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Resumen
Los hidrogeles de fibrina obtenidos a partir de plasma rico en plaquetas (PRP) han despertado
gran interés en los ultimos afios, ya que han demostrado resultados favorables en la ingenieria de
tejidos, debido a su alto contenido de factores de crecimiento, asi como la posibilidad de permitir
la fabricacion de andamios naturales, similares a las matrices extracelulares, idéneos para la
regeneracion tisular. Sin embargo, sus caracteristicas mecanicas no han sido caracterizadas
plenamente, lo que puede representar un obstaculo para el uso de este material como andamio
para la regeneracion de un tejido en especifico. Por esta razén, en este estudio se fabrico
hidrogeles de fibrina a partir de PRP, bajo diferentes parametros de concentracion de PRP y
tiempos de gelacion del hidrogel, con el fin de realizar pruebas de compresion, y documentar sus
caracteristicas mecanicas. Se fabricaron hidrogeles con tres concentraciones, la metodologia
estandar para fabricar PRP se denomin6 “concentracion 100%”, respecto a ésta, se fabric6 a una
menor y mayor concentracion de PRP, 75% y 133% respectivamente (los porcentajes se usan
como etiqueta y no se refiere a la concentracion real); asimismo, se variaron los tiempos de
gelacion para cada concentracion de hidrogel, 2, 4 y 24 horas. Como resultado se evidenci6 que
los moédulos de elasticidad de los hidrogeles varian entre 2 kPa y 35 kPa. Adicionalmente, se
determiné que los hidrogeles de PRP tienen una relacion de hinchamiento de 6 a 32 veces su
peso seco, una relacion de re-hinchamiento entre 3.5y 7.2 veces su peso seco, Y una tasa de
degradacion entre 14% y 47% por hora. Este estudio permite tener un punto de partida para
adecuar los hidrogeles de PRP segun el uso que se busque en el area de ingenieria de tejidos, con
el fin de obtener hidrogeles biomiméticos al ajustar sus propiedades mecanicas a las que

presentan los tejidos a regenerar.

Palabras clave: plasma rico en plaquetas, hidrogeles, modulo de compresion, biomateriales,



regeneracion de tejidos, fibrina.
Abstract

Fibrin hydrogels obtained from platelet-rich plasma (PRP) have aroused great interest in recent
years, as they have shown favorable results in tissue engineering, due to their high content of
growth factors, as well as the possibility to allow the manufacture of natural scaffolds, similar to
extracellular matrices, suitable for tissue regeneration. However, its mechanical characteristics
have not been fully characterized, which may represent an obstacle to the use of this material as
a scaffold for the regeneration of a specific tissue. For this reason, in this study, fibrin hydrogels
were manufactured from PRP, under different parameters of PRP concentration and hydrogel
gelation times, in order to perform compression tests and document their mechanical
characteristics. Hydrogels were manufactured with three concentrations, the standard
methodology to manufacture PRP was called "100% concentration™, based on this, it was
manufactured at a lower and higher concentration of PRP, 75% and 133% respectively; likewise,
the gelation times were varied for each hydrogel concentration, 2, 4 and 24 hours. As a result, it
was evidenced that the modulus of elasticity of the hydrogels varies between 2 kPa and 35 kPa.
Additionally, it was determined that PRP hydrogels have a swelling ratio of 6 to 32 times their
dry weight, a re-swelling ratio between 3.5 and 7.2 times their dry weight, and a degradation rate
between 14% and 47% per hour. This study allows us to have a starting point to adapt the PRP
hydrogels according to the use sought in the area of tissue engineering, in order to obtain
biomimetic hydrogels by adjusting their mechanical properties to those of the tissues to be

regenerated.

Keywords: platelet-rich plasma, hydrogels, compression modulus, biomaterials, tissue

regeneration, fibrin.
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Problema u oportunidad
Introduccion

En el area de la ingenieria de tejidos, continuamente se buscan nuevos materiales y
métodos, que permitan la creacion de injertos que puedan inducir la regeneracion de tejidos
lesionados. En los ultimos afios se ha venido implementando el uso del plasma rico en plaquetas
(PRP), un compuesto que se puede obtener de manera autdloga de la sangre del paciente, y que
ha mostrado resultados positivos. al inducir la regeneracion de diversos tejidos en el cuerpo,
como, tejido periodontal, piel, hueso, cartilago; su aplicacién se ha destacado sobre todo en el
area odontologica. Este compuesto es rico en factores de crecimiento, lo que ayuda a promover
eficazmente la diferenciacion y proliferacion celular, induciendo asi la regeneracion del tejido
donde se implanta, ademas, es posible inducir la formacion de una red de fibrina que le da una
textura gelificada al gel, esta red tridimensional ademas de mejorar la recuperacion de la lesion,
también le da estabilidad al compuesto, permitiendo la aplicacidn de este biomaterial de manera
mas sencilla.

Debido a la efectividad que ha mostrado el PRP, este se ha estudiado con el fin de
documentar y promover su uso. En este documento se evalud las caracteristicas mecénicas tales
como: mddulo de tensién, capacidad de hinchamiento y tasa de degradacion, de los hidrogeles de
PRP, al variar su concentracion, asi como el tiempo de gelacion. Esto con el fin de aportar en la
caracterizacion de los hidrogeles de PRP, y permitir su implementacion en la ingenieria de
tejidos de una manera mas objetiva.

Planteamiento del problema
La estructura funcional de un tejido bioldgico consta de tres componentes: células, un

andamio estructural, y biomoléculas, juntas constituyen las caracteristicas de un tejido en
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especifico. En la actualidad, se han disefiado matrices con diferentes materiales que le brindan
soporte estructural a los tejidos bioldgicos donde se implantan, tales como: cartilago, hueso, piel,
médula dsea, higado, etc (Langer & Vacanti, 2016), estos materiales se pueden disefiar con
caracteristicas mecanicas similares a las del tejido en donde se van a implantar; no obstante, se
requiere que ademas de un soporte estructural, puedan desencadenar sefiales bioactivas, al liberar
biomoléculas tales como los factores de crecimiento, necesarios para la diferenciacion y
proliferacion celular. En particular, es importante notar que las matrices (entendidas como
andamios que inmovilizan moléculas bioactivas) se disefian principalmente a partir de polimeros
sintéticos, combinados con biomoléculas xenogénicas o proteinas recombinantes; sin embargo,
estas biomoléculas xenogénicas podrian no presentar la misma actividad bioldgica de las
moléculas aut6logas (provenientes del mismo paciente) e incluso desencadenar efectos
inmunoldgicos deletéreos para el paciente (Keane, et al, 2012).

Diversos estudios sobre polimeros naturales, principalmente hechos para el colageno,
fibroina, queratina, almidon, quitosano, alginato, celulosa, entre otros, han demostrado el
potencial que tienen al ser implementados en el disefio de andamios con estructuras similares a la
matriz extracelular, demostrando que pueden promover una adecuada funcionalidad tisular; no
obstante, en algunos casos se ha descrito que pueden generar respuestas no deseadas, como
irritacion, inflamacidn, tasas de degradacion inadecuadas y en si, problemas en los procesos
regenerativos y de cicatrizacion (Osorio, et al, 2017). Asimismo, la respuesta inesperada de estos
polimeros se puede generar ain después de afios de haber sido implantados (Keane, et al. 2012),
por lo que, en la actualidad, los biomateriales autélogos han tomado gran interés en la medicina
regenerativa.

La fibrina es una proteina presente en el plasma sanguineo en forma despolimerizada
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como fibrindgeno, esta proteina es fundamental para la formacién de estructuras como los
coagulos, durante el proceso de cicatrizacion de una herida en un tejido. Por lo que la fibrina
autdloga ha sido en el disefio de andamios, un material con resultados estructurales positivos al
formar un hidrogel que permite la regeneracion de tejidos (Kardos, et al, 2018). Sin embargo,
para el disefio de una matriz se debe caracterizar su comportamiento mecanico para evaluar si
cumple con las caracteristicas necesarias para el proceso de regeneracion del tejido lesionado en
donde se va a implantar, de esta forma se verifica que una matriz disefiada va a soportar las
fuerzas de carga que se experimentan en dicho tejido. El plasma rico en plaquetas (PRP) es un
compuesto que en los Gltimos afios ha presentado resultados favorables en la regeneracion de
tejidos como hueso, piel, vasos sanguineos, cartilago, entre otros, por esto se podria postular el
PRP para la regeneracion de otros tejidos del cuerpo; su efectividad se da gracias a que cuenta
con factores de crecimiento, quimiocinas o citoquinas proinflamatorias y antiinflamatorias, que
aumentan la proliferacion celular en el tejido (Amable, et al, 2013), ademés de contener
fibrin6geno para generar una red tridimensional de fibrina que da soporte estructural al tejido.
Para usar hidrogeles de fibrina a partir de PRP es necesario tener informacion sobre sus
propiedades mecanicas, que van a indicar el comportamiento del hidrogel ante ciertas fuerzas de
carga, ayudando a evaluar el potencial de este material como posible andamio de un tejido que se
desee tratar con PRP. La carencia de informacion de las caracteristicas mecanicas de los
hidrogeles de fibrina a partir de PRP representa un obstaculo en el uso de este compuesto en la
ingenieria de tejidos, ya que no se tiene previo conocimiento de como seria el comportamiento
del hidrogel ante las fuerzas que experimenta normalmente en un tejido bioldgico, si se llevara a

cabo la implantacion.
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Justificacion

Actualmente el plasma rico en plaquetas (PRP), es usado en diferentes areas médicas con
el fin de mejorar la regeneracion de tejidos, debido a la cantidad de factores de crecimiento que
puede contener. La mayoria de los estudios demuestran resultados positivos en la regeneracion
de tejido dseo, pulpa dental, piel, entre otros (Anitua, et al. 2013).

Fabricar una matriz natural que induzca una homeostasis adecuada podria lograrse a
partir de la construccion de una matriz de fibrina aut6loga derivada de PRP. Usando un hidrogel
de fibrina aut6logo se podrian evitar problemas de biocompatibilidad a la vez que se estimularia
la regeneracion del tejido. Por esto, es necesario conocer las propiedades mecanicas del hidrogel
de fibrina, para evaluar su compatibilidad mecé&nica como andamio en diferentes aplicaciones en
medicina regenerativa. En el campo de la ingenieria de tejidos seria de utilidad tener informacion
documentada, sobre las propiedades mecénicas del hidrogel de fibrina, segun el método de
fabricacion, para comparar su similitud con diferentes tejidos del cuerpo a tratar, con el fin de
lograr una reproducibilidad de este gel; de esta manera, se contribuira a la expansion del uso de
este compuesto en el desarrollo de matrices que inducen la regeneracion de tejidos. Por esto se
plantea la fabricacion de hidrogeles de fibrina a partir de PRP, bajo diferentes parametros de
tiempo y concentraciones, para documentar sus caracteristicas mecanicas y se promueva su uso

en la ingenieria de tejidos.
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Pregunta Problema

¢ Cuales son las caracteristicas mecanicas que tiene el hidrogel de fibrina derivado del
plasma rico en plaquetas?
Objetivo General

Caracterizar mecanicamente los hidrogeles de fibrina derivados del plasma rico en
plaquetas
Objetivos especificos
1. Evaluar el efecto de la concentracion de PRP en las propiedades mecéanicas del hidrogel.

