sistémicos 142

Gracias a la tecnologia del SE es factible mitigar la IAl, mediante el recubrimiento de implantes
con nanofibras cargadas de antibidticos, combatiendo asi infecciones bacterianas y previniendo
la formacioén de biopeliculas tanto en una etapa posoperatoria inmediata como en infecciones
tardias 1*3. Frente al hecho de la aparicion de bacterias resistentes a los antibiéticos, debido a
las diferentes configuraciones de la técnica del SE, es posible realizar el tratamiento con
antibioticos combinados, que demuestren un tratamiento superior a los tratamientos de un solo

farmaco 1*°.

En la actualidad, son usados los implantes con recubrimientos antimicrobianos, pero esto pone
en manifiesto la necesidad de una unién estable entre el implante y el recubrimiento, que sea lo
suficientemente fuerte y durable como para resistir la delaminacion quirdrgica provocada por

la insercion a presion en el hueso 14,

Es por eso que, en el estudio realizado por Jahanmard et al., 2021, se fabric6 un recubrimiento
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compuesto de fibras electrohiladas de PLGA y PCL, para la administraciéon sinérgica de
antibidticos combinatorios, vancomicina (Van) y rifampicina (Rif) a largo plazo (Figura 20A),
ya que estos antibioticos se muestran eficaces contra MRSA 'y sus biopeliculas, respectivamente
143 Mediante impresion 3D se estructuraron implantes de titanio (Ti) con estructura de celosia
o rejilla, con el fin de lograr una mayor durabilidad en la unién entre nanofibras e implante. Se
electrohilaron nanofibras de PLGA y PCL cargadas con Van y Rif directamente sobre el
implante, trabajando con dos diferentes configuraciones del SE, su configuracién coaxial,
creando asi recubrimientos monocapa de fibras con nicleo de PCL/Van y una carcasa de
PLGAV/RIf; y su configuracion de mezcla uniaxial, obteniendo una estructura bicapa de
nanofibras, una capa interna de PCL/Van y una capa externa de PLGA/RIf (Figura 20B). El
mejor resultado provino de la estructura de bicapa, mostrando un perfil éptimo de liberacion
simultanea de farmacos, con concentraciones suficientemente altas para ser efectivas y ofrecer
una actividad bactericida sinérgica mejorada contra S. aureus, logrando proteger el implante
completamente contra la formacion de biopeliculas durante la primer semana y presentando un
comportamiento de liberacion sostenida durante 6 semanas, superior a la estructura de nucleo-
carcasa, evidenciando su capacidad para inhibir el crecimiento bacteriano prolongado. Los
ensayos in vivo realizados mediante la implantacion en tibias de ratas cadavéricas demostraron
que, la estructura reticular del implante impreso evité con éxito la delaminacion del
recubrimiento de bicapa electrohilada, a pesar de ajustar el implante por presion (Figura 20C).
Mediante ensayos in vitro se confirm¢ la citocompatibilidad del recubrimiento, se le atribuy6
la mejora en la proliferacion de osteoblastos y una actividad metabdlica en constante aumento;
la observacion de la organizacion de actina corroboro estos resultados, al ser hasta 6 veces
mayor en la estructura de bicapa en comparacion de la estructura monocapa de nucleo-carcasa.
Los autores sugirieron extender los estudios a recubrimientos multifuncionales, que ademas de
contar con agentes antimicrobianos, se agreguen agentes osteoinductores para obtener

rendimientos completos 143,

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




=2 . UNIVERSIDAD
REPOQSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM -« DE SANTA MARIA

PLGA/Rif

-
A m .- -

bi-layered

PCL/Van ‘-ﬁ,’?
ZORRTIL SO
<D \mplant® 5

Bilayer Nanofiber

Structure

TEVOd

Figura 20. Construccién de andamios recubiertos con nanofibras electrohiladas para su
aplicacion en BTE. (A) Recubrimiento bicapa bactericida para implantes de celosia o rejilla,
compuesto por fibras electrohiladas de PLGA y PCL cargadas con Rif y Van como antibidticos.
(B) Esquematizacion de la configuracion coaxial y bicapa del recubrimiento con nanofibras
electrohiladas sobre el implante de titanio de celosia. (C) Fotografias comparativas del estado
de los implantes de titanio recubiertos con fibras electrohiladas, con estructura lisa y estructura
de celosia o de rejilla, antes y después de ser implantadas en tibias de ratas. Observacion de
delaminacion en implante con estructura lisa y sin delaminacion de fibras en implantes con

estructura de celosia después de la implantacion. Adaptada de la fuente original 143,

Con la técnica del SE, es sencillo lograr mimetizar a escala micro y nanométrica la MEC del
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hueso, sin embargo, sigue siendo un reto conseguir estructuras tridimensionales complejas. Esto
ha impulsado a dirigir las investigaciones a un nuevo campo, el melt electrospinning o
electrohilado por fusion (ME), el cual es una variacion de la técnica convencional del SE 2. El
ME tiene la ventaja de poder fabricar andamios de microfibra altamente ordenados con una
estructura 3D y mecédnicamente mas resistentes. A partir de esta técnica se desarrollo la técnica
de escritura por electrohilado por fusion (MEW), que permite el manejo mas preciso de la ruta
de impresion, la geometria y distribucién de fibras en los andamios MEW; no obstante, ME y
MEW al utilizar altas temperaturas para fundir los materiales, limitan su capacidad de cargar
moléculas bioactivas o antibidticos en las fibras, ya que pueden provocar su descomposicion.
Por lo cual, la combinacién de ambas técnicas, SE y ME, podria superar sus desventajas y
producir un resultado ideal .

Wang et al., 2021, propusieron la combinacion de técnicas, MEW y SE para construir un
andamio con una estructura definida y mecanicamente mas resistentes, con nano y micro
jerarquia para la BTE (Figura 21A) 3. Apilaron alternativamente capas fabricadas mediante
MEW vy SE, se estructuraron capas de rejillas de PCL con MEW que tenian un espaciado de
100, 200 y 400 pum entre las fibras (PCL-100, PCL-200 y PCL-400), mientras que con SE se
adicionaron capas de nanofibras de GT (PCL/GT-100, PCL/GT-200 y PCL/GT-400) y se
observo que el mejor resultado se obtuvo con PCL/GT-200 al exhibir una mejor dispersion
celular y cierta orientacion por las fibras MEW (Figura 21B). Mediante técnicas de microscopia
se confirmo una estructura de rejilla/nanofibra bien definida en todas las estructuras PCL/GT,
sumado a esto, la adicion de nanofibras de GT convirtié los andamios en hidréfilos, aumentd el
area superficial efectiva para la unién celular y promovio6 el crecimiento tridimensional de las
células dseas, mientras de las microfibras de PCL actuaron como pilares estructurales,
garantizando la resistencia mecénica y guiando la orientacién celular. Ensayos in vitro
demostraron que todas las configuraciones mostraron no ser citotoxicos y presentaron
crecimiento celular sobre sus superficies; sin embargo, con los andamios compuestos MEW/SE
se logré una mayor eficiencia de adhesion y proliferacion de osteocitos, y una mayor capacidad
osteoinductiva en comparacién con los andamios PCL MEW, atribuido a la similitud de la MEC
ofrecida por las nanofibras y las secuencias RGD de la GT. Concluyendo asi con la obtencién
de andamios disefiados con una composicién micro y nano estructural, presentando buenas
propiedades mecanicas y de osteoconduccién, siendo un candidato potencial para la

regeneracion osea .
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Figura 21. Elaboracion de andamios multicapa con arquitectura tridimensional construidos con

la técnica SE y MEW. (A) Esquematizacion de la fabricacion de andamios multicapa mediante
las técnicas SE y MEW. Iméagenes transversales del andamio fabricado con estructura de rejilla
y rejilla/nanofibra. (B) Imégenes de inmunotincion del cultivo celular en vidrio sin andamios
(control), G-nano (solo GT) y andamios PCL MEW (PCL-100, PCL-200 y PCL-400) y
PCL/GT (PCL/GT-100, PCL/GT-200 y PCL/GT-400) con diferentes tamafios de poro después
de 48 h de siembra; el citoesqueleto se tifio de rojo y los nucleos de azul. Adaptada de la fuente

