SOPORTES MENISCALES DE COLAGENO | Y II, TEJIDO ARTIFICIAL
MENISCAL Y SU METODO DE ELABORACION

SECTOR TECNOLOGICO

Esta invencion pertenece al campo de dispositivos médicos del sector de la salud.
Especificamente se relaciona con implantes meniscales y su método de
elaboracion.

ESTADO DE LA TECNICA

La rodilla es la articulacion méas grande e importante en los seres humanos y el
menisco es una de las estructuras que cumple un rol trascendental en el
mantenimiento de esta articulacion porque le proporciona estabilidad, funcionalidad
y carga dinamica. En la rodilla se encuentran dos meniscos: uno lateral y otro
medial, ubicados entre el condilo femoral y el platillo tibial (Bryceland et al., 2017).

El menisco medial tiene forma de C y mide entre 40 a 45 mm de longitud y 27 mm
de ancho; cubre entre el 51% al 74% de la superficie articular medial y se subdivide
en cuerno anterior, cuerpo y cuerno posterior. EI menisco medial es relativamente
inmovil porque se encuentra firmemente unido a la superficie del ligamento colateral
medial y a su vez se une periféricamente a la capsula articular (Markes et al., 2020).
El menisco lateral tiene forma de O, presenta mas variedad interindividual que el
medial y cubre entre el 75% y el 93% de la superficie articular tibial. El cuerno
posterior esta adherido por el ligamento meniscofemoral al area intercondilea de la
tibia y al condilo femoral medial, cerca de la insercion del ligamento cruzado
posterior. El menisco lateral tiene mayor movilidad que el medial.

El menisco posee 3 zonas: una externa llamada zona roja-roja (vascular y neural),
una interna llamada blanca-blanca (avascular y aneural) y una zona intermedia roja-
blanca que separa las dos primeras y posee caracteristicas de ambas zonas. Esta
composicion estructural determina la capacidad de respuesta regenerativa frente a
una lesién, ya que la zona vascularizada responde mas rapido y mejor que la zona
blanca avascular (Chivers & Howitt, 2009).

La matriz extracelular del menisco esta conformada principalmente por agua (que
representa el 72% de su peso humedo) y proteinas de la familia del colageno (que
representan el 22% del peso meniscal). El colageno | es la proteina colagena mas
abundante en la zona externa del menisco ya que representa el 80% de su peso
seco; mientras que los colagenos I, I, IV, VI y XVIII representan menos del 1%
(Ricard-Blum, 2011). Los colagenos | y Il estan dispuestos en tres capas distintas y
la mayoria de las fibras colagenas se encuentran en la capa intermedia orientadas
circunferencialmente; esta capa, se intercala entre dos capas superficiales con
fiboras mas cortas dispuestas radialmente que actian como ataduras. La
organizacion descrita le proporciona al menisco rigidez estructural y resistencia a la
compresién (Bryceland et al., 2017).



Entre el 1y el 2% del peso humedo del menisco corresponde a proteoglicanos entre
los que se encuentran agrecano, decorina, biglicano, fiboromodulina y lubricina;
siendo el primero el mas abundante. En la matriz extracelular del menisco también
se encuentran glicoproteinas como la fibronectina, la trombospondina, la elastina y
la condromodulina — |. Esta Ultima posee propiedades antiangiogénicas que
contribuye a la limitada vascularizacion de la zona interna del menisco (Chen et al.,
2017; Fuijii et al., 2013).