2. Evaluar el efecto de del tiempo de gelacion en las propiedades mecéanicas del hidrogel.
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Marco teorico

Biomateriales

Un biomaterial es cualquier material natural o artificial que puede ser usado para reparar,
mejorar o reemplazar un tejido u 6rgano del cuerpo humano (Abdulghani & Mitchell, 2019). En
el campo de la ingenieria de tejidos, se realizan estudios sobre las propiedades que tienen
algunos biomateriales, y como pueden interactuar con un tejido bioldgico para poder realizar el
disefio de un andamio similar bioldgica y mecanicamente, y ademas que sea biocompatible con
el paciente que lo requiere (Tabata, 2009).
Andamios

El término andamio o scaffold se refiere a la estructura 3D del biomaterial, el cual cuenta
con las caracteristicas necesarias para favorecer la proliferacion y diferenciacién celular para
lograr la regeneracion de tejidos (Abdulghani & Mitchell, 2019; O’Brien, 2011). En el disefio de
estos se deben tener en cuenta algunas consideraciones de las que se mencionan a continuacion.
Biocompatibilidad

La biocompatibilidad es un término general que describe la propiedad de que un material
sea compatible con el tejido vivo. Los materiales biocompatibles no producen una respuesta
toxica o inmunoldgica cuando se exponen al cuerpo o fluidos corporales. En términos préacticos,
un biomaterial es compatible, cuando desempefia una funcion deseada de acuerdo con el
tratamiento médico, sin provocar ningun efecto indeseable local o en el paciente. Para que un
biomaterial sea compatible debe generar una respuesta celular adecuada en una situacién
especifica, por ejemplo, debe mantener la viabilidad y funcionalidad de la célula en el tejido. La
compatibilidad de un material se puede determinar mediante diferentes pruebas citotoxicas que

en principio pueden evaluarse nivel in vitro, en lineas celulares, estas pruebas incluyen
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principalmente: ensayos de citotoxicidad, migracién y proliferacion. No obstante, dado que la
respuesta inmune y las funciones de reparacion en el cuerpo son sinérgicas y complejas, no es
adecuado describir la biocompatibilidad de un biomaterial en relacién con un solo tipo de célula
0 tejido. No obstante, si bien estas pruebas in vitro no determinan la biocompatibilidad de un
material completamente, constituyen un paso importante hacia la experimentacion in vivo, en
donde es posible la evaluacion fisiol6gica compleja, como lo es la respuesta inmune, la toxicidad
sistémica y la eficacia funcional, lo que permite determinar de manera confiable la
biocompatibilidad del material (Williams, 2019).
Biodegradabilidad

La biodegradabilidad se refiere a la capacidad de un biomaterial de degradarse en el
tiempo, sin generar residuos toxicos (O’Brien, 2011). Para efectos practicos principalmente
interesa su tasa o velocidad de degradacion al implantarse en un tejido in vivo; no obstante,
también se realizan pruebas in vitro que dan una idea inicial de como seré este comportamiento
in vivo. El control de esta propiedad permite la aplicacion del biomaterial con el fin de lograr una
reconstruccion de un tejido, al permitir la infiltracion y proliferacion celular progresiva, al
tiempo que da soporte estructural y posibilita la liberacion controlada de moléculas contenidas en
el andamio, como farmacos o factores de crecimiento. Por otro lado, el uso de biomateriales
degradables también disminuye las complicaciones que se pueden presentar al usar implantes
permanentes (Artzi et al, 2011; Oliva et al, 2017).
Arquitectura del andamio

La estructura del andamio, como porosidad, tamafio de poro y forma del andamio,
influyen en el comportamiento de las células que lo van a colonizar, por ejemplo, afectando la

migracion, adhesion, diferenciacion y autorrenovacion de las células (Yuan et al, 2019). Por otro
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lado, se ha demostrado que la distribucion de oxigeno y las asociaciones célula-MEC y célula-
célula se ven afectadas por la geometria del andamio. Es necesario tener en cuenta que en
situaciones reales las células se encuentran en medios tridimensionales, por lo que el estudio en
cultivos 2D no se considera adecuado al comportamiento de las células in vivo; adicionalmente,
cada tejido cuenta con una estructura caracteristica, por lo que se debe buscar que los andamios
imiten dicha estructura para que las células se desarrollen correctamente. (Croce et al, 2019; Wei
et al, 2014).
Propiedades mecanicas

Un biomaterial debe contar con caracteristicas mecanicas similares al tejido, de forma
que pueda acoplarse y brindar el soporte necesario, ante las fuerzas que naturalmente pueda
sufrir el tejido durante el proceso de regeneracion o reparacion tisular. El biomaterial, aparte de
brindar soporte estructural, influye en la diferenciacién y proliferacion celular, ya que las células
que se encuentren en su interior van a recibir estimulos mecanicos provenientes del andamio del
biomaterial. Es por esta razon que las propiedades mecénicas deben tenerse en cuenta, para
garantizar que sea mas efectivo la regeneracion de un tejido, al disefiar un andamio lo mas
parecido posible al tejido que se desea regenerar (Alkhouli, N, et al, 2013). Para conocer las
caracteristicas mecanicas de un material, estos son sometidos a pruebas de tension y compresion;
en estas pruebas se ubica el material en un equipo especializado que aplica una fuerza de tension
0 compresion sobre el material, hasta el colapso. Como resultado se obtiene el diagrama de
esfuerzo-deformacion y es analizado para establecer los valores de las propiedades del material
como son el médulo de elasticidad, limite elastico, plasticidad, ductilidad, flexibilidad, firmezay
tension de ruptura. (Nordin y Frankel, 2004).

Madulo elastico de compresion (E): es una caracteristica determinada por la relacién
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entre el esfuerzo de compresion (o) aplicado longitudinalmente sobre un material, y la
deformacion axial (€) del mismo. Este modulo caracteriza la resistencia a la tracciéon o
compresion de un material, es decir, entre mayor sea esta propiedad el material es mas rigido.
Este valor es el mismo tanto para pruebas de compresién como de tensién y se representa en la
unidad de Pascal (Pa) (Nordin y Frankel, 2004).
Relacién de hinchamiento de los hidrogeles

Es determinada por la razon entre el peso hinchado del hidrogel (Ws) y el peso seco del
mismo (Wd); esta relacidn representa el peso que pierde el hidrogel, después de secarse
completamente, en términos del peso seco del mismo; por ejemplo, si la relacion tiene un valor
de 2, significa que el gel hinchado pesa el doble que su peso seco, o lo que es lo mismo, el gel
perdera la mitad de su peso al secarse. (Martins Shimojo et al, 2019).
Trasplantes autélogos

El trasplante aut6logo es un tipo de trasplante que consiste en extraer un tejido del cuerpo
de un organismo para ser implantado en él mismo, este presenta mejores resultados que el
trasplante entre individuos de la misma especie, pero genéticamente diferentes, conocido como
alotrasplante (Marine D. y Manley O, 1920). Los trasplantes de tipo autélogos son mas exitosos,
ya que no hay complicaciones por biocompatibilidad debido a que el sistema inmune del huésped
no detecta el tejido como un cuerpo extrafio, mostrando menos complicaciones y mejoras en el
tiempo de curacion.
Plaquetas

Las plaquetas son células sanguineas que se forman a partir de las células
hematopoyéticas Ilamadas megacariocitos, las plaquetas circulan en el torrente sanguineo entre

cinco y siete dias, posteriormente son destruidas en el bazo por fagocitosis y en el higado por las
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células de Kupffer. Las plaquetas también son llamadas trombocitos y se desarrollan en la
médula dsea, son células nucleadas con forma redondeada que tienen aproximadamente 2 um de
diametro, en la sangre se pueden conseguir entre 150,000 y 400,000 plaquetas por cada uL. Las
plaquetas contienen en su interior diferentes tipos de granulos los cuales liberan su contenido
cuando es necesario; existen tres tipos de granulos: i) los alfa (o)) que contienen factores de
crecimiento (PDGF, VEGF, EGF, TGF-B1, TGF-p2, entre otros), factores de coagulacion y
fibrindgeno; ii) granulos densos que contienen calcio, serotonina, ATP y ADP, en cada plaqueta
se pueden encontrar entre 50 y 80 de estos granulos; iii) los granulos lisosomales, los cuales
funcionan en la degradacion de proteinas. (Holinstat, 2017).

Cuando se sufre una herida, las plagquetas son responsables de contribuir a la homeostasis
de cicatrizaciéon, mediante los procesos de adhesion, activacion y agregacion plaquetaria, donde
las plaquetas liberan el contenido de sus granulos. En consecuencia, ya que las plaquetas
contienen abundantes factores de crecimiento, se ha demostrado que tienen un efecto positivo
para promover la angiogénesis, la migracion de células madre y la proliferacion celular.
(Holinstat, 2017).

Fibrinay fibrindgeno

La fibrina es una red proteica que, junto con las plaquetas, forma el tapon hemostatico
cuando se produce una herida en un vaso sanguineo, esta se encarga de mantener las plaquetas
adheridas entre si, dandole estabilidad mecénica al coadgulo formado. La malla de fibrina es
resultado de la polimerizacion del fibrindgeno (factor I de coagulacion), una proteina alargada
que se encuentra en la sangre en concentraciones entre 200 y 400 mg/dL y esta formada por tres
cadenas polipeptidicas (Aa, BB y v); a su vez, el fibrindgeno se divide en tres secciones, el

nodulo central, y dos nédulos externos D, en cada uno de estos extremos se ubica la terminacién
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flexible de la cadena Aa que permite la unidn a otras moléculas de fibrindgeno para formar la red
de fibrina; en cada extremo (Ver Figura 1), los sitios DD permiten la union lineal de los
monomeros de fibrina, formando fibras largas, y los sitios Da y Db permiten la unién de las
cadenas Ay B de los mondémeros vecinos, formando fibras mas gruesas (Lauricella, 2007,
Vargas-Ruiz, 2016).

Figura 1l

Molécula de Fibrindgeno

Nota. Adaptado de “Variabilidad de las redes de fibrina” (p. 9), por M. Lauricella, 2007, Acta
Bioquimica Clinica Latinoamericana, 41 (1).
Hemostasia

La hemostasia es un mecanismo del organismo para evitar la pérdida de sangre cuando se
produce una herida en un vaso sanguineo, la manera natural con la que se inicia el proceso es la
formacidn de un coagulo de fibrina, para esto, las plaquetas y globulos rojos se adhieren a las
paredes del vaso sanguineo donde se produce la lesion, gracias al factor Von Willebrand, la
trombina, y el colageno. Posteriormente, los factores de coagulacion se activan secuencialmente
para formar una red de fibrina que envuelve los eritrocitos y las plaquetas; las plagquetas se
activan y liberan factores de crecimiento y citoquinas, desencadenando la proliferacion y
migracion celular, ademas de modular la inflamacion y la angiogénesis en el tejido para

regenerar la herida producida (Andia & Abate, 2013; Anitua, et al, 2013).
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Plasma rico en plaquetas (PRP)

El plasma rico en plaquetas (PRP) es un compuesto obtenido a partir de la sangre, por
medio de métodos que permiten la separacidn de sus componentes, como plaquetas, eritrocitos,
leucocitos, y citoquinas (Figura 2). El término del PRP aparece en la década de 1970 en el area
de hematologia, el cual describe una mayor concentracion de plaquetas en el plasma, y se
estudiaba en pacientes con trombocitopenia (organismo con pocas plaquetas) (Alves & Grimalt,
2018; Janouskova, 2018).