original 3,

El rechazo de implantes, protesis e injertos es una causa comun del fracaso de la colocacion de
dispositivos en hueso 2. Comprender e imitar la composicion quimica de la MEC dsea nos

permitiria reproducir su capacidad de osteoconduccién, mejorar la adhesion celular e
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integracién con los tejidos circundantes, optimizando los resultados, superando la mala
integracion y rechazo del dispositivo 7>, Las nanofibrillas de colageno y los
glicosaminoglicanos (GAG), que aumentan la resistencia a fracturas y confieren elasticidad al
hueso, y los nanocristales de hidroxiapatita, que se depositan en la superficie de las nanofibrillas
de colageno, son componentes organicos e inorganicos que conforman la MEC d&sea,
respectivamente 1%, Gracias al amplio procesamiento de materiales del SE, es posible
electrohilar minerales, entre los que destaca la nanohidroxiapatita (nHAp) para aplicaciones de
BTE; y ha demostrado ser biocompatible, aportar propiedades osteoinductoras que influyen
fuertemente en la adhesion y proliferacion de células osteoblasticas, y también proporcionar
alta resistencia mecéanica al andamio para la regeneracion de tejidos 6seos. Varios estudios
confirman que el uso de nHAp para imitar la composicion inorganica 6sea en andamios, otorga
buenas propiedades de proliferacion celular, una tasa de degradacion controlada y propiedades
mecanicas deseadas para aplicaciones BTE 72106145,

Gautam et al., 2023, fabricaron un andamio tripolimérico de PCL-GT-CS mediante
electrohilado de mezcla, funcionalizando su superficie mediante recubrimientos de nHAp al
1% durante 10, 20 y 30 minutos, para fabricar andamios electrohilados biomiméticos 2. A causa
de la alta estabilidad mecéanica del PCL, biocompatibilidad y grupos RGD de la GT, y la N-
acetilglucosamina y glucosamina del CS, que son estructuralmente comparables con los GAG
que constituyen la MEC 6sea, se obtuvo armazones electrohilados PCL-GT-CS modificados
con nHAp con potencial para BTE 2. Se decidi6 utilizar los armazones tratados con nHAp
durante 20 minutos en ensayos in vitro, al demostrar una distribucién uniforme y deposicién
equilibrada de nHAp, mostrando una morfologia porosa sin bloqueos. Mediante ensayos in
vitro se encontrd que los armazones modificados con nHAp mostraron una mayor viabilidad,
adhesion y proliferacidn de osteoblastos humanos, con una morfologia celular bien distribuida,
forma poligonal caracteristica de los osteoblastos y una degradacién lenta en comparacién con
el resto de armazones. Concluyendo que la presencia de nHAp estimula la proliferacion de
células dseas y la degradacion lenta del andamio, manteniendo la morfologia electrohilada del
andamio, lo que permite a las células tener tiempo suficiente para regenerar su propia MEC

siendo un candidato potencial para su uso en BTE 2,

Otra forma de promover efectivamente la generacion de tejidos 6seos puede ser mediante el
uso de factores de transcripcion que le confieran al andamio funciones de osteoinduccion, como
en el estudio realizado por Wang et al., 2023. En este estudio fabricaron andamios

multifuncionales, que cumplieron con funciones antibacterianas y osteoinductoras 4. Se

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE

TESIS UCSM

desarrollaron andamios bicapa compuestos, mediante la técnica de SE, con un lado
antibacteriano (capa A) conformado por nanofibras de PCL/CS que estaria expuesto al lado de
los tejidos blandos y un lado osteogénico (capa O) conformado por nanofibras de SF/PCL,
cargado con el complejo PEI+Runx2, expuesto al lado de tejidos 6seos (Figura 22A). En el
andamio bicapa PCL/CS-SF/PCL (PCSP), tanto SF como PCL se eligieron para proporcionar
buenas propiedades mecanicas al andamio, SF por su potencial osteogenico, CS otorgd las
propiedades antibacterianas, mientras que las propiedades de osteoconduccion fueron
conferidas por la insercién de Runx2, que es el factor de transcripcion maestro exclusivo de
osteoblastos, el cual fue cargado a la capa O del andamio mediante el uso de polietilenimina
(PEI), que es un polimero catidnico utilizado como vector para administracion de genes por su
capacidad de unirse a acidos nucleicos *°. Los andamios PCSP demostraron tener propiedades
mecénicas moderadas, ser biocompatibles y tener una excelente hidrofilicidad, propicia para el
crecimiento celular. La capa A demostré una actividad antibacteriana ideal contra E. coli y S.
aureus , ademas gracias al aumento de CS present6 una excelente propiedad hidrofilica que
permitiria el crecimiento de las células del tejido blando y la capa O mostré una expresion
osteogénica mejorada y una buena hidrofilicidad. Los ensayos in vivo realizado en defectos
craneales de ratas demostraron que la implantacién de andamios PCSP+Runx2 promovio
efectivamente la generacion de tejido 6seo in vivo (Figura 22B). Concluyendo que PCSP+
Runx2 tienen la capacidad de administrar genes y el andamio PCSP prueba ser prometedor para

las aplicaciones regeneracion osea 4.
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Figura 22. Preparacion de andamios multifuncionales con propiedades antibacterianas y
osteoinductoras para la restauracion del tejido 6seo. (A) Diagrama esquematico de la
composicion de andamios PCSP conformadas con un lado “A" antibacteriano (PCL/CS),
ubicado hacia el lado del tejido blando y un lado "O™ osteoinductor (SF/PCL+Runx2), ubicado
hacia el lado del tejido 6seo. (B) Escaneo de defectos craneales de raton a las 8 semanas después
de la cirugia y tratamiento sin andamios (control), con andamios PCSP+control y
PCSP+Runx2. Adaptada de la fuente original 4.

8.3 Electrohilado en regeneracién de musculo

El sistema muscular es el responsable del movimiento, la postura, la produccién de calor y otras
funciones esenciales en nuestro cuerpo y estd formado tres tipos de musculo, mdsculo
esquelético, cardiaco y liso. Entre ellos el musculo liso es un tejido muscular involuntario
encargado de controlar el diametro de los vasos sanguineos, mover sustancias a través de los
organos internos y mantener estable la estructura de los drganos. Las células del musculo liso
(SMC) son parte crucial de los tejidos cardiovasculares, gastrointestinales y urolégicos que

tienen propiedades contractiles y pueden verse dafiados gravemente por trastornos, como las
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anomalias congénitas, inflamacion, traumatismos e incluso por cancer *2’. Por lo cual, la
ingenieria de tejidos (IT) ha considerado como estrategia prometedora para la reconstruccién
del tejido muscular liso el uso de andamios electrohilados, ya que son capaces de imitar la MEC
del musculo liso, incluyendo el alineamiento y la micro y nanotopografia, lo que influye en los
comportamientos celulares, como la unién, migracion, proliferacion, diferenciacion celular y el

mantenimiento de sus propiedades contractiles 7.

Actualmente ha incrementado la demanda de novedosos injertos vasculares de pequefio
didmetro (diametro < 6 mm), para el reemplazo clinico de vasos sanguineos dafiados por
oclusion, hiperplasia intimal, aneurisma y estenosis *?7. Sin embargo, actualmente no hay una
alternativa ideal de injertos venosos autologos de didametro pequefio; porque, al tener un
diametro muy pequefio, al igual que en el vaso sanguineo nativo, en el injerto se produce
oclusidn y estenosis en el interior, esto debido a un pobre manejo de la distribucion de células
endoteliales vasculares (CEv) y células del musculo liso vascular (vSMC). Las CEv actlan
como revestimiento de los vasos sanguineos que permiten delimitar el crecimiento del musculo
liso a la zona intimal del vaso sanguineo, ademas posee propiedades antitromboticas y
antiinflamatorias; por consiguiente, las CEv contribuyen a la prevencion de la estenosis,
trombosis y ayuda al flujo sanguineo normal. Hay que tener en cuenta que las vSMC tiene dos
fenotipos muy distintos y cambiantes, el contractil y el sintético, de los cuales es importante
preservar el fenotipo contractil, ya que en cultivos in vitro, con el tiempo tienden a cambiar al

fenotipo sintético, perdiendo su funcién contractil 14°.