Las lesiones meniscales se pueden clasificar segun su patron, profundidad y
localizacion. De acuerdo con el patrén el desgarro puede ser vertical, horizontal,
radial u oblicuo. De acuerdo con la profundidad puede ser de espesor parcial o
complejo (estable o inestable). De acuerdo con la localizaciéon puede encontrarse
en la zona avascular interna o zona blanca-blanca, en la zona intermedia blanca-
roja o en la zona externa roja-roja (Markes et al., 2020). Los deportistas de alto
rendimiento como jugadores de futbol, baloncesto o patinaje reportan mas de un
tercio de todos los casos de patologias meniscales. En el 80% de los pacientes el
desgarro de menisco esta acompafnado por desgarro del ligamento cruzado anterior
(Monk et al.,, 2016). La sintomatologia usual se manifiesta como dolor agudo
después de que los pacientes han realizado movimientos de hiperextension,
rotacion y sobreesfuerzos que desencadenan la lesion. El diagndéstico se realiza a
través de una historia clinica completa con una adecuada anamnesis y un examen
fisico que evidencie dolor, edema y blogueo en la articulacion de la rodilla. Ademas,
incluye pruebas especificas como el test de flexion de McMurray, la prueba de
compresion de Apley y la prueba de Tesalia que evaltan el estado de los meniscos.
Los andlisis paraclinicos mas utilizados para confirmar la sospecha clinica de un
desgarro de menisco son los rayos X y la resonancia magnética funcional de la
articulacion de la rodilla (Maffulli et al., 2010).

Globalmente, la lesién del menisco tiene una incidencia anual de 60-70 personas
por cada 100.000 habitantes al afio; es mas frecuente en hombres, en deportistas
de alto rendimiento y de predominio en la rodilla derecha (Brelin & Rue, 2016;
Mozafari et al., 2019). En el Reino Unido, Suecia y Francia es la forma mas
prevalente de lesiones intra-articulares de rodilla y la indicacion mas frecuente de
intervencion ortopédica (Dangelmajer et al.,, 2017). En los Estados Unidos, la
incidencia es de 61 casos por 100.000 habitantes y se registran 850.000
procedimientos quirargicos por afo relacionados con dafios meniscales
(Dangelmajer etal.,, 2017). En Dinamarca, los procedimientos meniscales
realizados por cada 100.000 personas aumentaron de 164 a 312 entre el 2000 y el
2011 (Thorlund et al., 2014).

Actualmente, las estrategias terapéuticas estan enfocadas a la reparacién y
regeneracion del tejido meniscal, sin embargo, pocas son exitosas (Eli et al., 2011).
Existen tratamientos conservadores que indican reposo Yy terapia fisica; otros que
requieren procedimientos quirdrgicos invasivos 0 minimamente invasivos
(artroscopia), los cuales, dependiendo del nivel del dafio, implican la meniscectomia
parcial o completa. La meniscectomia acompafada de un trasplante meniscal, es el
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procedimiento quirdrgico de primera linea en pacientes jovenes (Lee et al., 2017).
Para el trasplante se utiliza aloinjerto fresco, fresco-congelado, criopreservado y
liofilizado (Mickiewicz et al., 2014); sin embargo, por tratarse de un aloinjerto esta
intervencion puede terminar en rechazo inmunoldgico, lesiones neurovasculares,
infecciones, hematomas y trombosis (Arkel et al., 2002). Los sustitutos meniscales
artificiales se han convertido en una alternativa a los aloinjertos debido a que
estimulan la regeneracion, tienen un bajo riesgo de rechazo y no estan limitados por
la cantidad de tejido donante (Mutsaerts et al., 2016). También, existen otras
terapias que incluyen a los productos derivados de terapia génica, terapia celular y
factores de crecimiento aplicados intraarticularmente las cuales se encuentran en
fase preclinica o clinica (Eli et al., 2011).

Los sustitutos meniscales artificiales, considerados como productos de ingenieria
de tejidos, se han propuesto para el tratamiento de lesiones meniscales de origen
variado. Estos productos estan constituidos basicamente por soportes, células, o
soportes sembrados con células. La gama de soportes empleados como sustitutos
meniscales desarrollados varia en su composicion quimica, estructura,
caracteristicas mecanicas y bioactividad (Kean et al., 2017). Algunos de ellos estan
constituidos por hidrogeles o soportes obtenidos por liofilizacion (Longo et al., 2012;
Resmi etal.,, 2020; Yan etal., 2012). Las células mas utilizadas son los
fibrocondrocitos autdlogos expandidos in vitro; los cuales, se fijan en la lesion con
la ayuda de colgajos o membranas de diferentes biomateriales (Cui et al., 2002).