El proceso para la obtencidn del PRP se realiza a través de dos centrifugaciones, de modo
general, el plasma (sobrenadante), obtenido de una primera centrifugacion de la sangre, es
centrifugado con el fin de llevar las plaquetas al fondo del recipiente, formando un botén
plaquetario. Una parte del plasma sobrenadante de esta segunda centrifugacion es retirado, y el
bot6n plaquetario es disuelto en el liquido restante, dando como resultado PRP, compuesto
principalmente por plaquetas, pero con otros componentes como citoquinas, fibrindgeno y
factores de crecimiento. Por esto, el uso del PRP en la ingenieria de tejidos se fundamenta en la
efectividad que muestra este compuesto en la regeneracion de heridas, debido a la cantidad
concentrada de factores de crecimiento, citoquinas y demas componentes que favorecen la
diferenciacion y proliferacion celular. Adicionalmente, el PRP puede ser obtenido de manera
autologa, por lo que no se presentan problemas de biocompatibilidad, haciendo mas rapida la
recuperacion del tejido. (Everts, et al. 2007; Garcia, et al. 2007)

Conforme a lo anterior, en el PRP se pueden conseguir factores como: factor de
crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), factor de crecimiento transformante 1 (TGF-B1),
péptido 111 activador del tejido conjuntivo (CATP I11), factor de crecimiento similar a la insulina

1 (IGF-1), factor de crecimiento epidérmico (EGF), factor de crecimiento endotelial vascular
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(VEGF), factor de crecimiento de fibroblastos basico (bFGF), factor de crecimiento de células
endoteliales derivado de plaquetas (PDECGF), angiopoyetina-2 (Ang-2), trombospondina,
osteocalcina y proteinas adhesivas como fibrindgeno, fibronectina, factor Von Willebrand (VWF)
y P-selectina.” (Intini, et al. 2007), y en conjunto todos estos factores y proteinas participan en la
regeneracion de diversos tejidos.

Figura 2

Composicién de la sangre

Density, g/ml {

Plasma 1,026 ——
Platelets 1,058
Monocytes 1,062 }

’_

Lymphocytes 1,070
Neutrophils 1,082

Red blood cells 1,100

Nota. Adaptado de “A Review of Platelet-Rich Plasma: History, Biology, Mechanism of Action,
and Classification” (p. 22), R. Alves & R. Grimalt, 2018, Skin Appendage Disorders, 4(1).
Hidrogeles

Los hidrogeles son redes poliméricas viscoelasticas con una estructura tridimensional
gelificada, que cuenta con unas propiedades fisicas similares a las de tejidos blandos naturales,
son estructuras hidrofilicas por lo que pueden retener grandes cantidades de agua, esta capacidad
depende de su estructura, densidad de reticulacion, composicion de la solucién y la técnica con la
que se sintetizd. Existen diferentes tipos de hidrogeles los cuales se pueden clasificar
dependiendo de su composicion, por lo cual pueden ser naturales o sintéticos, otro aspecto para

clasificar los hidrogeles es la forma en que se fabrican, ya que se podrian fabricar mediante
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entrecruzamiento fisico o quimico. La versatilidad de los hidrogeles es algo muy positivo por
destacar, ya que dependiendo de la forma en que se fabriquen o los materiales usados, se puede
manipular sus propiedades fisicas y quimicas. Los hidrogeles en la ingenieria de tejidos han
mostrado ser de utilidad para diferentes usos como los cultivos 3D, administracion de farmacos,
regeneracion de tejidos, implantes de tejidos o lentes de contacto. Ya que cada hidrogel se puede
adaptar al uso requerido, es fundamental documentar su caracterizacion segun el método de
fabricacion, entre ésta, sus propiedades mecanicas, para esto se realizan pruebas mecanicas con
el fin de evaluar su modulo elastico y su viscosidad; ademas, es necesario conocer su capacidad
de hinchamiento, que da informacién sobre la cantidad de agua que puede retener el hidrogel
(Catoira, Fusaro, Di Francesco, Ramella, & Boccafoschi, 2019). Un aspecto importante del
suministro de nutrientes y factores de crecimiento es la velocidad con la que se efectla este
suministro, ya que se ha demostrado que controlar este parametro en el disefio de un andamio da
mejores resultados en la regeneracion celular; una alternativa muy utilizada en la ingenieria de
tejidos es el uso de hidrogeles, a los cuales se les puede controlar su tasa de degradacion, asi, al
combinarse con PRP pueden liberar, més rapido o lento segun la necesidad, nutrientes y factores
de crecimiento a las células en el tejido. Adicionalmente, gracias a esta degradacion las células
del tejido pueden ir reemplazando gradualmente la estructura del andamio para lograr una
regeneracion completa. (Hokugo, 2005; Carducci, 2016)
Hidrogeles de fibrina a partir de PRP

El hidrogel de fibrina se forma por agregacion de calcio al PRP; como se puede observar
en la Figura 3, la cascada de coagulacién es dependiente del calcio, por lo que esta no se puede
completar después de la extraccion de la sangre gracias al citrato de sodio (anticoagulante), que

actua como quelante de los iones de calcio, por esta razon, al agregar calcio al PRP se permite la
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ejecucion de la cascada de coagulacion por sus tres vias: intrinseca, extrinseca y comun, donde
los factores de coagulacion se van activando secuencialmente para finalmente producir la
polimerizacion del fibrindgeno para formar la red tridimensional de fibrina y darle una estructura
gelificada al PRP, ademas de activar las plaquetas, haciendo que liberen el contenido de sus
granulos como citoquinas y factores de crecimiento. (Garcia, et al, 2007; Kardos, et al, 2018)
Figura 3

Vias de la cascada de coagulacion
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Anélogos del PRP

Cabe aclarar que el PRP hace parte de un grupo conocido como concentrados de
plaquetas. Debido a la variedad de métodos para la fabricacion de estos concentrados, se
obtienen distintos compuestos cuyos efectos bioldgicos pueden cambiar, asi como su posible

enfoque; en el mismo sentido, los distintos métodos producen concentrados conocidos con
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nombres diferentes, y a su vez, estos se pueden clasificar dentro de 4 grupos: plasma rico en
plaquetas puro (P-PRP), plasma rico en plaquetas y leucocitos (L-PRP), fibrina rica en plaquetas
pura (P-PRF) y fibrina rica en plaguetas y leucocitos (L-PRF); los dos primero grupos inician su
obtencion con una centrifugacion corta y a fuerzas bajas, que separa los componentes de la
sangre (Figura 4, Paso 1), posteriormente, segun la fraccién que se reitre, se diferencian la
metodologia de obtencion del P-PRP y L-PRP: i) Se considera P-PRP cuando se retira el PPP
con una fraccion de la capa leucocitaria (buffy coat), que contiene en su mayor parte leucocitos y
plaquetas (Figura 4, Paso 2A); ii) para el L-PRP se extrae el PPP, toda la capa leucocitaria y
adicionalmente una fraccién de los globulos rojos (Figura 4, Paso 2B). A continuacion, en ambos
casos, se realiza una centrifugacion larga y a fuerzas altas del contenido retirado (Dolan, et al,
2009).

Figura 4

Diferencias en la metodologia de obtencion de P-PRP y L-PRP.

PPP
(descartado)

-]
P-PRP = PPP
+ fraccién de buffy coat x
Paso 2A. Opcién P-PRP
Centrifugacion larga y fuerte

L-PRP = PPP
+ buffy coat
+ fracién de GR

Paso 2B. Opcién L-PRP
Centrifugacion larga y fuerte

‘ Paso 1. Centrifugacién corta y suave ‘

Nota. PPP= Plasma pobre en plagquetas, BC = Buffy coat, GR = Gldbulos rojos. Adaptado de
“Classification of platelet concentrates: from pure platelet-rich plasma (P-PRP) to leucocyte- and
platelet-rich fibrin (L-PRF)” (p.159), por D. Dohan, L. Rasmusson, & T. Albrektsson, 2009,

Trends in biotechnology, 27(3).
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La fibrina rica en plaquetas y leucocitos (L- PRF) se obtiene sin usar un anticoagulante al
extraer la sangre, para lograr que, durante la separacion del plasma por centrifugacion, este
plasma se coagule sin agregacion de calcio o trombina, formando un gel compuesto por una red
de fibrina con plaquetas y factores de crecimiento entre sus fibras (Figura 5). Por otro lado, la
metodologia del P-PRF inicia de igual manera al proceso de P-PRP (usando anticoagulante), sin
embargo, antes de realizar la segunda centrifugacion, se agrega cloruro de calcio (CaCl,) al
plasma retirado, de forma que el gel se forma durante la centrifugacion (Dolan, et al, 2009).
Figura 5

Formacion L-PRF

Ty =
uy =

d.

Nota. EL gel se forma durante la centrifugacion ya que no se usa ningun anticoagulante durante
la extraccion. Adaptado de “Classification of platelet concentrates: from pure platelet-rich
plasma (P-PRP) to leucocyte- and platelet-rich fibrin (L-PRF)” (p.163), por D. Dohan, L.
Rasmusson, & T. Albrektsson, 2009, Trends in biotechnology, 27(3).
Estado del arte
En ingenieria de tejidos y medicina regenerativa, se realizan estudios que promueven el
uso de nuevos métodos para mejorar la regeneracion de tejidos lesionados. En efecto, estas areas

involucran la fabricacidn de biomateriales con caracteristicas fisicoquimicas y bioldgicas que
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induzcan la regeneracion del tejido, el aislamiento y la preparacion exitosa de células madre, la
incorporacion de factores de crecimiento y citoquinas. Ademas, estimulan la formacion de
entornos biomiméticos con potencial para el desarrollo de varios tipos de andamios para la
ingenieria de tejidos (Janouskova, 2018).