La estructura topoldgica de una matriz electrohilada es capaz de preservar el fenotipo contractil;
ya que, puede imitar la orientacion de la MEC e influir en la diferenciacion celular 1%, Tsai et
al., 2019, hicieron uso del SE para preparar un andamio tubular de PCL con estructura de bicapa
y compararon el efecto de la guia topogréfica de fibras orientadas de manera aleatoria y
alineadas sobre el comportamiento de vSMC 46, El andamio bicapa estuvo formado por una
capa interna de nanofibras axiales y una capa externa de nanofibras alineadas
circunferencialmente, con el fin de imitar la alineacion de los vasos sanguineos nativos (Figura
23A y B) . Modificaron los andamios de PCL electrohilado inmovilizando GT en la
superficie de las fibras, para mejorar la hidrofilicidad, propagacion y el crecimiento celular. Los
ensayos in vitro indicaron que los andamios de GT-PCL fueron biocompatibles y permitian la
proliferacion celular; asi mismo, se observo que las células cultivadas en los andamios GT-PCL
con fibras alineadas se expandieron y elongaron, caracteristicas propias de las vSMC, en

comparacién con la forma circular con la que permanecieron las células sembradas en los
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andamios GT-PCL con fibras aleatorias. Junto con ello, la expresion de a-actina de musculo
liso (a-SMA\), principal proteina representativa del fenotipo de vSMC contractiles, fue mas alta
en andamios GT-PCL con fibras alineadas. Por lo que, los andamios GT-PCL con fibras
alineadas son buenos candidatos para la ingenieria de tejidos vasculares, al mantener el
crecimiento y proliferacion del fenotipo de vVSMC contractiles 4°.

Figura 23. Fabricacion de injertos vasculares de pequefio didmetro con fibras orientadas axial
y circunferencialmente. (A) Imagen del andamio tubular bicapa. (B) Iméagenes de las fibras de
PCL orientadas axial y circunferencialmente. (C) Sistema de SE para fabricar la capa interna
del andamio tubular (c) colector de mandril con cinta conductiva de carbono para alinear las
fibras de manera axial. (D) Sistema de SE para fabricar la capa externa del andamio tubular (d)
colector de mandril ubicado entre dos placas de conduccion metalica para alinear las fibras de

manera circunferencial. Adaptada de la fuente original 46,

Los tejidos de la vejiga y uretra son partes esenciales del tracto urinario, estan formados por
SMC, y pueden ser lesionados por traumatismos, infecciones, inflamaciones, malformaciones
congénitas y cancer 4”48 El procedimiento cominmente utilizado para el tratamiento del

tracto urinario es la construccion de vejigas y uretras mediante el uso de segmentos de intestino
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autogeno, lo cual tiene como ventajas la compatibilidad y disponibilidad del tejido, sin
embargo, el uso de intestino aut6logo tiene un gran inconveniente, ya que al ser ubicado en el
sistema excretor y debido a su alta capacidad para absorber agua y electrolitos, se producen
complicaciones como anomalias metabdlicas, infeccion del tracto urinario y formacion de
calculos. La IT supera las limitaciones de las terapias actuales mediante la técnica del SE,
debido a la seleccion de diversos biomateriales, el uso de células endogenas nativas del tejido
de interés y la imitacién de la arquitectura nativa del tejido, que hace posible generar sustitutos

funcionalmente equivalentes 147148,

Debido a su funcidn, la pared de la vejiga esta hecha de un tejido blando que tiene una gran
elasticidad; por lo que, el andamio de regeneracion de vejiga debe tener una resistencia
mecanica moderada y buena elasticidad **’. Mirzaei et al., 2019, utilizaron la técnica del SE
para producir andamios de PLGA y caracterizar sus propiedades mecanicas para ser utilizado
en el tratamiento regenerativo de vejiga 4’ Se utilizd andamios de PLGA ya que es un polimero
que puede cumplir con las necesidades elésticas requeridas 4’. Ademas, se investigé el
potencial de diferenciacion de células madre pluripotentes inducidas humanas (iPSC)
cultivadas en un andamio 3D de PLGA en comparacion con las células iPSC cultivadas en una
superficie 2D de poliestireno (TCPS) la cual seria el control. Los ensayos in vitro demostraron
que, luego de 3 semanas de incubacién de iPSC en los andamios de PLGA y TCPS en un medio
suplementado con el factor inductor de mioblastos, TGFB1, no habia toxicidad celular y la
proliferacion de células en la superficie de ambos andamios fue casi la misma durante los
primeros 5 dias, pero a partir del dia 10 la tasa de proliferacion de las iPSC humanas cultivadas
en andamio PLGA fue significativamente mayor que la de las iPSC cultivadas en TCPS como
control. De igual manera, se observé una mayor expresion de marcadores de musculo liso en
iPSC humanas cultivadas en PLGA que aquellas iPSC cultivadas en TCPS a las 2 y 3 semanas
después de la induccion de la diferenciacion. Lo cual indica que la tridimensionalidad,
resistencia y elasticidad del andamio nanofibroso de PLGA electrohilado fabricado, al imitar
estructural y funcionalmente la matriz de la vejiga, tuvo un impacto positivo en la actividad

celular, apoyando y mejorando la diferenciacion de las iPSC humanas a SMC 47,

La uretra, formada por mucosa uretral compuesta de células epiteliales uretrales (EC), capas
musculares compuestas por SMC y su correspondiente MEC, es un tejido que al ser lesionado
se induce el depdsito de tejido cicatricial, estenosis u obstruccidn total de la uretra, provocando
insuficiencia renal e infertilidad *°. Una de las limitaciones de los injertos uretrales actuales de

IT es su estenosis, por ello el uso de andamios con una correcta distribucion de células autologas
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es considerada una alternativa prometedora 4°.

Liu et al, 2020, fabricaron andamios nanofibrosos tubulares de GT y PLLA con arquitectura
jerarquica mediante electrohilado de mezcla, para promover la regeneracion uretral a partir de
la proliferacion de EC y SMC autdlogas #°. Se describio la eficiencia de andamios nanofibrosos
tubulares de PLLA puro, PLLA/GT (50:50), PLLA/GT (75:25). Fue demostrada la
citocompatibilidad de ambos biopolimeros y la capacidad de la GT de mejorar la hidrofilia del
andamio PLLA, promover la adhesién celular y dar elasticidad a las fibras. Fue seleccionado el
andamio de PLLA/GT (75:25) para su estudio in vivo, debido a sus propiedades fisicoquimicas
Optimas, microestructura y pistas nanotopograficas como rigidez, elasticidad, porosidad e
hidrofilia, muy similares a la del tejido uretral nativo y superiores a los andamios PLLA vy
PLLA/GT (50:50) (Figura 24A). Se observo que el andamiaje nanofibroso de PLLA/GT (75:25)
permitié la extensién orientada y la proliferacion de EC y SMC autdlogas, ademas de modular
la expresion de queratina en EC y actina en SMC, junto con la sintesis de elastina orientada.
Mediante ensayos in vitro se pudo observar la correcta distribucion de EC en el interior de los
andamios tubulares, y de SMC en el exterior, manteniendo la luz uretral en el injerto, esencial
para evitar la estenosis uretral y permitir la evacuacion de la orina *°. In vivo se realizaron
ensayos en conejos sometidos a un procedimiento de extracciéon de una porcién uretral, en la
cual fueron colocados los implantes nanofibrosos tubulares de PLLA, PLLA/GT (75:25) y
autoinjertos, y fueron observados luego de 3 meses (Figura 24B). Se demostrd que el andamio
mantuvo la permeabilidad uretral a largo plazo y facilitd con exito la epitelizacion del lumen,
el crecimiento orientado de SMC y la angiogénesis. Se evidencié que el microambiente
biomimético proporcionado por PLLA/GT (75:25) favoreci6 la generacion de vasos
sanguineos, lo que satisfizo las necesidades metabdlicas de las células SMC y EC, permitiendo
el crecimiento celular con su respectivas morfologias en forma de huso y de orientacion
triangular, respectivamente. Concluyendo con la elaboracion de injertos con estructura uretral
PLLA/GT, celularizados y funcionales para la regeneraciéon uretral in vitro e in vivo, sin