Los biomateriales utilizados para elaborar soportes que reemplacen el tejido
meniscal se agrupan en naturales, sintéticos e hibridos (Bahraminasab &
Farahmand, 2017; Kean et al., 2017). Los materiales naturales mas utilizados son
el colageno | y el colageno Il (Mueller et al., 1999; Stone et al., 1992, 1997) y la
proteina fibrosa de la seda (Mandal et al.,, 2011); mientras que los sintéticos,
incluyen al poliuretano (Verdonk et al., 2011) y la policaprolactona (Baker et al.,
2011). Los soportes de matriz descelularizada también se usan en regeneracion del
menisco en modelos animales, sin embargo, en clinica soélo se utilizan los soportes
meniscales de colageno y los soportes de menisco de poliuretano. En la Tabla 1, se
incluyen algunos de los soportes meniscales elaborados con biomateriales
sintéticos y naturales.

Tabla 1. Soportes meniscales elaborados con biomateriales sintéticos y naturales

Producto Caracteristica Ref
Actifit®
Origen: Sintético
Compuesto por dos segmentos:  gayna
N uno de poliuretano y el otro de et al., 2014)

- policaprolactona. Es altamente
poroso, su periodo de degradacion
provee el tiempo necesario para



Producto

Caracteristica

Ref

NUsurface

Menaflex® 6 CMI®

gue el tejido del hospedero infiltre la
estructura.

Origen: Sintético

Compuesto por policarbonato-
uretano con reforzamiento de fibras
circunferenciales en polietileno.

Imita las caracteristicas
biomecanicas del menisco natural
en estructura, rigidez, distribucién
de presién e hidrofilicidad.

Origen: Natural

Matriz porosa de colageno | y
glicosaminoglicanos (condroitin
sulfato y &cido hialurénico). Esta
entrecruzado con formaldehido y es
esterilizado usando radiacion y. Los
estudios muestran in vivo e in vitro
gque se genera un nuevo tejido
después de su reabsorcion.

(Linder-
Ganz etal.,
2010;
McKeon

et al., 2020)

(Medicine,
2012; Moran
et al., 2015)

La Tabla 2 presenta un resumen de los biopolimeros - sintéticos, naturales e
hidrogeles — empleados para la elaboracion de implantes meniscales evaluados en
modelos de cultivos celulares, preclinicamente y en humanos. Los estudios que han
analizado la aplicacion de los soportes meniscales elaborados con colageno | en
humano indican mejoria funcional (Grassi et al.,, 2014; Monllau etal.,, 2011;
Zaffagnini et al., 2011).

Tabla 2. Biomateriales empleados para elaborar soportes meniscales 3D

Biopolimeros Modelo Resultados Ref
(Philippe
Presencia de tejido similar a Beaufils &
PCL-PU . . ” : . .
(Actifit®) Perros  fibrocartilago en la region de interés René
después de 2 afios. Verdonk,
2010)
Pacient Mayor fuerza para las suturas y mejor
PCL-PU es resiystencia aer);l las fuerzas ueyactujan (de _Groot,
(Actifit®) humano para 9 9 X 2005)
S dentro de la articulacion de la rodilla.



Modelo

Biopolimeros Resultados Ref
Acido Estabilidad mecénica y tejido .

: - . : . (Chiari
hialurénico y Ovejas incrementados 6 semanas después de et al., 2006)
PCL la implantacion. o
Acido Colonizacién celular a través de los (Kon et al
hialurénico y Ovejas | constructos implantados, pocos N

: o 2012)
PCL cambios osteoartriticos.
Fer=lnee o Conejo Ereeg']seerr]li::mgen colggeeno ﬁlb;oﬁ?rtgr?gg’l (el
PLGA neomenisco. et al., 2006)
Pacient
Colageno | es Mejoramiento de la funcién de la rodilla | (Grassi
(CMI®) humano | y reduccién del dolor. et al., 2014)
S
Coldaeno | o29eM Alvio  significativo  del dolor —

g mejoramiento funcional; sin desarrollo o

(CMI®) humano Iy : : et al., 2011)
s progresion de cambios degenerativos.