Entre los diferentes abordajes en la ingenieria de tejidos, los hidrogeles, han tomado gran
importancia por su similitud a los tejidos blandos del cuerpo, también permiten la liberacion
controlada de biomoléculas o factores de crecimiento tales como los que se encuentran en el
PRP. Al respecto, Sadeghi-Ataabadi, et al, (2017), fabricaron hidrogeles de PRP, variando la
concentracion de solucion de CaCl. con la que fue mezclado, utilizando concentraciones de
2.5%, 5% y 10% (p/v). Los resultados demostraron que la concentracion de CaCl no afecta
significativamente la resistencia a la traccion, la porosidad, ni el contenido de agua del hidrogel;
sin embargo, el aumento en la concentracion fue inversamente proporcional a la tasa de
degradacion y directamente proporcional a la osmolaridad, tamafio de poro, y tiempo de
coagulacion. Como resultado de la prueba de tension, se reportd un médulo de tension de 44.8 +
5.1 KPa, 45.3 + 2.5 KPa, y 53.1 + 5 KPa, para los geles de 2.5%, 5% y 10% respectivamente. En
el mismo contexto, Ockerman, et al. (2020), fabricaron una membrana de fibrina rica en
plaquetas y leucocitos (L-PRF), con la variacion de que en este estudio se le agrego enoxaparina,
un medicamento usado para prevenir el desarrollo de codgulos en la sangre, a las muestras
obtenidas y en diferentes concentraciones (1.25 1U, 2.5 IU y 5 1U). Como resultado de las
pruebas de tension se observo que las propiedades mecénicas como médulo de elongacién,
tension de ruptura y elongacion al momento de la ruptura, no varian significativamente segin la
concentracion del farmaco; aun asi, las propiedades mas bajas se evidenciaron en la muestra con

5 IU de concentracion, no obstante, muestra una variabilidad muy alta en el médulo de
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elongacion, y elongacion al momento de la ruptura. Como control se usé L-PRF sin enoxaparina,
y el mddulo de elongacion promedio para este gel fue 0.07 Mpa.

Ademas de pruebas de compresion y elongacidn, a los hidrogeles se les puede realizar
pruebas reoldgicas, un tipo de ensayo mecanico que se realiza para materiales viscoelasticos. En
relacion a esto, Shah y Janmey, (1997), estudiaron las propiedades reoldgicas de coagulos o
hidrogeles de PRP, PPP e hidrogeles de fibrina humana. Los geles formados por fibrina o PPP
presentan endurecimiento por deformacion, esto significa que los médulos de cizalladura o
almacenamiento (G’) en deformaciones alrededor del 50% son hasta 20 veces mas altos que a
menores deformaciones (<10%). Al agregar plaquetas a los coagulos de fibrina o PPP; es decir,
fabricar hidrogeles de PRP, se logra eliminar este endurecimiento por deformacion, aumentando
significativamente el mddulo de cizalladura en bajas deformaciones (<10%). Ademas, la tension
a la que se produce la ruptura de los coagulos disminuye al aumentar la concentracion de
plaquetas. Adicionalmente, se analiz6 el mddulo viscoso o de pérdida (G’’) al variar la
frecuencia de cizalladura, demostrando que este modulo no varia para el PRP, mientras el PPP y
el hidrogel de fibrina muestran una moderada relacion directamente proporcional entre el médulo
viscoso Yy la frecuencia de cizalladura, siendo mayor la dependencia para el hidrogel de fibrina.
El modulo de cizalladura (G’) caracteriza la capacidad del material de resistir deformaciones
transversales, esta se relaciona con la energia almacenada en el material; mientras que el médulo
de pérdida (G’) representa el comportamiento viscoso del material y es asociado con la energia
disipada por el mismo.

Ademaés de las propiedades mecanicas y reoldgicas que se han estudiado sobre el PRP y
sus analogos, es importante resaltar el uso y efectividad que ha mostrado este compuesto al ser

implementado como hidrogel (activado por calcio o trombina). Por ejemplo, Intini, et al, (2007),
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disefiaron un estudio donde compararon el efecto del colageno, PRP y PRP con sulfato de calcio
(PRP-SC), sobre la regeneracion de tejido 6seo, demostrando que el hidrogel de PRP-CS activa
las plaquetas, haciendo que se liberen diversos factores de crecimiento, induciendo la formacion
de tejido 6seo de forma mas rapida y completa, en comparacion con el sulfato de calcio,
colageno y PRP solo. (Intini, et al. 2007). Por otro lado, Ahmed, et al. (2017), disefiaron un
estudio clinico en el que compararon la efectividad del gel de PRP en la curacion de Ulceras de
pie diabético, comparado con un apdsito de unglento antiséptico, que es cominmente usado
para tratar este tipo de lesiones. Para la activacion del PRP y consiguiente gelacién, usaron
solucion de calcio al 10% y trombina autdloga. Los resultados mostraron una tasa de curacién
mas rapida en el grupo PRP, después de 2 semanas el 29% del grupo PRP habia sanado
completamente, versus el 7% del grupo de control, y al cabo de 12 semanas el 85.7% del grupo
PRP habia sanado completamente, comparado con el 68% del grupo de control; sin embargo la
tasa de curacion del grupo PRP decae por debajo del grupo de control después de las 4 semanas,
esto posiblemente debido a la liberacién muy répida de factores de crecimiento que presenta el
PRP. Adicionalmente el grupo PRP present6 menos pacientes con infeccion (4%) comparado
con el grupo de control (21%). Como se coment6 anteriormente, el PRF es un concentrado que
varia en la metodologia de fabricacion al PRP. En relacion a esto, Lobo, (2014), y Guzmén G.F,
(2017), indican que usar PRF en tejidos blandos y tejido 6seo (tejidos periodontales
especificamente), reduce el tiempo de cicatrizacion de las heridas, e igualmente mejora la
cicatrizacion y disminuye la sensacion de dolor. Asimismo, Vento, (2015), demostré que la PRF
en el tratamiento de periodontitis crénica disminuyo6 el sangrado, y la inflamacion; solo 4.8%
del grupo con PRF present6 sangrado después de los primeros 7 dias, comparado con el 23.8%

en el grupo de control, del mismo modo, en este ultimo grupo, el 100% mostro inflamacién,
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mientras en el grupo con PRF el 66.7% presentd inflamacion. Igualmente, Atamari et al. (2017),
uso PRF en el cierre de la mucosa alveolar post exodoncia de 18 pacientes, a cada uno se les
realiz6 2 exodoncias, en una se usé PRF y la otra sin PRF como control; concluyendo que el
PRF reduce significativamente las complicaciones post quirdrgicas (dolor, sangrado e
inflamacion), y favorece la consistencia firme de la mucosa alveolar al acelerar la cicatrizacion.
La diferencia en los métodos de fabricacion del PRP y PRF puede afectar la efectividad y
aplicacion de estos concentrados de plaquetas, por esto, Peter Murray, (2018), realiza una
recopilacion de estudios para comparar la efectividad del PRP, PRF y revascularizacion de
coagulos de sangre (BCR), en la regeneracion de dientes inmaduros, hallando que el PRF
presenta los mejores resultados en el cierre apical en el diente y alargamiento de raiz, seguido
muy de cerca por el PRP.

Con el fin de mejorar la estabilidad mecénica, Censi R, et al, (2020), demuestran que las
redes de hidrogeles interpenetrantes (IPNs), fabricadas con copolimeros triblogque vinil
sulfonados, disuelto a diferentes concentraciones (15% y 20% p/p), en liquido concentrado de
plaquetas (PC) derivado de sangre bovina, mejoran las propiedades mecénicas del PRP. En
concreto se evidencia que una mayor concentracion del primer copolimero (20%) consigue un
modulo de almacenamiento (G”) hasta 7 veces més alto y de forma mas rapida, que el gel de
PRP, que muestra un comportamiento similar a un fluido liquido. La capacidad de hinchamiento
(SR) fue calculada con la formula SR=Wt/Wo , donde (Wo) es el peso inicial del hidrogel, y
(W) el peso del hidrogel hinchado tras cubrirse con PBS. El hidrogel de PRP muestra la menor
SR, logrando un valor de 1.1, comparado con 1.8 que alcanza el hidrogel con redes
interpenetrantes, a su vez este Gltimo gel logra mantener una SR mayor a 1 hasta 80 dias y se

degrada completamente después de los 120 dias, a diferencia del hidrogel de PRP cuyo SR decae
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a la mitad en menos de 10 dias y se degrada por completo después del dia 40. Los resultados
evidenciaron que una mayor red polimérica interpenetrante termosensible, produce un
crecimiento significativo en el tiempo de degradacion y el modulo de almacenamiento del
hidrogel, comparado con el hidrogel natural, ademéas de mejorar la adhesividad del PRP al tejido
y mostrar una liberacién controlada del factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF) y el
FC transformante B1 (TGF- B1).

Es trascendental que un biomaterial cumpla con la caracteristica de ser biocompatible con
el cuerpo del huésped. Por ejemplo, el trasplante de células B secretoras de insulina, un
tratamiento prometedor para la diabetes tipo I, no es eficaz a largo plazo debido a la respuesta
defensiva del sistema inmunoldgico del huésped, y que no logran generar una correcta
angiogénesis. Respecto a esto, Zhang, et al, realizaron un hidrogel con una matriz extracelular
pancreética (PEM) en combinacion con PRP, con el fin de mejorar la compatibilidad y
reproducibilidad de un injerto para la regeneracion pancreética. Los investigadores prepararon el
PRP para ser mezclado con el polvo del PEM, creando un hidrogel que denominaron PEM-PRP,
al que introdujeron células de insulinoma de rata (INS-1) y células endoteliales de vena umbilical
humana (HUVEC). Asi mismo, hicieron hidrogeles de solo PEM a los que les introdujeron las
mismas células. Con ambos tipos de hidrogeles realizaron cultivo in vitro en 2D y cultivo in vivo
en ratas. Se observo que en ambos tipos de hidrogeles se formé una estructura porosa fibrilar,
que permite una mejor transferencia de nutrientes y permitié promover la angiogénesis, sin
embargo, el hidrogel PEM-PRP mostraba una estructura mas compacta, ya que las plaquetas
activadas del PRP facilitan la reticulacion de la fibrina. Ya que el PEM-PRP tenia una
reticulacion de fibrina méas densa, se comprob6 que, al ser degradado con colagenasa, tenia una

tasa de degradacion mas lenta que el hidrogel PEM, la degradacion mas lenta del PEM-PRP
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permitié un mayor crecimiento de células B secretoras de insulina y promover una mejor
angiogeénesis en la etapa inicial de la formacién del tejido, ademas, por su contenido plaquetario
se liberaba un porcentaje mas alto de factores de crecimiento en comparacién con el PEM. En
conclusion, los investigadores afirmaron que las ratas con el hidrogel PEM-PRP tenian mas
controlado el nivel de glucosa en sangre, debido a la viabilidad de las células INS-1, mientras
que las ratas diabéticas trasplantadas con hidrogel PEM no lograron mantener el nivel normal de
glucosa en sangre, posiblemente debido a la menor viabilidad de las células INS-1. (Zhang, et al.,
2020).