hiperplasia ni estenosis uretral 14°.
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Figura 24. Construccion y evaluacion de la funcionalidad de injertos autélogos tubulares de
uretra. (A) Fotografias del ensayo in vivo realizado en uretras de conejos a partir de la
extraccion de una porcion uretral y colocacién de implantes nanofibroso tubulares de PLLA,
PLLA/GT (75:25) y PLLA/GT (50:50). (B) Imagenes de tincion de Masson de la seccion
transversal de cada injerto autlogo tubular (autoinjerto, injerto de PLLA/GT y PLLA),
implantado en el sitio defectuoso de la uretra 90 dias después del trasplante. Colageno (azul) y
mausculo liso (rojo). (a), (b) y (c) Micrografias de tincidn fluorescente para tejido epitelial (rojo),

tejido muscular liso (verde) y ntcleos (azul). Adaptada de la fuente original *4°.

Las SMC también juegan un rol importante en el es6fago. Este 6rgano encargado de empujar
el bolo alimenticio hacia el estémago por contracciones de los musculos esofagicos circulares
y longitudinales puede verse gravemente herido por traumatismos, defectos congénitos y cancer

de esdfago 1.

Los tratamientos con conductos gastricos pull-up o las interposiciones de colon, que utilizan el
estbmago e intestino grueso respectivamente, suelen emplearse para tratar los defectos

esofagicos; pero, pueden causar complicaciones como problemas de digestion, reflujo,
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estenosis e infeccion, y no en todos los defectos esofagicos pueden ser aplicados estos
tratamientos **°. EI SE es una técnica prometedora para regenerar el esdfago nativo dafiado, al
permitir la reconstruccion de una nueva MEC con caracteristicas topogréaficas especificas y
permitiendo la migracion de células enddgenas al andamio . Con el paso del tiempo, se ha
logrado desarrollar aun mas la técnica del SE para tener un mayor alcance, enfocado en mejorar
la celularizacion de sus andamios sin importar la profundidad de este y obteniendo un andamio

uniformemente sembrado 1%%1%2,

El electrohilado celular (CE), es una técnica reciente con un gran potencial en aplicaciones
biomédicas debido a su capacidad para encapsular células vivas directamente en las fibras
mientras permite el control de la formacion de micropatrones, logrando mejorar la accesibilidad
nutricional y la distribucion celular en el andamio, manteniendo una alta viabilidad celular
10,151 "Gracias a las ventajas de CE, como la orientacion de la morfologia celular alineada, la
celularizacion uniforme y la diferenciacion acelerada de células, puede ser una estrategia eficaz

para reconstruir los tejidos del masculo liso y tratar perforaciones esofagicas **.

Yeo et al., 2023, propusieron la reconstruccion de tejidos esofagicos mediante el uso del CE,
SMC derivadas de células madre mesenquimales (MSC) y polimeros como el ALG y PCL 0,
Ademas, en este estudio se comparo el efecto de los micropatrones topograficos proporcionados
por la tecnologia CE y la bioimpresion 3D de células (CP) sobre la morfologia celular (Figura
25A). Para CE y CP, se utiliz6 como biotinta una solucién de ALG, polietilenglicol (PEG),
células MSC obtenidas a partir de amigdalas humanas y células SMC derivadas de las MSC
que fueron tratadas con un potente inductor de diferenciacion a miofibroblastos, TGF-p1, antes
de ser procesadas (CE-MSC, CE- SMC, CP-MSC y CP-SMC). Se utilizaron electrodos
paralelos para alinear las fibras de biotinta, las cuales fueron colocadas sobre una superficie de
PCL electrohilado, recolectado en un tambor giratorio. Entre las técnicas de CE y CP, se
seleccion6 como superior a la técnica del CE, ya que, los ensayos in vitro demostraron que las
células en CE-MSC y CE-SMC presentaron una morfologia alargada, propia de las SMC, en
comparacién con las células de los andamios CP-MSC y CP-SMC, que tenian una forma
redonda (Figura 25B); por lo cual, se demuestra que CE proporciond un microambiente
topografico compatible para MSC y SMC y exhibio propiedades mecénicas mucho mas
apropiadas. El proceso de CE mostrd una alta viabilidad celular superior al 90%, alineacion y
elongacion de estructuras citoesqueléticas a lo largo de las fibras electrohiladas y el incremento
de los niveles de expresion de proteinas de MEC relacionada con SMC, en comparacion con
CP. CE-SMC mostr6 una mayor proliferacion celular en comparacion con los otros grupos,

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE

TESIS UCSM =2 DE SANTA MARIA

promovida por la estructura submicronica del andamio, favorable para la migracion celular,
organizacion del citoesqueleto, extension celular orientada y el intercambio de nutrientes;
mientras que la diferenciacion con TGF-B1 incrementd los niveles de expresion de marcadores
especificos de SMC. In vivo el andamio CE-SMC se aplic6 como parche en es6fagos perforados
de ratas (Figura 25C) y se observd un proceso regenerativo mejorado por el aumento de los
vasos sanguineos recién formados, el reclutamiento de células epiteliales esofagicas y niveles
de expresion de marcadores especificos de musculo liso. Sugiriendo asi el potencial del CE
como enfoque terapéutico para la regeneracion de los tejidos de masculo liso y el potencial
regenerativo de los andamios CE-SMC para tratar la perforacion esofagica mediante la correcta

reconstruccion de capas y reparacion los tejidos del musculo liso 0.
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Figura 25. Reconstruccién de tejidos esofagicos mediante la técnica CE y CP. (A)

CE-MSC

CE-SMC

Representacion gréafica de la técnica CE y CP. (B) Imégenes de fluorescencia con tincion de
faloidina/DAPI (actina/nucleo) después de 21 dias de cultivo celular en andamios CE-SMC,
CP-MSC, CE-SMC y CP-MSC. (C) Procedimiento quirurgico del trasplante de parche CE-
SMC en el modelo de rata con herida esofagica. Adaptada de la fuente original 1*°.
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8.4 Electrohilado en regeneracion cardiovascular

El sistema cardiovascular es una red de 6rganos y tejidos esenciales para la vida, compuesto
por el corazon, arterias, venas y capilares, que tienen como funcidn oxigenar y transportar
nutrientes a todas las células del cuerpo y eliminar sus productos de desecho 3. Al tener un rol
tan importante, por mas minima que sea la alteracion puede afectar la salud del corazon y los
vasos sanguineos >4, Afecciones como cardiopatias valvulares, enfermedades cardiovasculares
como el estrechamiento o bloqueo de arterias coronarias y vasos sanguineos, estenosis vascular,
trombosis venosa y los infartos de miocardio presentan riesgos que podrian llevar desde una
baja calidad de vida hasta la morbilidad de 6rganos y muerte del paciente 153154,

Los injertos vasculares de ingenieria tisular (TEVG) son sustitutos prometedores para construir
el reemplazo funcional de los vasos sanguineos, y a pesar de que los tratamientos existentes
consisten en cirugias de reemplazo vascular como cirugias bypass (reubicacion de un segmento
de vena o arteria para crear nuevas rutas que restauren el flujo sanguineo) y colocacion de stents
(dispositivo médico en forma de tubo o malla que se coloca dentro de una arteria 0 vaso
sanguineo para mantenerlo abierto y facilitar el flujo sanguineo), que son ampliamente
aceptadas por el cuerpo del paciente y se confia en que se produzca la revascularizacion, estos
tratamientos enfrentan dificultades como la trombosis, formacion de aneurismas, hiperplasia y

endotelizacion inadecuada; desventajas que influyen en gran medida al fracaso de la cirugia
155,156