Colageno | ::ment Mejoramiento del dolor, nivel de (Zaffagnini

(CMI®) humano | 2ctividad, y caracteristicas ' o o 2011)
S radioldgicas.

. BMSCs Incremento en el proliferacion celular y :
Colageno | h dif i2cion baio la infl i d (Petri et al.,
(CMI®) umana diferenciacion bajo la influencia de 2012)

S simulaciéon mecanica y de perfusion.
Células
. MENISCa ' broduccion de matriz extracelular del (Gruber
Colageno les :
h menisco. et al., 2008)
umana
S

PCL-PU: policaprolactona - poliuretano ;PCL: policaprolactona; PGA: acido

poliglicdlico; PLGA: acido polilactico-co-glicélico ; CMI: soporte
colageno. (Adaptado de la referencia (Mozafari et al., 2019)).

meniscal de

El colageno se considera un material viscoelastico con alta resistencia a la traccion
y baja extensibilidad. Su punto isoeléctrico esta alrededor de pH 5,8. Es una
molécula muy conservada en vertebrados, por eso su inmunogenicidad es baja
(Rodriguez et al., 2018). Las fuentes mas empleadas para obtener colageno | son
la piel o los tendones de origen porcino, bovino u ovino. Las mas usadas para aislar
el colageno 1l son el cartilago bovino, porcino o aviar. También, se emplean
tendones de cola de rata, los desechos de la industria del pescado (aletas, escamas
y espinas) y de la esponja Chondrosia reniformis de (Sorushanova et al., 2019).

El colageno Il es el componente mas importante de la matriz extracelular del
cartilago. Debido a que mantiene la morfologia de los condrocitos articulares,



promueve la sintesis de elementos de la matriz extracelular y soporta la
diferenciacién condrogénica de células madre mesenquimales se emplea en la
elaboracion de soportes e hidrogeles para el tratamiento de lesiones del cartilago;
sin embargo, puede ser artritogénico (Irawan etal., 2018; Klatt et al., 2009).
También se han descrito mezclas de colageno I/ll para preparar hidrogeles o
soportes que se aplican en el cartilago articular. Los hidrogeles elaborados con
coldgeno /1l buscan sumar la actividad biol6gica del colageno Il y las propiedades
mecanicas superiores del colageno | (Panitch & Julie C. Liu Nelda Vazquez-
Portalatin, 2016). Sin embargo, en la literatura revisada no se reporta su uso para
la manufactura de sustitutos meniscales. La Tabla 3 presenta un resumen de
productos elaborados con la mezcla de estos dos tipos de colageno.

Tabla 3. Recientes disefios orientados a menisco y cartilago empleando colageno

L, 1y I/l
Colage | Modelos Presentaci @ Resultados Ref
no in vitro on
Cocultivo. Fenotipo celular (Kremer
I MC y SC Hidrogel de menisco con expresion ot al
Equinas 9 de GAG/ ADN vy produccién o
. 2017)
de colageno I, Il y agrecano.
Células Soporte Neotejido integrado con el | (Baek
meniscales | (Electro- tejido nativo de la zona etal.,
humanas spinning) avascular del menisco. 2016)
Nuevo método de (Jeffrey A.
ADSC Gel fabncamqp de ,soporteg por Welss
I humanas compresion plastica biaxial Zitnay
citocompatibles para Jared,
menisco. 2018)
Soporte MOoNomerico,
BMSC poroso promueve la (Tamaddo
Il Soporte . L - n et al.,
humanas diferenciacion condrogénica
o 2017)
in vitro.
: Membrana de doble capa de
Condrocito .
m s autblogos Soporte colageno (I/11) entrecrl.J.za}do (Han et al.,
q . con carbodiimida 2017)
e conejo

biocompatible.