La fibrina representa un buen soporte estructural para los hidrogeles de PRP debido a su
estructura polimérica tridimensional, por esto también se han disefiado estudios para evaluar las
caracteristicas de hidrogeles formados por esta proteina; aunque estos andamios no son
fabricados de PRP o sus analogos, sus caracteristicas mecanicas pueden relacionarse al ser
compuestos por la misma proteina:

Kun Ma, et al. (2012) realizan la mezcla de diferentes concentraciones de fibrina con
alginato, para hacer un hidrogel que promueva la condrogénesis e igualmente evaluar las
propiedades mecénicas del hidrogel. En general, aunque todas las muestras con fibrina
promovieron la condrogénesis, los grupos con mayor contenido de esta proteina estimularon una
mayor proliferacion inicial. Las muestras mas resistentes se ven reflejadas con la concentracion
49:1 de fibrina y alginato, respectivamente, con un médulo de tension de 45 kPa y una
deformacion de tension critica de 165%. Sin embargo, las muestras con concentraciones de 40:8
de fibrina y alginato, respectivamente, presentaron mejores resultados para promover la
condrogénesis, esta muestra obtuvo un mddulo de tensién de 38 kPa y una deformacion de

tension critica de 100% (Ma, K. 2012). En el mismo dmbito, Murphy, et al, (2017), disefiaron
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hidrogeles de fibrina con células madre mesenquimales, logrando secretar factores que
promueven la angiogénesis y la proliferacion celular de dichas células. Los hidrogeles se
sometieron a pruebas mecanicas, y se obtuvieron modulos de tensién que van desde 0.2 a 80
kPa. También se concluye que las concentraciones de fibrindgeno, sodio y calcio tuvieron un
efecto significativo sobre el médulo de compresion. (Murphy, et al. 2017). Para afiadir, Gupta et
al. (2019, disefiaron hidrogeles de fibrina y genipina para la regeneracion de tejido cartilaginoso
para la reconstruccion nasal. Se comprob6 que la muestra del hidrogel de fibrina tenia los
menores modulos de compresidn, traccion y cizallamiento, en comparacién con los demas geles
y el cartilago nasal. (Gupta, et al. 2019)

Con la informacion presentada anteriormente se demuestran los distintos enfoques y
tejidos sobre los que se ha usado el PRP, asi como la efectividad para inducir la regeneracion
tisular que ha mostrado el mismo en forma de hidrogel, y algunos de sus analogos, igualmente
en forma de hidrogel como el PRF; adicionalmente, cabe resaltar que son pocos los estudios que
se han realizado sobre las propiedades mecénicas de estos hidrogeles, y ninguno al variar las los
parametros de concentracion de PRP y tiempo de gelacion, abarcados en esta investigacion. A
futuro se espera que la informacidn suministrada por este documento sea replicada con el fin de
comprobar la reproducibilidad de los resultados obtenidos en este proyecto, asi como realizar
estudios que ayuden a ampliar esta informacion, tales como la efectividad clinica o demés

propiedades mecanicas, al variar los parametros propuestos.
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Metodologia
Obtencion del PRP

El PRP se obtuvo a partir de muestras de sangre de donantes, a quienes se les extrajo 20
mL de sangre periférica en 5 tubos Vacutest de 4.5 mL que contenian 3.2% de citrato de sodio.
Inmediatamente después de la extraccion, los tubos se agitaron a velocidad suave durante 30
minutos para que la sangre se mezclara con el citrato de sodio, y asi evitar la coagulacion. A
continuacion, se realizé el protocolo establecido por Amable Paola et al, (Amable, et al, 2013)
para obtener la mayor cantidad de plaquetas (mayor concentracion). En breve, los tubos se
centrifugaron a 300 x g durante 5 minutos a 18 °C; se dejaron en reposo durante 30 minutos a
temperatura ambiente, y luego se retird el sobrenadante, correspondiente al plasma. Este plasma
se sometio a una segunda centrifugacién a 700 x g durante 17 minutos a 12 °C, y el sobrenadante
resultante se retird, y se conservo el boton de plaquetas. Este sobrenadante se conoce como
plasma pobre en plaquetas (PPP), y se usé para resuspender las plaquetas, y asi obtener el PRP:
se agrego6 300 uL de PPP por cada 1 mL de plasma obtenido en la primera centrifugacion. La
concentracion de plaquetas en el PRP resultante es de alrededor de 1.4 « 106 a 1.9 * 10°
plaquetas/uL (Amable, et al, 2013). El PRP obtenido de esta metodologia, fue utilizado para la
fabricacion de los hidrogeles que mas adelante se definen como “hidrogeles de 100%” y los
“hidrogeles de 75%”.

Adicionalmente, se fabricé un PRP con una mayor concentracion de plaquetas, donde las
plaquetas estaban un 33% mas concentradas que las que se obtuvieron con la metodologia de
Amable et al; para obtener esta concentracion, se replico la metodologia de Amable, cambiando
el ultimo paso del proceso: después de la segunda centrifugacion, se retir6 todo el sobrenadante

de PPP y el botdén plaquetario se resuspendid en una menor cantidad de sobrenadante, agregando
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200 uL de PPP por cada 1 mL de plasma obtenido en la primera centrifugacién. Este PRP fue
utilizado para fabricar los hidrogeles que en el siguiente parrafo se definieron como “‘hidrogeles
de 133%”.
Fabricacion de hidrogeles de PRP

Para inducir la reticulacién del fibrindgeno y, por ende, la formacion de los geles, el PRP
en cada una de sus diferentes concentraciones, se mezcl6 con una solucion de cloruro de calcio
(CaCly) al 10% en proporcion 9:1, respectivamente. Se emplearon tres concentraciones de PRP
para la reticulacion de los geles (75%, 100% y 133%), variando los tiempos de gelacion para
cada una de las concentraciones, los tiempos de gelacion se establecieron a 2, 4 y 24 horas. Para
aclarar, los nombres de los hidrogeles en las tres concentraciones presentadas en este documento,
funcionan a modo de etiqueta, donde los “hidrogeles de 100%” se refiere a los fabricados usando
el PRP obtenido de la metodologia recomendada por Amable, et al; los “hidrogeles de 75%”, se
fabricaron reemplazando una parte del volumen total por PBS; finalmente, los “hidrogeles de
133%" son los fabricados con el PRP que se obtuvo con una concentracion de plaquetas un 33%
maés elevada, descrita anteriormente. Una vez se prepararon las diferentes soluciones de PRP, se
mezclaron con el CaCl, suavemente, por pipeteo. Seguidamente, se agregd 444.4 uL. de cada una
de las soluciones en platos de cultivo celular de 48 pozos (para cada condicion se usaron 3
pozos), y se incubd por los tiempos descritos anteriormente a 37 °C. En total, se tenian 3 platos
de cultivo, uno para cada condicién de tiempo de gelacién. Los geles que se incubaron por 2 y 4
horas, se mantuvieron a 4 °C mientras terminaban de pasar las 24 horas del tercer tiempo en
estudio. Finalmente, la solucién de PPP se utiliz6 para realizar los respectivos controles bajo las

mismas condiciones mencionadas anteriormente.
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Caracterizacién mecénica de los hidrogeles
Al completar el tiempo de gelacion, los hidrogeles se sacaron de los pozos para medir su

ancho, largo y alto usando un calibrador digital. Asimismo, cada uno de los hidrogeles se peso
con ayuda de una balanza de precision, y se realiz6 la prueba de compresion por medio del banco
de carga modelo ElectroForce 3200 con una celda de 45 N, a una velocidad de 0,1 mm/s hasta
obtener el 50% de su altura inicial. Seguidamente, los datos se almacenaron y se procesaron para
generar las gréficas de esfuerzo vs deformacién de cada hidrogel y, posteriormente, calcular el
maodulo de compresion en la parte lineal de la gréafica. Para computar el esfuerzo aplicado a la

muestra, se utilizo la siguiente formula (ecuacion 1):

|

o=7(1)
Donde o es el esfuerzo a calcular, F es la fuerza en newtons (N) aplicada a la muestra, y
A es el area transversal de la muestra en metros (m?).

La deformacion (<) se calculé empleando la ecuacion 2.

e = Longitudeina{ — L(')n'gf'tud inicial « 100 )
ongitud inicial

Con los datos de esfuerzo vs deformacion se pudo apreciar la respuesta del hidrogel al
soportar la fuerza de compresion, la cual se analiz6 con el fin de determinar el modulo de
compresion (E) en el segmento de la curva donde el hidrogel presentd un comportamiento

elastico.
do
E = E (3)
Pruebas de hinchamiento

Una vez se realizaron las pruebas de compresion de los hidrogeles de PRP, estos se

transfirieron a tubos eppendorf, previamente pesados, y se liofilizaron por 24 horas.
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Seguidamente, cada uno de los tubos eppendorf se peso6 con los hidrogeles secos en su interior.
El peso seco del gel (Wd) se calcul6 al restar el peso de los tubos vacios del peso de los tubos
que contenian el hidrogel seco. Por otro lado, el peso del hidrogel en estado hinchado (Ws) se
obtuvo antes de iniciar las pruebas de compresion (Zheng Shu, et al, 2004). Con el fin de
determinar el grado de hinchamiento antes de liofilizar, se utiliz6 la ecuacidn propuesta por
Martins Shimojo, et al, (2019), en la que el peso hinchado se divide por el peso seco (Martins

Shimojo et al, 2019), como se reporta en la ecuacion 4:

Ws
SR = wa 4

Donde SR es la relacion de hinchamiento, Ws el peso del hidrogel hinchado y Wd el peso
del hidrogel seco (liofilizado).
Pruebas de re-hinchamiento

Con el fin de evaluar la capacidad de re-hinchamiento de los geles de PRP después de
liofilizados, es decir, cuantas veces puede aumentar su peso en seco al volver a hidratar; cada
uno de los hidrogeles liofilizados se sumergieron en PBS durante 24 horas a 37 °C. A
continuacion, cada hidrogel se pesé en una balanza de precision para conocer su peso después
del proceso de re-hinchamiento. De manera similar a las pruebas de hinchamiento, se empleo la
ecuacion 4, pero cambiando el peso hinchado inicial (Ws) por el peso después de re-

hinchamiento en PBS, denominado Wrs.

RSR = L= (5
wd

Donde RSR es la relacion de re-hinchamiento, Wrs es el peso del gel re-hinchado y Wd

es el peso del gel seco (liofilizado).
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Pruebas de degradacion

Algunos autores como Zhang Shu, et al, (2020) y Martins Shimojo, et al, (2019),
realizaron pruebas de degradacion en hidrogeles obtenidos a partir de PRP, donde usaron
colagenasa y presentaron la degradacion del hidrogel respecto al tiempo. Con el fin de ampliar la
informacion de la degradacién de los hidrogeles de PRP con otras enzimas, se propuso realizar
esta prueba de degradacidn con tripsina, la cual es una enzima que puede estar presente en
algunas partes del sistema digestivo, pues es producida en el pancreas y es secretada en el
duodeno. Para los estudios de degradacion, se fabricaron nuevamente hidrogeles de PRP
siguiendo el mismo procedimiento y condiciones establecidas en la seccidn 4.3. Después de 24
horas de reticulacidn, los hidrogeles se depositaron en insertos previamente pesados, que tenian
una malla con transwell de membranas de 440um, y se sumergieron en platos de 12 pozos que
contenia tripsina (cada pozo tenia 3 mL de tripsina), durante 6 horas a 37°C. La tripsina es una
enzima que promueve la degradacion al romper los enlaces peptidicos presentes en el hidrogel
(Fidel Jesus-Ramirez, 2017). El peso del inserto con el hidrogel se anot6 cada 30 minutos
durante la primera hora, y después se registro cada hora. El porcentaje de degradacion se calcul6

mediante la ecuacion 6 para cada uno de los tiempos medidos (Zhang, et al., 2020):

%Pérdida de peso = POP 2 %100 (6)

o

Donde Po es el peso inicial del hidrogel y Pf es el peso final del hidrogel. El valor de Pf
se obtuvo al restar el peso del inserto seco del peso del inserto con el hidrogel, en cada uno de los
puntos registrados.