Para la reconstruccion de vasos sanguineos es necesario tener en cuenta la estructura nativa de
los vasos sanguineos, que consta de tres capas con patrones distintos, una capa interna, media
y externa *°. La capa interna o tunica intima estd compuesta por CEv que estan altamente
orientadas en direccion longitudinal al vaso, proporcionando un efecto antitrombogénico,
antiinflamatorio y delimitando el crecimiento de células en la zona intimal del vaso, la capa
intermedia o tanica media esta conformada por vSMC junto con fibras de colageno, orientadas
de manera circunferencial a lo largo del vaso para dotar al vaso de la fuerza mecanica necesaria
para resistir altas presiones circulatorias, y finalmente la capa externa o tdnica adventicia
conformada por fibroblastos generalmente inactivos orientados al azar, que fortaleceran las
propiedades mecénicas y daran una respuesta a diversos estimulos ya que actian como células

centinela, activandose ante cualquier necesidad o requerimiento del vaso sanguineo 4915,

Teniendo en cuenta esto, la estrategia méas eficiente para fabricar TEVG es el SE, ya que la

MEC de los vasos sanguineos nativos tienen una estructura fibrosa, por lo que los injertos

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




. UNIVERSIDAD
REPQSITORIO DE - gl-CATOLICA

TESIS UCSM <  DE SANTA MARIA

vasculares electrohilados se consideran réplicas ideales de los vasos sanguineos nativos debido
a sus estructuras porosas y fibrosas que favorecen la union y proliferaciéon celular, ademas
faculta la alineacion representativa de cada capa, permite la correcta distribucién celular y

utiliza materiales biocompatibles para la fabricacion de TEVG %,

Guo et al., 2023, construyeron un injerto vascular de pequefio diametro biomimético de tres
capas basado en una solucion de PCL, PLGA y GT, mediante electrohilado de mezcla, seguido
del plegado y enrollado de las capas para obtener un andamio de tres capas, con una capa media
e interna de fibras alineadas colocadas perpendicularmente entre si y una capa externa de fibras
orientadas al azar, otorgandole al andamio caracteristicas especiales que imiten completamente
la estructura multicapa de los vasos sanguineos con una orientacion de fibras correspondiente
a los vasos sanguineos nativos **°. En cada capa se sembraron diferentes tipos de células, en la
capa interna se sembraron células endoteliales de vena umbilical humana (HUVEC), en la capa
media células musculares lisas de aorta de ratén (A7r5) y en la capa externa células de

fibroblastos embrionarios de raton (NIH-3T3) (Figura 26A I-I11). Los ensayos in vitro

mostraron una arquitectura 3D de tres capas bien organizada con diferentes alineaciones
fibrosas, sin delaminacion, con buena biocompatibilidad y con la capacidad de mantener la
morfologia, extension, orientacién y proliferacion celular similar a las células endoteliales,
células musculares y fibroblastos de las capas de vasos nativos, con una correcta infiltracion
celular en las capas fibrosas. Los andamios contaron con propiedades mecanicas similares a los
vasos sanguineos nativos, esto debido a la imitacion de la orientacion y alineamiento de las
fibras. Con ayuda de marcadores celulares especificos se pudo observar la correcta distribucion
de los tres tipos de celulas vasculares en las tres diferentes capas del andamio (Figura 26B).
Mediante ensayos in vivo realizados a partir de la implantacion de injertos en perros Beagle, se
evalud el potencial del injerto vascular de tres capas (TEVG) y se compardé con un injerto
vascular de una sola capa (STEVG), donde se observé que era mayor la cantidad de células que
se distribuian en los andamios TEVG, en comparacion de la escaza cantidad distribuida en toda
la pared de STEVG, también se obtuvo una infiltracion celular completa a las 3 semanas en los
andamios TEVG con las fibras hiladas reemplazadas por la MEC producida por las células, a
comparacion de sTEVG. Concluyendo asi en un efecto sinérgico entre la guia que ofrecen las
fibras orientadas y alineadas a las células, lo que promueven su migracion, teniendo como
resultado la reconstruccion de vasos sanguineos biomiméticos con estructura tridimensional y

organizacion celular similar a la nativa **°.
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Figura 26. Preparacion de TEVG biomiméticos de tres capas alineadas. (A) Esquematizacion
de la distribucion de las capas interior, media y exterior antes del laminado, sembradas con
células HUVEC, A7r5 y NIH-3T3 respectivamente. (I-111) morfologia de las fibras internas,
medias y externas respectivamente. (B) Imagenes de fluorescencia de células en seccion
transversal de TEVG (IV-VI) Las 3 capas fusionadas, con células HUVEC (rojo) en la capa
interna, células A7r5 (verde) en la capa intermedia y células NIH-3T3 (azul) en la capa externa.

Adaptada de la fuente original *.

Otra de las afecciones comunes que sufre el sistema cardiovascular son las cardiopatias
valvulares, las cuales son tratadas con dos tipos de protesis, las mecanicas y las bioprotesis. Las
prétesis de valvulas mecénicas, hechas de materiales sintéticos y metalicos, se benefician por
su longevidad pero tienen un elevado riesgo de trombosis y tromboembolismo, por lo cual estan

ligadas a terapias de anticoagulacion crénica, lo que indica un gasto postoperatorio elevado para
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el paciente °*. Por el contrario, las valvulas bioprotésicas, obtenidas a partir porcinos, bovinos
o de humanaos, no requieren un tratamiento anticoagulante; aun asi, su rendimiento y durabilidad
es de corto plazo, con el riesgo de que las valvulas puedan desgarrarse o calcificarse. Aunado
aello, el uso de estas valvulas suele acompariarse de un stent que brindara soporte a las protesis;
sin embargo, los stent acumulan calcio, lipidos, macrofagos y células inflamatorias en el sitio
ubicado, lo cual produce un engrosamiento y endurecimiento de la zona, incluso provocando

ateroesclerosis %4157,

Se ha propuesto la solucion de estos problemas con valvulas cardiacas disefiadas por ingenieria
de tejidos (TEHV), ya que puede crear un andamio que reemplace las vélvulas y a su vez
permita el crecimiento de tejido enddgeno, dejando valvulas autélogas y funcionales, que a su
vez evitarian la terapia de anticoagulacion, la calcificacion del tejido y el uso de stents . El
control sobre la estructura y funcion del andamio es bastante complicado de lograr, y para la
construccion de TEHV es necesario cumplir con la correcta elaboraciéon de la morfologia y
arquitectura macroscopica, que cumpla con la mecénica y funcion del tejido nativo y tenga una

microestructura que brinde un ambiente de crecimiento y proliferacion celular >,

Gracias a la combinacion de la técnica del SE y la técnica de deposicion de doble componente
(DCD) es posible conseguir resultados muy similares a los resultados esperados °*. D ’Amore
et al., 2018, tuvieron como objetivo superar estas limitaciones mediante la introduccién de la
técnica DCD, una técnica de electrodeposicion que hace uso de un colector con formas

inspiradas en el érgano de interés, en este caso valvulas cardiacas (Figura 27A y B) . Este

colector estd compuesto por 2 tipos de materiales, los conductores, que actuaran como la
superficie recolectora de las fibras electrohiladas, y los aislantes, que reduciran la deposicion
de fibras en determinadas regiones, de tal forma que orienta selectivamente la deposicion de las
fibras en la superficie del colector, obteniendo la macro y microestructura de las valvulas y sus
funciones requeridas. Mediante SE, elaboraron valvulas biodegradables de poli(uretano éster)
urea (PEUU) que no necesitarian de un stent, utilizando colectores DCD con diferentes tamafios
y anatomias, imitando las cuatro valvulas cardiacas, valvula mitral (MV), valvula tricispide
(TV), valvula aortica (AV) y valvula pulmonar (PV). Los ensayos in vitro demostraron que las
valvulas disefiadas imitaban correctamente el grosor nativo, tenian una correcta geometria y al
ser comparadas con una bioprotesis comercial, con el fin de aproximarse al tejido nativo, se
observo un comportamiento mecanico comparable, con respecto al cierre y apertura de valvulas,
permision de un flujo adecuado de sangre y la resistencia que impone la vélvula frente a la