MC: Células mesenquimales, SC: Células madre, ADSC: Células madre
mesenquimales derivadas de tejido adiposo. BMSC: Células madre mesenquimales
derivadas de médula Osea. GAG: Glicosaminoglicanos, ADN: Acido
desoxirribonucleico.

El entrecruzamiento es un proceso realizado por métodos fisicos y quimicos que
permite inducir enlaces quimicos entre los grupos funcionales de cada una de las
fibrillas de colageno con el fin de disminuir la tasa de degradacion y aumentar el
perfil mecanico del biomaterial segun el tipo de sustituto. Para entrecruzar colageno
se utilizan agentes fisicos (temperatura) y quimicos; entre estos ultimos se



encuentra el glutaraldehido (GA) que entrecruza los extremos de las fibrillas
mediante la formacion de bases de Schiff entre las lisinas o hidroxilisinas presentes
en los péptidos (Kagan & Trackman, 1991). Aunque tiene la desventaja de que los
grupos funcionales aldehido del GA son téxicos para las células y pueden causar
reacciones inflamatorias, su efecto citotdxico se reduce usando concentraciones
bajas de GA (Oryan et al., 2018) y disminuyendo el glutaraldehido residual con
lavados (Millan et al., 2021).

La genipina es un compuesto quimico aislado del glucdésido iridoide (geniposido) del
fruto de la Gardenia jasminoides, que se usa como entrecruzante del coldgeno
(Butler et al., 2003). Presenta baja inmunogenicidad, minima toxicidad e incrementa
la diferenciacion y proliferacion celular. Interactia con aminoécidos y proteinas
formando un pigmento azul obscuro. El mecanismo del entrecruzamiento se basa
en la reaccion entre los grupos amino primarios de los amino&cidos lisina del
coldgeno con el atomo C3 de genipina, resultado de un ataque nucleofilico, que
incorpora un nitrégeno terciario en el anillo de seis miembros en lugar del atomo de
oxigeno. Al mismo tiempo, la genipina también puede polimerizarse por apertura del
anillo en un entorno alcalino; este proceso, crea un entrecruzamiento intermolecular
entre las moléculas con grupos aminos del colageno. El efecto de la polimerizacion
ha mostrado influencia en las propiedades mecanicas y la estabilidad térmica del
colageno (Mu et al., 2013).

PROBLEMA TECNICO

Los soportes meniscales aprobados por la Administraciéon de Drogas y Alimentos
de los Estados Unidos (FDA) que cuentan con la certificacion European Conformity
(CE) son productos que no presentan la organizacion del menisco en zonas 1, 2 y
3 y que no poseen la composicion de colageno zonal caracteristica del menisco
natural. Para resolver este inconveniente, esta invencion establecié el método para
elaborar soportes que sustituyan al menisco natural cuando se requiera un implante
meniscal durante una menisectomia parcial. Los soportes se caracterizan por tener
una zona externa 1 de colageno I, una zona intermedia o de interfase 2 de colageno
Iy I, y una zona interna 3 de colageno Il, composicién quimica caracteristica de las
zonas 1, 2 y 3 del menisco natural. EI método de elaboracion incluye el
congelamiento y liofilizacion de una dispersion de colageno | y una de colageno Il
servidas consecutivamente en un molde disefiado con forma de cufia similar a la
del menisco; asi como, el entrecruzamiento del soporte. De este modo se obtuvo un
soporte poroso con morfologia de cufia, cuyo tamafio se puede ajustar al tamafio
de lesion meniscal, lo cual, facilita su uso en meniscectomias parciales. Las
caracteristicas fisicoquimicas y mecanicas hacen que el soporte sea citocompatible
y que in vitro se adhieran y proliferen células madre mesenquimales que sintetizan
tejido artificial.