Andlisis estadistico
Los resultados obtenidos se expresaron como la media aritmetica £ desviacion estandar.

Las comparaciones entre los grupos en estudio, se realizaron utilizando andlisis de varianza de



dos vias (ANOVA) con correccion de Bonferroni para determinar si existian diferencias
estadisticamente significativas. Para todos los analisis estadisticos, los valores de p < 0.05 se
consideraron significativos. Adicionalmente, se usaron tres réplicas por muestra (n=3) para

garantizar la reproducibilidad de los resultados.
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Resultados y analisis

Resultados
Obtencion del PRP

Se realizd la metodologia descrita para la obtencién del PRP, se extrajo 20 mL de sangre
a cada voluntario, de la cual se obtuvo aproximadamente 2.5 mL de PRP y 6 mL de PPP de cada
voluntario. El proceso se puede apreciar en la Figura 6, donde se incluyen fotos representativas
de las diferentes etapas del proceso de obtencion del PRP. La figura 6A contiene el resultado de
la primera centrifugacion, donde se observa el plasma que es retirado de los tubos y repartido en
tubos Falcon de 15 ml para realizar la segunda centrifugacion (Figura 6B). En la figura 6C se
puede apreciar el botdn plaquetario en el fondo de cada uno de los tubos. Finalmente, se obtuvo

el PRP al retirar el PPP y diluir el boton de plaquetas (Figura 6D).
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Figura 6

Etapas de la fabricacion de PRP

Nota. Muestras después de la primera centrifugacién (A), obtencién del sobrenadante de plasma
(B), boton plaquetario después de la segunda centrifugacion (C), PRP final (D)
Fabricacion de los hidrogeles de PRP

La solucion de PRP se mezcl6 con la solucion de CaCl; en las proporciones que se
mencionan en la metodologia, para inducir la formacion de las redes de fibrina y por ende la

gelacion de hidrogel. Las diferentes muestras se distribuyeron en los platos de cultivo (Figura 7).
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Posteriormente, cada uno de los platos se ubico en la incubadora durante el tiempo de gelacion
respectivo.
Figura7

Distribucidn de las muestras, segun el tiempo de gelacién, en diferentes platos de cultivo

Después del tiempo de gelacion, se observd que los hidrogeles tenian una tonalidad

opaca, visible desde la parte inferior de los platos, debido a la formacion de la red de fibrina
(Figura 8); sin embargo, las muestras se veian acuosas en la parte superficial. En particular, los
hidrogeles con un tiempo de gelacion de 2 horas tenian la apariencia mas diluida, seguidos por
las de 4 y 24 horas. Por otro lado, los hidrogeles de PPP, se encontraban totalmente acuosos, por
esto los hidrogeles de PPP no se incluyeron en las pruebas de compresion. De acuerdo con los
resultados, se pudo inferir que la mayor concentracién de plaquetas en el PRP, influy6 en la

gelacion de los hidrogeles.
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Figura 8
Hidrogeles formados a partir de 100% PRP, después de 24 h de gelacion a 37 °C. (vista inferior

del plato)

Medicion del peso y tamafio de los hidrogeles

Los geles tomaron la forma del pozo del plato (ver Figura 8) ya que las fibras de fibrina
se adhirieron a las paredes del pozo; no obstante, al introducir la espatula metalica para
removerlos, estos se compactaron, e incluso, algunos perdian su forma original, como se muestra
en la Figura 9. En particular, se observé que, a mayor tiempo de gelacion, los hidrogeles tenian
maés opacidad en los pozos, lo que se puede atribuir a que se formaron mas redes de fibrina al

darle mas tiempo.
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Figura 9

Formas del hidrogel

Nota. Hidrogel deformado al sacarse del pozo (A), Hidrogel que mantiene su forma al sacar del
pozo (B), Hidrogel con 100% PRP y 2 horas de gelacion (C), Hidrogel con 100% PRP y 4 horas
de gelacion (D), Hidrogel con 100% PRP y 24 horas de gelacion (E).

Las dimensiones de cada hidrogel fueron medidas con un calibrador digital, tomando
ancho y largo para calcular el area de cada muestra, y la altura para determinar la compresion

requerida (Tabla 1).



Tabla 1

Area de los hidrogeles agrupados por concentracion

Pruebas de compresion

ANCHO (mm) LARGO (mm) ALTO (mm)
4,636 +0,304 | 4,726+1,412 | 2,010%0,254
75% 5,136+0,802 | 5033+0,695 | 1,683+0,094
6,493+0,786 | 6,443+0,168 | 2,016+ 0,355
7.125+0,334 | 7,090+0,482 | 2,570+0,157
100% 7,625+0,391 | 7,705+0,938 | 2,5825+ 0,412
5.656+1,506 | 6,323+0,270 | 2,373+0,278
7,433+1,800 | 587642916 | 2,866+1,184
133% 5960+1,038 | 6,276+1,040 | 2,003%0,464
7,09+0,937 | 7,123+0,832 | 2,050+ 0,521
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En la Figura 10 se incluye una foto representativa de los hidrogeles que se evaluaron, y el
montaje que se usé para llevar a cabo la prueba de compresion. La Figura 11 muestra una
imagen representativa de la forma que los hidrogeles tuvieron al finalizar el ensayo. Para el
calculo del médulo de compresion, se graficé el esfuerzo vs la deformacion de cada una de las
muestras que se comprimieron. EI mddulo de compresion se calculd usando el rango de 20% a

30% de deformacion (Figura 12).
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Figura 10

Ensayo de compresion del hidrogel.

Nota. Hidrogel antes de la prueba de compresion (A), hidrogel durante la prueba de compresion
(B).
Figura 11

Hidrogel después del ensayo de compresion
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Figura 12
Curva de esfuerzo vs deformacion de la réplica 1, después de 24 horas de gelacién para el

hidrogel de 75% de PRP
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La Figura 13 contiene los valores que se obtuvieron de los mddulos de compresion para
cada una de las muestras en estudio. Al comparar los geles agrupados por concentracion se
obtuvo como resultado que: los geles de 75% PRP mostraron un aumento en el mddulo de
compresion cuando se incremento el tiempo de gelacion de 2 a 4 horas, no obstante, el tiempo de
24 horas fue ligeramente menor al de 4 horas. Especificamente, los modulos fueron de 16.7 £
2.27 kPa, 31.96 + 3.21 kPa, y 29.51 + 1.56 kPa, para los geles de 2, 4, y 24 horas
respectivamente; sin embargo, no se encontraron diferencias significativas. En el caso de los
hidrogeles al 100% PRP, el médulo de compresion del gel de 4 horas fue ligeramente menor al
de 2 horas (4.71 £ 3.36 kPa vs 4.89 + 2.82 kPa, respectivamente), y se encontrd que el médulo
de los geles a 24h fue mas alto que los de 2 y 4 horas, mostrando un valor medio de 19.59 + 7.85
kPa; ademas, esta concentracion alcanzg, a las 2 y 4 horas, los moédulos mas bajos, comparados
con las demaés concentraciones. Por el contrario, los geles de 133% PRP mostraron un

comportamiento inverso al de las otras dos concentraciones, disminuyendo su modulo a medida
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que aumenta el tiempo de gelacion. En particular, para los geles de 2, 4 y 24 horas los resultados
evidenciaron médulos de 16.05 + 0.99 kPa, 11.27 + 0.57 kPa, y 7.68 + 1.45 kPa,
respectivamente; donde los hidrogeles de 2 horas presentaron modulos significativamente mas
altos que los de 4 y 24 horas (p = .044 y p = .013, respectivamente). En estos resultados se puede
contemplar los diferentes moédulos de compresion, evidenciando que se puede variar los mddulos
de compresion, al fabricarse bajo diferentes parametros de tiempo y concentracion.

Figura 13

Madulos de compresion
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Nota. Mddulos de compresion agrupados por concentracion (A), Mddulos de compresion
agrupados por tiempos de gelacién (B).

Al comparar los hidrogeles de PRP agrupados por el tiempo de gelacion, se evidencio
que, en el caso de los geles de 24 horas, el aumento de la concentracion conlleva a una
disminucidn en el mddulo de compresion, sin hallar diferencias significativas. De hecho, solo se
registraron diferencias significativas entre los geles de 75% con las otras concentraciones, 100%
y 133% PRP, para un tiempo de gelacién de 4 horas. En particular, los geles de 75% PRP
presentaron médulos de compresion significativamente mas altos en comparacion a las

formulaciones de 100% y 133% PRP. En el caso de los geles de 2 horas, se detecto diferencias
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significativas entre los geles de 75% y 100% (p = 0,0469), y entre los de 100% y 133% (p =
0,0256). Es evidente gque los hidrogeles de 75% presentaron un modulo mas alto que las otras
concentraciones, esto indica que son mas rigidos en comparacion con los otros hidrogeles, de
cierto modo el PBS y la menor cantidad de PRP, son responsables de este comportamiento.
Relacion de hinchamiento

La relacion de hinchamiento aporta informacion sobre la cantidad de liquido que puede
absorber el hidrogel en comparacion con su peso seco. Se calculé la relacion de hinchamiento
con los pesos de hidrogel en estado hinchado y en estado seco (Figura 14), utilizando la ecuacion
6. Los resultados se reportan por concentracion y por tiempo en la Figura 15.
Figura 14

Hidrogeles liofilizados en el interior de tubos Eppendorf.
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Figura 15

Relacion de hinchamiento
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Al comparar por tiempo de gelacion (agrupados por concentracion), se encontraron
diferencias significativas en el grupo de 100%, la relacion de hinchamiento de los geles de 2
horas fue significativamente mas alto que los de 4 horas (p=0,0243), y 24 horas (p=0,0175), a su
vez, para los geles de 100% se observd una tendencia de disminucion de la relacion de
hinchamiento cuando aumentaba el tiempo de gelacién. Para las demas concentraciones, no se
evidenci6 ninguna tendencia. Por otra parte, al comparar por concentracion (agrupados por
tiempo de gelacion), se evidenciaron diferencias significativas dentro del grupo de 2 y 4 horas,
en el primero, la relacion de hinchamiento de los geles de 100% fue significativamente mas alto
que los de 75% (p=0,0304), y los de 133% (p<0,0001), igualmente, en el grupo de 4 horas los
geles de 75% son significativamente més altos que los de 100% (p=0,0009), y 133% (p=0,0122),
y ademas, la relacion de los geles de 133% fue significativamente mas alto que los de 133%
(p=0,0078). En conclusion, se evidencid que los hidrogeles de 100% tuvieron una relacion de
hinchamiento mayor que las demas concentraciones a las 2 y 4 horas de gelacion, sin embargo,

los de 24 horas mostraron valores similares en las 3 concentraciones; adicionalmente, los geles
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de la misma concentracion (100%) muestran un comportamiento inversamente proporcional
entre la relacion de hinchamiento y el tiempo de gelacion.
Relacion de re-hinchamiento