presion del flujo fisiol6gico. Los ensayos ex vivo se realizaron en un corazon de cerdo, retirando
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la valvula tricuspide nativa y suturando la valvula disefiada en su lugar (Figura 27C). Se
demostrd una retencion satisfactoria de las suturas y la correcta coaptacion de valvas al ser
expuestas a una presion auriculoventricular fisiologica, aunque su resistencia ante una presion
méxima era menor a la vélvula nativa. Se evalud la resistencia mecénica de las vélvulas
disefiadas y se compararon con valvulas porcinas, resultando que las valvulas porcinas eran méas
rigidas que las disefiadas. Las valvulas auriculoventriculares disefiadas, MV y TV, mostraron
un comportamiento mas rigido y menos anisotropico en comparacion con las valvulas disefiadas
AV y PV, aunque ambas tenian una buena coaptacion. Una mayor anisotropia, es decir una
mayor flexibilidad de AV y PV puede generar deformaciones. Por ende, los autores
concluyeron con la necesidad de mejorar la anisotropia de las valvulas AV y PV presentadas
en el estudio y reconocen el potencial de la combinacidn de la tecnologia del SE con colectores
DCD como una estrategia prometedora para mejorar el rendimiento de TEHV gracias al control
simultaneo de la morfologia, mecéanica y estructura a micro y macroescala del andamio durante

la produccion de mdltiples valvas completamente ensambladas y sin stent >4,

A B

Mitral valve (MV)

Pulmonary valve (PV)

Figura 27. Reproduccion morfoldgica de valvulas cardiacas a partir de la combinacion de la
técnica del SE y DCD. (A) Iméagenes del colector de doble componente con morfologia de
valvula cardiaca. (I) Colector de doble componente antes de la deposiciéon de fibras. (1)
Colector después de la deposicion de fibras. (I11) Valvula de tres valvas extraida del mandril y
recortada. (B) Técnica DCD aplicado a los cuatro tipos de valvulas. (C) Coaptacion ex-vivo de
valvula natural y disefiada. Adaptada de la fuente original >4,
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El infarto de miocardio isquémico (MI) es una de las afecciones mas serias ocurridas a nivel
cardiovascular, debido a la pérdida progresiva de cardiomiocitos, interrupcién del suministro
de sangre, la inflamacion local y el agrandamiento de la cavidad del ventriculo izquierdo (V1),

causando disfuncion e insuficiencia cardiaca, lo que conduce a enfermedades y a la muerte
158,159

La renovacion a tiempo de los cardiomiocitos y la vascularizacion, son de gran importancia
para el tratamiento del MI, por lo cual, los tratamientos efectivos requieren la introduccion de
cargas funcionales, como la inyeccion de células vivas, proteinas, el uso de ldminas celulares y
junto con el tratamiento con anticoagulantes *°. Aunque estos tratamientos tengan el objetivo
de remodelar el tejido fibroso en la region infartada, proteger y mantener la funcion cardiaca,
prevenir la expansion del area infartada y su adelgazamiento; tienen una deficiente retencion

de las células implantadas **°.

Los parches cardiacos electrohilados han mostrado un potencial prometedor para la
regeneracion del miocardio, ya que actian como vehiculos para la entrega de células y tienen
un efecto mecanico que ayuda a mejorar la rigidez de la pared ventricular y evitar la dilatacion
o agrandamiento de la cavidad del VI *%°. Teniendo en cuenta que con la técnica del SE es
posible usar diferentes biopolimeros, se hace factible la obtencion de un parche biodegradable,
biocompatible, lo suficientemente elastico y fuerte para resistir las contracciones del corazén,
con propiedades bioactivas que promuevan la regeneracion celular, adhesion, crecimiento y
funcionalidad celular %8, La unién de los parches electrohilados con terapias celulares ha
mostrado resultados positivos para mejorar el rendimiento cardiaco %1%, El uso de células
madre tiene un gran potencial para facilitar la reparacion endégena del miocardio infartado, a

causa de los factores paracrinos secretados por estas células y su potencial de diferenciacion
159

Kai et al., 2014, fabricaron parches cardiacos nanofibrosos elasticos y biodegradables para el
tratamiento de M1 %8, Mediante SE se elaboraron nanofibras de PCL y GT, en las cuales se
sembraron MSC aisladas de médula dsea de rata, debido a su potencial de autorrenovacion y
multipotencia %8, Se reportd la actividad de parches de PCL, PCL/GT y PCL/GT-cell (parches
PCL/GT sembrados con MSC). Mediante ensayos in vitro se comparé la actividad celular en
cubreobjetos de vidrio (GC), fibras de PCL y fibras de PCL/GT, y se observo que los andamios
de PCL/GT tenian un crecimiento y viabilidad celular del 91.3%, significativamente mayor en
comparacion a GC y fibras de PCL. Ademas la siembra de células en PCL/GT resulté en una
monocapa de células interconectadas y bien esparcidas, por lo que PCL/GT-cell y PCL/GT
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fueron probadas in vivo. Los ensayos in vivo se realizaron en ratas con el miocardio infartado
para evaluar el potencial de reparacion de los parches. Luego de 4 semanas de implantar los
parches nanofibrosos en el epicardio de los corazones infartados, se observo que tanto los
parches de PCL/GT como PCL/GT-cell mejoraron significativamente la funcion cardiaca en
comparacion al control (sin parche). Los grupos tratados con PCL/GT-cell demostraron una
correcta contraccion del VI; y tanto en los grupos PCL/GT como PCL/GT-cell no se observé la
expansion de la pared del VI (Figura 28A). Las zonas infartadas tratadas con PCL/GT-cell eran
maés gruesas que los grupos tratados con PCL/GT y el grupo control, evidenciando un mayor
efecto de reparacion cardiaca. Se observo el incremento de angiogénesis en las regiones
infartadas y una mayor densidad de microvasos en el grupo PCL/GT-cell que en PCL/GT. Por
lo cual, se demostro que gracias a las propiedades mecanicas de PCL/GT, los parches PCL/GT-
cell implantados, restringieron la expansion del VI, evitaron el adelgazamiento de la pared y
retuvieron su funcion cardiaca, proporcionando un soporte temporal (Figura 28B); mientras que
las células MSC contribuyeron con la angiogénesis de los tejidos infartados a causa de la
liberacién de factores angiogénicos que intervinieron en la formacion de microvasos. Los
autores concluyeron que el parche nanofibroso PCL/GT-cell, tiene un gran potencial para su

uso en la restriccion ventricular para el tratamiento del infarto de miocardio .

A Control - PCL PCL/GT PCL/GT-cell

Infarction area

Figura 28. Evaluacion de cambios morfoldgicos de la pared del VI después de 4 semanas del

trasplante con parches electrohilados. (A) Microfotografias de las secciones transversales de
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corazones tratados con parches PCL, PCL/GT, PCL/GT-cell después de un infarto de miocardio
en comparacién con un corazon no infartado (control -). (B) Fotografia comparativa del corazon
infartado con expansion del VI (izquierda) y la implantacién del parche cardiaco PCL/GT-cell

sin expansion del VI (derecha). Adaptada de la fuente original 8.