DESCRIPCION DE LAS FIGURAS



Figura 1. Casa de la calidad. En gris se muestra el parametro de disefio con mayor
importancia técnica La imagen muestra la relacion: fuerte, media o débil, las
interacciones entre cada parametro asociado: altamente asociado, no muy
fuertemente asociado o no asociado y evalla la competencia: igual, mejor o peor.
El ponderado absoluto con mayor importancia técnica fueron los biomateriales
seguido del agente entrecruzante.

Figura 2. Vista superior e isometria del soporte meniscal de colageno I/l con
representacion de las zonas: una zona externa de colageno | que compone la zona
1 (101), una interfase que compone la zona 2 (102) y una zona interna de colageno
Il que compone la zona 3 (103). Dimensiones de 140 mm x 10 mm, la zona de mayor
espesor de 3 mm y la de menor espesor de 2 mm.

Figura 3. Vista de disposicion del colageno en el molde, en la cavidad de mayor
profundidad (104) se sirve el coldgeno | y en la cavidad de menor profundidad se
sirve el colageno 1l (105).

Figura 4. Sorcion de fluidos de los soportes de colageno | y I/ll. En el eje de
ordenadas se describe el porcentaje (%) de sorcidon de fluidos de los soportes (A-E)
diferenciados por colores. El eje de abscisas corresponde a los seis tiempos de
corte del ensayo expresados en horas. (n=4); (media = DE); *p < 0.05= (** 0.01 **
0.05).

Figura 5. Imagenes de microscopia electronica de barrido (ESEM). Soportes
correspondientes a los grupos A-E. Panel derecho presenta la vista longitudinal;
panel izquierdo el corte transversal. Linea blanca equivalente a 200 ym entre 150-
200X

Figura 6.A. Analisis nanotopografico (2D/3D) de los soportes Ay B. Se presentan
imagenes en planos 2D y 3D obtenidas por microscopia de fuerza atbmica de cada
una de las zonas de los soportes de los prototipos Ay B. Zona 1 (colageno | 5mg/g),
zona 2 (interfase entre las zonas 1y 3), zona 3 (colageno Il 5mg/g). Area de cada
plano (20 x 20 um). La barra lateral de colores esta expresada en nm.

Figura 6. B. Andlisis nanotopografico (2D/3D) de los soportes C y D. Se presentan
imagenes en planos 2D y 3D obtenidas por microscopia de fuerza atomica de cada
una de las zonas de los soportes de los prototipos C y D. Zona 1 (colageno |1 5mg/qg),
zona 2 (interfase entre las zonas 1y 3), zona 3 (colageno Il 5 mg/g). Area de cada
plano (20 x 20 um). La barra lateral de colores esta expresada en nm.

Figura 6. C. Imagenes nanotopograficas 2D/3D del soporte E. Imagenes obtenidas
por microscopia de fuerza atomica de cada una de las zonas del soporte E. Zona 1
(coldgeno | 10 mg/g), zona 2 (colageno | 10 mg/g), zona 3 (colageno | 10 mg/qg).
Area de cada plano (20x20 um). La barra lateral de colores esta expresada en nm.



Figura 7. Parametros de amplitud de la rugosidad de los soportes de colageno I/11.
Informacién obtenida de las imagenes nanotopograficas por microscopia de fuerza
atomica de cada una de las zonas de los soportes (A-E). Panel superior izquierdo:
rugosidad media (Ra) expresada en nm. Panel superior derecho: rugosidad media
cuadratica RMS-(Rq) expresada en nm. Panel inferior izquierdo: asimetria de la
distribucion (Ssk). Panel inferior derecho: curtosis. Zona 1 (colageno 1), zona 2
(colageno 1/11), zona 3 (colageno 1l). Area de evaluacion de cada plano (20x20 pm).

Figura 8. Resistencia a la compresion. Valores expresados en Megapascales
(MPa). Soportes correspondientes a los grupos A-E. (n=3); (media £ DE); *p < 0.05=
(<0.0001 **** 0.0001 **** 0.001 “** 0.05 ). ns = = 0.05 (diferencia no significativa).