Con esta prueba, se buscé conocer la capacidad del hidrogel seco para absorber liquido
después de liofilizarse, en términos del peso seco del gel. Se graficaron los resultados agrupados
por concentracion y por tiempo (Figura 16). Se puede ver que los hidrogeles se hincharon menos
en comparacion a su hinchamiento inicial.
Figura 16
Relacion de re-hinchamiento.
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Al agrupar por concentracion de PRP (comparar el tiempo de gelacién, figura 16A), la
relacion de re-hinchamiento de los geles de 2 horas son significativamente mas altos que los de
24 horas para la concentracion de 100% PRP, adicionalmente, en la misma concentracién se
observa una disminucion en la relacion de re-hinchamiento conforme aumenta el tiempo de
gelacion. Por el contrario, al agrupar por tiempo de gelacién de PRP (comparar la concentracion,

figura 16B) se observé una diferencia significativa en el grupo de 2 horas, entre los geles de 75%
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y 100% (p=0,0036), y entre 100% y 133% (p=0,0065); en el grupo de 4 horas hay diferencia
significativa entre los geles de 75% y 133% (p=0,0158). En resumen, los hidrogeles lograron
aumentar entre 4 y 6 veces su peso seco al ser hidratadas, donde nuevamente se pudo observar
que los hidrogeles de 100% a 2 horas de gelacion, tienen mas capacidad para retener liquido en
su interior.
Tasa de degradacion

Con las pruebas de degradacion, se obtuvieron graficas donde se demostro el porcentaje
de deformacion que tenian los hidrogeles en el paso del tiempo, de igual modo se obtuvieron
gréaficas de la pérdida de peso al paso del tiempo. A partir de los resultados obtenidos, es claro
que, en la primera hora los hidrogeles aumentaron su peso, esto se puede ver en las graficas
donde el porcentaje de degradacion se hace negativa (figura 17A), y cuando el peso aumenta
(figura 17B). Esto posiblemente es debido a que se rompen enlaces entre las fibras de fibrina,
causando un aumento en el tamafio de poro permitiendo que se almacene mas tripsina en su
interior. Cuando se realizaron nuevamente los geles con el fin de realizar las pruebas de
degradacién, los hidrogeles de 75% PRP a 24 horas no gelificaron, por esto no aparece su
degradacién en las siguientes graficas. De los resultados se pudo notar que en todos los casos la
velocidad de degradacion va disminuyendo en conforme aumenta el tiempo, a su vez, el gel de 4
horas es el que mas rapido se degrada en la concentracion de 75%, en la concentracion de 100%,
asimismo, el hidrogel de 4 horas se ha degradado en mayor proporcion a las 3 y 4 horas de
sumergirse en tripsina, en la concentracion de 133%. En la figura 18 se puede apreciar la pérdida
de masa del hidrogel, hasta pasar las 6 horas, cuando solo quedaba una minima parte del

hidrogel.
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Figura 18

Prueba de degradacidn en tripsina

Nota. Hidrogel antes del ensayo de degradacién (A), hidrogel después de 6 horas de degradacion
(B).
Anélisis de Resultados

La caracterizacion mecanica de los hidrogeles de fibrina a partir de PRP representa un
avance en la ingenieria de tejidos, que seré de ayuda para futuras investigaciones. Asimismo,
conocer las caracteristicas mecanicas de este biomaterial natural podria promover su uso en el
desarrollo de tejidos, ya que se puede evaluar de manera objetiva si los hidrogeles de PRP,
siguiendo la metodologia propuesta, cuentan con las propiedades mecanicas necesarias para ser
utilizado como andamio de un tejido a tratar. Por otro lado, el uso de los hidrogeles a base de
PRP ha tenido un amplio uso en los Gltimos afios, demostrando que promueve mas rapido la
regeneracion de los tejidos que se trataron, debido a sus factores de crecimiento, citoquinasy la
estructura de la fibrina, que le da un mejor soporte y una tasa de degradacién mas lenta (Zhang,

et al, 2020).
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A diferencia de estudios como los de Sadeghi-Ataabadi, et al (2017) y Cavallo, et al
(2016), donde reportan la formacion de los hidrogeles de PRP 15 minutos después de agregar el
activador (calcio), los hidrogeles fabricados en este proyecto no se encontraban gelificados al
cabo de ese tiempo, por lo que se decidio aumentar el tiempo de gelacion. En efecto, al aumentar
los tiempos de gelacion, se logro conseguir la formacion de los hidrogeles. Esta discrepancia es
posiblemente debida a la diferencia en los métodos de obtencion del PRP tanto en tiempos y
fuerza de centrifugacion, como en el anticoagulante usado en cada caso; esto debido a que no
hay una estandarizacién sobre la metodologia de fabricacién del PRP y sus analogos. (Dolan, et
al, 2009; Amable, et al, 2013).

Los resultados demostraron que al variar el porcentaje de PRP y el tiempo de gelacion es
posible modificar el médulo de compresién de los hidrogeles; por ejemplo, al aumentar el tiempo
de gelacion, el modulo de compresion tiende a aumentar, tanto en los geles con 75% como en los
de 100% PRP; sin embargo, este aumento no es significativo. Por otra parte, al aumentar la
concentracion a 133% este comportamiento se invierte, y disminuye significativamente el
modulo al aumentar el tiempo de gelacion. Segun Lauricella (2007) y Zhang, et al (2020), la
densidad de red fibrilar influye en el movimiento de las cadenas moleculares, por lo que, si esta
es muy densa, va a restringir el movimiento y por ende aumentar el modulo elastico. En
consecuencia, se pudo identificar que, en los hidrogeles de 75% y 100%, el aumento en el tiempo
la red de fibrina se volvia mas densa, aumentando el médulo de compresion. Por otro lado, los
hidrogeles de 133% disminuian el mddulo de compresién a medida que el tiempo de gelacién
aumentaba, posiblemente porque al tener mayor concentracion de plaquetas, la cantidad de
fibrindgeno y espacio disponible para formar la red fue menor, dando como resultado una red

menos reticulada que, por lo mismo, se degrado durante las primeras 24 horas (Lauricella, 2007).
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En conclusion, es posible modificar los modulos de compresion, al variar la concentracion de
PRP y los tiempos de gelacion, esto resultara atil para futuros investigadores que deseen obtener
modulos de compresion mas altos o bajos.

Igualmente, los resultados obtenidos para cada hidrogel en los diferentes parametros
demuestran que el médulo de compresion varia entre 2 kPa y 35 kPa segun los parametros de
fabricacion, por lo que se puede evaluar de manera objetiva si estos mddulos son Utiles para el
disefio de andamios implantables en un tejido biol6égico. Los mddulos de compresion que se
pueden alcanzar con los hidrogeles de fibrina a partir de PRP, al ser fabricados con la
metodologia empleada en este articulo, concuerdan con los reportados en estudios anteriores
donde se evaluaba el médulo de elasticidad de ciertos tejidos. Asi, por ejemplo, la cdrnea, que
tiene entre 0.3 kPa y 4.3 kPa, dependiendo de la region de la crnea, ya sea en el centro o la
periferia (Mikula, Jester, & Juhasz, 2016); el ligamento periodontal de los dientes tiene un
modulo de elasticidad que varia entre 40 kPa y 160 kPa (Dong-Xu et al, 2011); las células
endoteliales de la vena umbilical tienen entre 5 kPa y 10 kPa (Zeng et al, 2010). En los estudios
posteriormente mencionados, se obtuvieron modulos de elasticidad semejantes a los obtenidos en
nuestro estudio. Sin embargo, conseguimos médulos de compresion que son menores en
comparacién con los médulos de elasticidad obtenidos por Sadeghi-Ataabadi, et al (2017),
aungue, ellos no reportan cual fue el método de obtencion del PRP, ademas, usaron un
anticoagulante distinto (CPDA) a la metodologia planteada en este documento. Adicionalmente,
al comparar con los resultados obtenidos por Ockerman, et al (2020), para los geles de L-PRF, se
pudo identificar que el médulo de compresion de los hidrogeles de PRP en este estudio, son
menores a los reportados para el L-PRF, llegando apenas a la mitad del valor reportado para

estos Ultimos. Por otra parte, los médulos de compresion obtenidos en el presente documento se
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encuentran en el rango de valores registrados por Murphy, et al (2017), para hidrogeles de fibrina
que no se obtienen del PRP, indicando que la fibrina es la que mayor participacion tiene en esta
propiedad del andamio. En conclusion, se puede atribuir la variacion en las caracteristicas de
estos hidrogeles tanto por la metodologia de fabricacion, como por ser un material biolégico
natural que presenta variaciones de persona a persona.

Se esperaria que a un menor tiempo de gelacion, la relacion de hinchamiento sea méas
elevada, ya que el hidrogel estd menos reticulado, por lo que tiene poros de mayor tamafio y
podria almacenar mas liquido, este comportamiento se puede observar en los hidrogeles de
100%, en los que los hidrogeles de 2 horas obtuvieron una mayor relacion de hinchamiento; en
cuanto a los de 75% y 133%, el andlisis estadistico indica que no hay diferencias significativas
entre estos al variar el tiempo, por lo que no se puede concluir que a menor tiempo hay mayor
relacion de hinchamiento. No obstante, se consiguieron relaciones de hinchamiento favorables,
que significan que los hidrogeles son hidrofilicos; sobre esto, las células generalmente muestran
una buena propagacion, proliferacion y diferenciacion en superficies hidréfilas (Martins
Shimojo, et al, 2019).

Con el fin de seguir evaluando la capacidad de retener liquido de los hidrogeles, estos se
trataron de re-hinchar para conocer si podian volver a recuperar su masa después de ser
liofilizados, esta informacion puede servir en caso de que se desee usar netamente la red de
fibrina como andamio, ya que la efectividad bioldgica del PRP dismuiria al liofilizarse. En este
orden de ideas, las pruebas de re-hinchamiento reflejan el peso que puede volver a ganar los
geles liofilizados, al sumergirse en PBS. Los valores de re-hinchamiento fueron inferiores a los
valores de hinchamiento iniciales siendo entre 3,5y 5,2, por lo que se concluye que el hidrogel

fue incapaz de recuperar su peso inicial al intentar re-hincharlo, esto se puede atribuir a que
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después de la prueba de compresion, la estructura reticulada del hidrogel pudo dafiarse o
colapsar, lo que limita la cantidad de liquido que puede retener. Para complementar esta idea, en
la figura 11 se puede observar que el hidrogel se encuentra aplastado y que el liquido en su
interior fue expulsado, por lo que es evidente que después de la prueba de compresion, el
hidrogel no retornd a su estructura inicial, y que el contenido tampoco se reabsorbié. En
comparacion, estos resultados son ligeramente superiores a los reportados por Gomes de Melo, et
al (2020), que evaluaron la relacion de hinchamiento en las primeras 8 horas después de sumergir
los geles en PBS, reportando una relacion de 3,3 a las 8 horas; la metodologia para la fabricacién
del PRP usada alli difiere a la realizada en el presente documento.