Wei et al., 2023, propusieron y fabricaron un nuevo tipo de parche cardiaco biocompatible
multicapa, conformado por nanofibras electrohilada de PCL y SF, incorporadas con nanotubos
de carbono de pared multiple (CNT), que podria establecer conexiones eléctricas, y apilando
capas de ldminas de células madre derivadas de tejido adiposo marrén (BADSC) (Figura 29A),
las cuales tienen un gran potencial para diferenciarse en células similares a los cardiomiocitos
y secretar factores derivados de estos; con el fin de restaurar las funciones cardiacas despues de
un infarto de miocardio **°. Se evalud la actividad de los tratamientos con andamios PSN
(nanofibras de PCL y SF), CPSN (CNT incorporado en nanofibras del andamio PSN), CNBS
(CPSN con capas de BADSC) y CNBS-sus (CPSN con suspension celular de BADSC que se
administr6 mediante inyeccion intramiocardica). Mediante ensayos in vitro se analizo la
conductividad electrica de los andamios PSN y CPSN, donde se observo que la conductividad
eléctrica del PSN mejord significativamente al incorporar CNT. Junto con esto, se observo que
CPSN apoy6 y mejord la diferenciacion de BADSC hacia cardiomiocitos en comparacion a
PSN. También se informé la mejoria de la conductividad eléctrica del cultivo celular en CPSN,
lo que sugirié que la diferenciacion cardiaca funcional de las BADSC estaba regulada por los
CNT. Para evaluar la actividad bioldgica celular, se compar6 una matriz de matrigel
acondicionada con factores secretados por CNBS (CNBS-CM) y una matriz sin
acondicionamiento (control), donde se observo una migracion de celular y una capacidad
angiogeénica superior al control, lo que demostré que el parche CNBS tenia capacidades para
promover la migracion, proliferacion y formacion de tubos endoteliales, importantes para la
vascularizacion. Los ensayos in vivo consistieron en el trasplante y comparacion de un grupo
sin tratamiento (control), CPSN-sus y CNBS en ratas con infarto miocardico. Se demostré que
el parche CNBS dio como resultado una retencion y estabilidad de las BADSC en la zona
infartada del corazdn hasta por 14 dias después del trasplante, en comparacion a CPSN-sus, que
no retuvo las BADSC mas de 7 dias (Figura 29B). Luego de 4 semanas, se observo que el grupo
tratado con CNBS promovio la reduccion de la region infartada, evitd la ampliacion del VI,
disminuyé el area fibrética y mostrd una reduccion significativa de células apoptéticas. En
CBNS también se identific6 una mayor reduccion de la expresion de macréfagos M1

proinflamatorios y la orientacion a la diferenciacion y activacién de los macréfagos M2
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antiinflamatorios que contribuyen a la remodelacion tisular y la angiogénesis, creando asi un
entorno inmuno-reparador para la regeneracion del tejido **°. Ademas la neovascularizacion,
conexidn celular y remodelacién miocardica fue superior en CNBS que en CPSN-sus y el grupo
control. Concluyendo que, CPSN mejoro la resistencia mecanica, mientras que la lamina de
BADSC proporciono efectos reparadores, CNT ayudo a establecer la actividad eléctrica entre
la region infartada y el miocardio sano y el parche CNBS aumento la retencion y estabilidad de
las células in vivo, promovio la revascularizacion, mejor6 la renovacién de los cardiomiocitos
y redujo la apoptosis celular. Con todas estas caracteristicas los autores demostraron los efectos

terapéuticos potenciales del uso de parches cardiacos CNBS para la remodelacion miocardica
159
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Figura 29. Estudio de parches con CNT y BADSC para el tratamiento de MI. (A) Ilustracion
esquematica de la fabricacion de parches cardiacos CNBS y aplicacion para el tratamiento de
MI. (B) Retencion y estabilidad de las BADSC alrededor del corazén a la hora, alos 2, 7y 14

dias después del trasplante con los parches CNBS y CPSN-sus. Adaptada de la fuente original
159
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9 PERSPECTIVAS FUTURAS

e La ingenieria de tejidos (IT) ha surgido como un campo prometedor en la busqueda de
tratamientos innovadores para una variedad de condiciones médicas. La tecnologia de
electrohilado (SE) en particular ha ganado popularidad por ser una herramienta versatil
para la produccion de andamios biopoliméricos nanofibrosos con un gran potencial y
propiedades deseables que imitan la matriz extracelular (MEC) y permiten la
regeneracion de tejidos en el cuerpo humano °. Este tipo de desarrollo, que apunta a
mejorar la salud de la poblacion, debe ser fomentado e impulsado para potenciar la
ingenieria biomédica los paises %%, El futuro del uso del SE en la IT en paises en vias
de desarrollo como el Pert, donde la atencién médica y la investigacion cientifica se
han incrementado en las ultimas décadas, muestra perspectivas alentadoras y un poder

revolucionario para el tratamiento de determinadas condiciones médicas 2.

e En la actualidad, el sistema de salud en el Peru enfrenta retos significativos en varios
aspectos, como el tratamiento de quemados, que ha incrementado estos Ultimos afios y
con grupos pediatricos y adolescentes como poblaciones méas vulnerables 3. Un
quemado requiere un periodo largo para sanar, en el cual tendra dolor, sufrimiento fisico
y psicoldgico, su tratamiento es costoso e incluso la mortalidad incrementa por la
presencia de infecciones o deshidratacion %4, El tratamiento de diabéticos, con gran
incidencia en la poblacion adulta del Peru, requieren una continuidad de cuidados para
mantener el bienestar de la persona, medicamentos, dieta adecuada, cuidado con su
actividad fisica, pruebas de laboratorio, lo cual incrementa los gastos en la vida diaria
de los pacientes %, La poblacion que no puede atenderse de manera adecuada sufre
problemas de circulacion, heridas, ulceras, entre otras complicaciones . El tratamiento
de imperfecciones 6seas, que implican una cirugia como tratamiento, por ejemplo la
colocacion de placas fijadoras y tornillos para las disfunciones en hombro 7, el
reemplazo completo o parcial de cadera y rodillas %8, el tratamiento de fractura tibial
y femoral ocasionados por accidentes y osteitis 1© y la colocacion de implantes
dentarios por edentulismo 1'%; todos estos tratamientos quirdirgicos pueden provocar
inflamacion por el implante, hay riesgo de infeccion en la herida quirdrgica y se puede
dar el rechazo del implante 67-1%° Enfermedades cardiovasculares presentes con
frecuencia en la poblacion peruana son los infartos de miocardio, que como principal
tratamiento tiene la toma de medicamentos anticoagulantes que puede empeorar la

situacion del infartado y aun con su aplicacion la mortalidad es alta 1'2173; problemas en
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valvulas cardiacas, que por lo general la solucion es el reemplazo valvular por valvulas
protésicas 1’* y enfermedades vascular que son tratadas mediante el uso de stent o
catéter, donde se presentan altas tasas de trombosis y estenosis, por lo que tienen que

pasar por procesos de revascularizacion adicionales 17°.

e Estos desafios no solo se deben a las técnicas limitadas utilizadas, sino también a la
dificultad para brindar atencién médica a diferentes zonas de la poblacion. En las areas
rurales, el acceso a servicios médicos es complicado debido a la falta de infraestructura
y recursos adecuados 6171, Por otro lado, en las zonas urbanas, aunque la atencion
médica puede ser mas accesible, el factor econémico también se convierte en un
obstaculo para muchas personas. La salud de la poblacion se ve afectada tanto por la
falta de acceso a la atencion como por las dificultades financieras para recibir los
tratamientos necesarios. Es crucial abordar estas cuestiones para mejorar la salud y
bienestar de todos los ciudadanos peruanos, independientemente de su ubicacion

geogréafica o su situacion econdmica 16617,

e La IT junto con la técnica del SE podria ofrecer nuevas opciones de tratamiento para
los problemas con valvulas cardiacas gracias a su capacidad de producir andamios
valvulares adaptados a la anatomia valvular humana y permitir su propia celularizacion
con células endégenas *°°. Puede aportar otra perspectiva para el tratamiento de infartos
de miocardio, evitando riesgos y gastos posteriores mediante el uso de parches cardiacos
198,159 podria aportar con un nuevo tratamiento de problemas vasculares, mediante el
uso de injertos biomiméticos de vasos sanguineos de pequefio diametro en vez del uso
de stent o cateterizacion **°. Es capaz de contribuir al desarrollo de prétesis 6seas mas
avanzadas, mejorando la integracion del implante y evitando el riesgo de rechazo,
infecciones e inflamaciones mediante el recubrimiento de la superficie de los implantes
con fibras electrohiladas >4, Y finalmente puede ofrecer nuevas opciones
econdmicas y de facil disposicién comercial para toda la poblacién peruana, en el
tratamiento de quemaduras graves, ulceras diabéticas y heridas en general, mediante la
fabricacion de andamios con propiedades antibacterianas, con liberacion de farmacos