Figura 9. Comportamiento reoldgico de los soportes de colageno l/ll. Se presentan
las curvas reoldgicas obtenidas de los prototipos evaluados (A, B, C, D y E) previa
hidratacion. Temperatura 37 °C, mddulo de almacenamiento 6 elastico (G), mddulo
de pérdida 6 viscoso (G™"), mddulo complejo (G*) (n=3).

Figura 10. ADSC cultivadas en frascos de poliestireno. Cultivos de ADSC incubados
por 7 dias. (A) Menor magnificacion; (B) Mayor magnificacion. Barra de
escala:100um.

Figura 11. Citometria de flujo de las ADSC. Imagenes representativas de la
deteccion y cuantificacion de marcadores en ADSC. (A) Diagrama de puntos;
histogramas: (B) CD45; (C) CD34; (D) CD90; (E) CD73; (F) CD105. Porcentaje (%)
correspondiente a la cuantificacion de la expresion de los marcadores analizados.

Figura 12. Curvas de crecimiento. Proliferacion de ADSC sembradas en los
soportes de los prototipos A-E: n=4; media + DE; *p < 0.05= (0.001 **. C

Figura 13. Adhesion de las ADSC. Se muestra el numero de células adheridas a
los soportes de los prototipos A-E a las 24h: n=4; media + DE; ns = p= 0.05.

Figura 14. Andlisis ESEM. Imagenes representativas de los soportes de los
prototipos B, D y E sembrados con ADSC e incubados con DMEM suplementado.
Medio de diferenciacion (DMEM suplementado, IGF-I Y TGF-B3). Barra de escala:
2 um (magnificacion= 15kX).

Figura 15. Andlisis histol6gico. Se muestran imagenes representativas de cortes de
soportes de los prototipos B, D y E sembrados con ADSC, cultivados durante 21
dias y tefiidos con H&E, safranina-O, azul alciano y picrosirius rojo. Control: soporte
sin células sometido a las mismas tinciones. DMEM: cortes de los cultivos incubados
con medio DMEM suplementado. DMEM+IGF-I/TGF-B3: cortes de los cultivos
incubados con medio de diferenciacion (DMEM suplementado, IGF-I, TGF-B3).
Magnificacion 20X.

Figura 16. Inmunotinciones. Imagenes de cortes de los soportes B, D y E
sembrados con ADSC, cultivados durante 21 dias y marcados con anti-colageno |
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(rojo- Alexa 568), anti-colageno Il (verde — Alexa 488), anti-agrecano (rojo-Alexa
568) y nucleos celulares (DAPI). Control: soporte sin células. DMEM: cortes de los
cultivos incubados con medio DMEM suplementado. DMEM+IGF-I/TGF-B3: cortes
de los cultivos incubados con medio de diferenciacion (DMEM suplementado, IGF-I
, TGF-B3). Magnificacion 10X.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION
Ejemplo 1. Disefio integrado de producto y proceso de los soportes

En el desarrollo de los soportes meniscales de colageno I/ll se emplearon los
requerimientos de disefio integrado de producto y proceso en el sector farmacéutico
(Aponte et al., 2015), debido a que integra las principales metodologias de disefio
en ingenieria de tejidos. Los atributos del consumidor se definieron entre quienes
diagnostican, formulan y realizan intervenciones quirirgicas en lesiones meniscales
definidos como consumidores secundarios. Para esto, se disefié y aplicé una
encuesta a especialistas en ortopedia en la que se correlacionaron y priorizaron sus
necesidades. A cada profesional encuestado se le formularon 16 preguntas, la ficha
técnica de la encuesta y las preguntas formuladas se presentan en el Anexo A. El
analisis de estas respuestas permiti6 transformar las necesidades en
requerimientos funcionales, parametros de disefio, variables de proceso, y a partir
de estos, establecer los cuatro dominios del modelo axiomatico (dominio del
consumidor, dominio funcional, dominio fisico y dominio del proceso) representados
por medio de vectores; los cuales, consideraron y evaluaron el problema del disefio
mediante dos axiomas: de independencia y de informacion en la matriz de disefio
(Vallejo, 2004). En el modelo funcional se definieron los elementos en bloques, su
interfase grafica con el flujo de energia, materia e informacién y sus respectivas
subfunciones. Complementando el disefio, se implementd el despliegue de la
funcién de la calidad (QFD) (Blogg, 2013; Moldovan, 2014), que permitié convertir
las necesidades de los ortopedistas en caracteristicas de calidad identificando,
categorizando los requerimientos, definiendo los parametros de disefio, la matriz de
relacion y correlacion en el esquema de la casa de la calidad. Finalmente, se
establecié el disefio conceptual del proceso y se realizaron los soportes. Las
pruebas de caracterizacion y bioactividad in vitro de los protototipos disefiados
fueron seleccionadas segun los criterios de evaluacion de la ASTM F3223 — 17, los
requerimientos funcionales obtenidos y los parametros de evaluacién de soportes
en ingenieria de tejidos (ASTM International, 2017).