Por otro lado, la tasa de degradacion de los materiales utilizados en ingenieria de tejidos
es una caracteristica importante, pues con base a esta caracteristica se puede conocer el potencial
que tiene el material para ser usado en alguna tarea especifica, como el suministro progresivo de
medicamentos o la regeneracion de tejidos por medio de liberacidn de nutrientes (Zhang, et al,
2020). Los resultados demuestran que en la primera hora después de haber agregado la tripsina,
el hidrogel aumenta su peso, esto se debe a que los enlaces entre las fibras se rompen y aumenta
el tamafio de poro, por lo que el hidrogel absorbe la tripsina causando que se hinche hasta un
200% de su peso inicial. Durante las siguientes dos horas (de 1h a 3h), el hidrogel disminuye su
peso hasta llegar a su peso inicial (con excepcién del de 75% PRP a 2 horas, que demora hasta 4
horas), debido al efecto de la tripsina, rompiendo y degradando las fibras de fibrina; después de
esto, el hidrogel se va degradando a una tasa aproximada entre 10% y 20% cada hora, por lo que
después de 6 horas de haber empezado la prueba, los hidrogeles se degradaron hasta un 60% de
su peso inicial. En comparacion con estudios analizados en este documento, se obtuvo un

porcentaje de degradacion mas alto, Zhang, et al (2020), consiguen 35% de pérdida de peso en
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12 horas en los hidrogeles de PRP con matriz extracelular pancreatica, pero sumergido en
colagenasa. Martins Shimojo, et al (2019), obtienen entre 14% y 34% de pérdida de peso en 24
horas, con sus hidrogeles de PRP con acido hialuronato. Debido a esta diferencia, seria adecuado
realizar esta prueba con colagenasa como lo hacen en otros estudios, para comprar nuevamente si
se vuelve a obtener una tasa de degradacion mas alta. Este tipo de pruebas da informacion sobre
la degradacion que puede presentar el hidrogel de PRP al usarse en zonas como duodeno o
pancreas, donde puede estar presente la tripsina (Singh, Yadav, & Garg, 2019; Taskin & Adsay,
2019) o incluso aplicaciones donde se implemente la tripsina para mejorar la regeneracién tisular

(Shah & Mital, 2018).

Con el objetivo de amplificar la informacion sobre los hidrogeles realizados en este
documento, se propone para futuros estudios, realizar hidrogeles en moldes que permitan darle
una forma Optima para realizar pruebas de tension que permitan conocer otras caracteristicas
como tension de ruptura, ductilidad, entre otros. Asi mismo, replicar la metodologia para hacer
maés hidrogeles con los parametros empleados en este estudio, para obtener un mayor nimero de
muestras y comprobar la reproducibilidad de los hidrogeles de fibrina a partir de PRP. Ademas,
se podria verificar su efectividad en la regeneracion de tejidos, al hacer cultivos in vitro o in
vivo, para hacer seguimiento a la regeneracion del tejido y cdmo influyen la variacion de
concentracion de PRP y tiempo de gelacion en la fabricacion de los geles. Por ultimo, teniendo
en cuenta que el médulo de elasticidad se puede alterar segtin el método de fabricacion, se puede
proponer nuevos métodos, 0 mezclarlo con otros biomateriales que no se hayan estudiado hasta

la fecha.
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Conclusiones y recomendaciones

Nuestro estudio presenta una documentacion relevante sobre los médulos de compresion
de los hidrogeles de fibrina a partir de plasma rico en plaquetas. Los resultados de este estudio
demuestran que al variar la concentracion de plasma rico en plaquetas y el tiempo de gelacion de
los hidrogeles, se puede obtener diferentes modulos de compresién (2 a 35 kPa). Adicionalmente
se presentan resultados de relacién de hinchamiento y tasa de degradacién, importantes para
tener en cuenta a la hora de disefiar un andamio bioldgico. Basandose en estos resultados, futuras
investigaciones pueden tener mas en cuenta el uso de estos hidrogeles, ya que aparte de la
informacion que se encuentra sobre sus beneficios en maltiples documentos, ahora se puede
indagar sobre sus propiedades mecanicas y asi, replicar alguna de las metodologias de
fabricacion del hidrogel de este estudio, para obtener los mddulos elasticos que requieran para

sus investigaciones.
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ANEXOS
CONCENTRACION
ESFUERZO VS 75% 100% 133%
DEFORMACION | Médulo de compresion Médulo de compresion Médulo de compresion
(KPa) (KPa) (KPa)
v 2h,37°C
E ,37°
M| 22h,4°C 16,700 + 2,277 4,888 + 2,816 16,050 + 0,990
P
O 4n37°C
D e 31,967 + 3,218 4,710 £ 3,364 11,277 +£0,573
E 20h,4°C
G
E
L
A | 24h,37°C 29,515 + 1,563 19,587 + 7,851 7,683 £ 1,451
Cl
0
N
Anexo 1. Tabla con los resultados de las pruebas de compresion.
CONCENTRACION
HINCHAMIENTO 5% 100% 133%
Relacion de hinchamiento Relacion de hinchamiento Relacién de hinchamiento
TI "
E 2h,37°C
M| 22h 4°C 10,066 + 4,060 27,942 + 2,838 7,457 £ 0,839
P
O 4n37°C
D e 7,342 £1,124 16,611 + 1,257 12,283 £ 0,641
E 20h,4°C
G
E
L
A | 24h,37°C 11,611 +1,917 13,570 + 0,939 9,932 + 2,516
Cl
0
N
Anexo 2. Tabla con los resultados de las pruebas de hinchamiento.
CONCENTRACION
RE- 75% 100% 133%
HINCHAMIENTO - . . L . . L . .
Relacion de re-hinchamiento | Relacion de re-hinchamiento | Relacion de re-hinchamiento
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Tl
E| 2h37°C

El 2haoc 4381 +0,180 5537 + 0,429 3.887 +0,179
P

Ol 4h37°C

D , S0 4961 +0,122 5853 + 1,143 4376 + 0,096
2| 20h4°C

G

E

L

A| 24nh, 37°C 4506 + 0,192 3.929 + 0.340 4571 + 0,095
cl

)

N

Anexo 3. Tabla con los resultados de las pruebas de re-hinchamiento.

Bonferroni's multiple comparisons
test Mean Diff, Significant? Summary Adjusted P Value

75%

2h vs. 4h -15,27 No ns 0,1789

2h vs. 24h -12,82 No ns 0,0752

4h vs. 24h 2,452 No ns >0,9999
100%

2h vs. 4h 0,2667 No ns >0,9999

2h vs. 24h -13,71 No ns 0,3164

4h vs. 24h -13,98 No ns 0,4969
133%

2h vs. 4h 4,773 Yes * 0,0444

2h vs. 24h 8,367 Yes * 0,0135

4h vs. 24h 3,593 No ns 0,1344

Anexo 4. Tabla ANOVA del médulo de Compresion al comparar por tiempo de gelacion.

Bonferroni's multiple comparisons
test Mean Diff, Significant? Summary Adjusted P Value

2h

75% vs. 100% 10,82 Yes * 0,0469

75% vs. 133% 0,65 No ns 0,9243

100% vs. 133% -10,17 Yes * 0,0256
4h

75% vs. 100% 26,36 Yes *x 0,0015

75% vs. 133% 20,69 Yes * 0,0123

100% vs. 133% -5,667 No ns 0,1824
24h

75% vs. 100% 9,928 No ns 0,2709

75% vs. 133% 21,83 Yes *x 0,0057




100% vs. 133%

119

No

ns
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0,2044

Anexo 5. Tabla ANOVA del mddulo de Compresion al comparar por concentracion de PRP.

Bonferroni's multiple comparisons
test Mean Diff, Significant? Summary Adjusted P Value

75%

2h vs. 4h 2,724 No ns 0,8457

2h vs. 24h -1,544 No ns >0,9999

4h vs. 24h -4,269 Yes * 0,0379
100%

2h vs. 4h 9,474 Yes 0,0243

2h vs. 24h 13 Yes 0,0175

4h vs, 24h 3,522 No ns 0,1642
133%

2h vs. 4h -4.978 No ns 0,0643

2h vs. 24h -2,628 No ns 0,4195

4h vs. 24h 2,35 No ns 0,9543

Anexo 6. Tabla ANOVA de la relacion de hinchamiento al comparar por tiempo de gelacion.

Bonferroni's multiple comparisons
test Mean Diff, Significant? Summary Adjusted P Value

2h

75% vs. 100% -16,5 Yes * 0,0304

75% vs. 133% 2,762 No ns 0,5698

100% vs. 133% 19,26 Yes falaieiel <0,0001
4h

75% vs. 100% -9,75 Yes Fxk 0,0009

75% vs. 133% -4,941 Yes * 0,0122

100% vs. 133% 4,809 Yes ** 0,0078
24h

75% vs. 100% -1,959 No ns 0,3777

75% vs. 133% 1,678 No ns 0,6604




100% vs. 133%

3,638

No

ns
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0,213

Anexo 7. Tabla ANOVA de la relacion de hinchamiento al comparar por concentracion de PRP.

Bonferroni's multiple comparisons
test Mean Diff, Significant? Summary Adjusted P Value

75%

2h vs. 4h -0,58 No ns 0,1979

2h vs. 24h 0,04025 No ns 0,9808

4h vs, 24h 0,6202 Yes faakaie <0,0001
100%

2h vs. 4h 0,3331 No ns 0,814

2h vs. 24h 1,803 Yes * 0,0494

4h vs. 24h 1,47 No ns 0,1126
133%

2h vs. 4h -0,4893 No ns 0,223

2h vs. 24h -0,6845 No ns 0,0874

4h vs. 24h -0,1953 No ns 0,0632

Anexo 8. Tabla ANOVA de la relacion de re-hinchamiento al comparar por tiempo de gelacion.

Bonferroni's multiple comparisons
test Mean Diff, Significant? Summary Adjusted P Value

2h

75% vs. 100% -1,352 Yes *x 0,0036

75% vs. 133% 0,4945 No ns 0,1517

100% vs. 133% 1,846 Yes *x 0,0065
4h

75% vs. 100% -0,4385 No ns 0,6998
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75% vs. 133% 0,5852 Yes * 0,0158

100% vs. 133% 1,024 No ns 0,295
24h

75% vs. 100% 0,4115 No ns 0,2887

75% vs. 133% -0,2303 No ns 0,1929

100% vs. 133% -0,6417 No ns 0,1338

Anexo 9. Tabla ANOVA de la relacion de re-hinchamiento al comparar por concentracion de

PRP.