controlada, que aceleren la cicatrizacion de herida y prevenga complicaciones 135136140,

e Serequerird una mayor investigacion y desarrollo en el campo de la IT y el SE, ademas
de infraestructura adecuada y la colaboracion interdisciplinaria para comenzar a

implementar estas tecnologias en Peru.
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10 CONCLUSIONES

e PRIMERA
Los andamios son estructuras tridimensionales que pueden actuar como un soporte
temporal para el crecimiento celular. Por tal motivo, son esenciales en ingenieria de
tejidos (IT), ya que pueden brindar un entorno propicio para el crecimiento y la
regeneracion de organos y tejidos. Los andamios cumplen con ciertos requisitos para su
uso en IT, como tener la capacidad de imitar la matriz extracelular (MEC) de los tejidos
humanos, tener buena porosidad interconectada, ser biocompatibles y biodegradables,
con buena resistencia mecéanica segun el tipo de tejido a regenerar y con productos no
toxicos. Gracias a estas caracteristicas, los andamios son capaces de mejorar 0

reemplazar tejidos y 6rganos dafiados.
e SEGUNDA

Existen diferentes técnicas para la produccion de andamios, como el espumado de gas,
sintesis de plantillas, separacion de fases, autoensamblaje y liofilizacion. Todas estas
técnicas son capaces de crear andamios de escala micrométrica con baja resolucion, es
decir, una pobre porosidad, baja interconectividad porosa, un tamafio de poro poco
adecuado y estan limitadas a obtener estructuras con escala micrométrica, mas no con
escala nanométrica correspondiente a la MEC de los tejidos humanos. Por ello el
surgimiento de nuevas técnicas como la impresion 3D y el electrohilado (SE) dieron
nuevas perspectivas y propiedades avanzadas a los andamios, como una mayor
porosidad, una mejor interconectividad porosa, permisibilidad en el uso de mas
materiales y la posibilidad de llegar a estructurar andamios a escala micro y

nanomeétrica.
e TERCERA

El SE es una técnica que aprovecha la aplicacion de fuerzas electrostaticas para producir
estructuras de escala micro y nanométrica facilmente. En el area biomédica, la IT
emplea la técnica del SE debido a su gran potencial y capacidad de crear andamios que
mimetizan un micro y nanoambiente similar a la MEC de los tejidos nativos, junto con
el uso de una amplia gama de biopolimeros y moléculas bioactivas. Aunado a ello, el
SE tiene la facultad de electrohilar, cargar y liberar moléculas bioactivas como farmacos
y factores de crecimiento sin afectar su funcionabilidad, ademés de células vivas sin
comprometer su viabilidad, mediante el electrohilado celular (CE). Por otra parte, se
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han desarrollado diferentes configuraciones del SE, como el electrohilado de mezcla,
emulsion, coaxial y lado a lado, para modificar la composicién fisicoquimica de las
fibras. También se ha cambiado el tipico recolector estacionario por recolectores que
mediante fuerzas mecanicas, electrostaticas o magnéticas permiten la alineacién de las

fibras electrohiladas, lo cual permite extender su aplicabilidad a otros tejidos.
e CUARTA

En estos ultimos afios, la técnica del SE es la més utilizada ya que, a comparacion de
las otras técnicas, esta puede crear andamios fibrosos de manera simple, rapida y
econdémica; ademas cumple con facilidad la mimetizacion de un ambiente micro y
nanomeétrico. Los andamios electrohilados tienen una gran porosidad interconectada que
permitird la correcta infiltracion celular y difusién de gases y nutrientes; asi mismo,
tiene un gran area superficial para la adhesion celular; sumado a esto, permite el uso de
una amplia gama de materiales, los cuales brindaran mejores caracteristicas bioldgicas
y estructurales a los andamios electrohilados. No obstante, también tiene algunas
desventajas, como el uso de solventes toxicos y dificultad para crear estructuras 3D
complejas. A pesar de ello, el SE ha llamado la atencion de los investigadores por su
relativa sencilles y gran potencial, por lo cual gracias a su amplio estudio, se esta
logrando superar sus desventajas y optimizar los andamios electrohilados, ampliando
asi su utilidad para diversas aplicaciones. El uso de solventes toxicos es un reto superado
gracias al estudio, sintesis e implementacion de disolventes verdes; por otro lado, la
dificultad para la obtencidén de estructuras tridimensionales complejas esta siendo
vencida gracias a su combinacion con otras técnicas, como la técnica de deposicion de
doble componente (DCD), el electrohilado de fusion (ME) o escritura por electrohilado
por fusién (MEW).

e QUINTA

El proceso del SE tipico consiste en la preparacion de una solucién polimérica a partir
de la disolucion de un polimero en un solvente. Esta solucion sera cargada en una jeringa
con boquilla metalica, la solucién polimérica sera empujada de forma continua y
controlada a la boquilla mediante una bomba de jeringa. La boquilla que estara
conectada a una fuente de alto voltaje y sera cargada eléctricamente, ayudara a la
extrusion de la solucion polimérica. Al igual que la boquilla, el colector sera conectado

a la fuente de alto voltaje y a tierra, quedando con una polaridad opuesta a la de la

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




] - UNIVERSIDAD
REPOSITORIO DE : CATOLICA

TESIS UCSM &  DE SANTA MARIA

boquilla, formando asi una gradiente de campo eléctrico entre la boquilla y el colector.
De la punta de la boquilla saldra el chorro de solucion polimérica que pasara por la
gradiente del campo eléctrico hasta llegar al colector; durante este trayecto el chorro
sera afectado por diferentes inestabilidades que lo ayudaran a estirar y por ende
disminuir su diametro, formando fibras de escalas micro y nanométricas. Finalmente las

fibras seran recolectadas en la placa metalica colectora.
e SEXTA

Los biopolimeros més utilizados en la técnica del SE para su uso en IT son el acido
polilactico (PLA), policaprolactona (PCL), acido poliglicélico (PGA), acido poli-L-
lactico (PLLA), acido polilactico-co-glicolico (PLGA), gelatina (GT), alginato (ALG),
fibroina de seda (SF) y quitosano (CS), destacando sus ventajas en términos de
biocompatibilidad, biodegradabilidad, electrohilabilidad y funcionalizacion.

e SEPTIMA

Los estudios realizados sobre las aplicaciones de la técnica del SE en IT abordan con
mayor frecuencia el campo de la regeneracion de piel, huesos, musculo y sistema
cardiovascular. En cada uno de estos tejidos los andamios juegan un rol importante,
como apositos, para la regeneracion de piel, cargados con farmacos antiinflamatorios y
antibidticos para el tratamiento de heridas producidas por traumatismos, cirugias,
quemaduras graves o heridas ocasionadas por enfermedades vasculares periféricas
como ulceras por diabetes o0 escaras. Como recubrimiento de prétesis e implantes, en
regeneracion de tejido 0seo para evitar rechazos, inflamacion e infecciones. También
como andamios cargados con factores osteoinductores, para impulsar el rapido
crecimiento y diferenciacion celular en defectos 6seos. Como injertos vasculares,
injertos uretrales, andamios para reconstruccion de eséfago y de vejiga, para la
regeneracion de musculo liso, con estructura tubular, multicapa y fibras alineadas, al
igual que la MEC de musculo liso nativo. Como injertos vasculares, protesis de valvulas
cardiacas y parches cardiacos para la regeneracion cardiovascular, mediante estructuras
tridimensionales funcionales basadas en el 6rgano de interés, en este caso los vasos
sanguineos y las valvulas cardiacas. Asi como andamios portadores de células para
mantener y promover la regeneracion, crecimiento y funcionalidad celular en la pared

del miocardio luego de un infarto miocérdico.
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