A continuacién se muestran los resultados de cada pregunta de la encuesta
aplicada:

Pregunta 1: ¢ Los desgarros de menisco representan qué porcentaje de su consulta?
El 80% de los encuestados reportd que entre el 25-50%; el 13% que entre el 50-
75% y el 7% que era menor al 25% de los pacientes atendidos.

Pregunta 2: ¢Conoce qué son los implantes meniscales? EI 100% de los
encuestados contestd que conocen gqué son los implantes meniscales de colageno.
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Pregunta 3: ¢Cual es el tratamiento que usted més utiliza en los desgarros de
menisco? El 67% de los encuestados indic6 que la meniscectomia parcial; el 27%
gue la meniscectomia completa y un 6% manifestd que la sutura de menisco.
Pregunta 4: ¢ Con qué regularidad prescribe los implantes meniscales de colageno
en el tratamiento de desgarros de menisco? El 100% de los encuestados contesté
que nunca.

Pregunta 5: Si ha realizado intervenciones con implantes meniscales de coladgeno
¢, Cuales son las ventajas de su aplicacibn en relacibn a los tratamientos
convencionales? El 100% de los encuestados contesté que nunca habia usado
implantes meniscales.

Pregunta 6: ¢ Cual es el grado de dificultad para obtener los implantes meniscales
de colageno en el pais? El 100% de los encuestados contestd que el grado de
dificultad es alto.

Pregunta 7: Esta pregunta buscaba conocer si los ortopedistas conocian el costo
de los implantes meniscales de colageno. El 100% de los encuestados manifestd
no haber utilizado estos implantes.

Pregunta 8: ¢ A través de cual procedimiento se realiza la intervencién con implantes
meniscales de colageno? El 100% de los encuestados manifestd que es la
Artroscopia (esta pregunta fue contestada con base en conocimientos tedricos y no
practicos, porque ninguno de los encuestados ha utilizado implantes meniscales de
colageno)

Pregunta 9: ¢ El implante meniscal de colageno se realiza acompafado de queé
procedimiento? El 67% contestd que meniscectomia parcial y el 33% que
meniscectomia completa (esta pregunta también fue contestada con base en
conocimientos tedricos y no practicos, porque ninguno de los encuestados ha
utilizado implantes meniscales de colageno)

Pregunta 10: ¢Los implantes meniscales de colageno disponibles satisfacen sus
necesidades en un implante meniscal? El 100% de los encuestados contestaron
gue no. (esta pregunta también fue contestada con base en conocimientos tedéricos
y no practicos, porque ninguno de los encuestados ha utilizado implantes
meniscales de colageno)

Pregunta 11: ¢ Cual es la principal ventaja de los implantes meniscales de colageno?
El 67% de los encuestados respondio que la regeneracion meniscal; el 20% opino
gue el menor riesgo bioldgico y el 13% la facil manipulacion.

Pregunta 12: No fue contestada por los encuestados porque al no haber realizado
implantes meniscales de colageno, no pueden hablar de eventos adversos.
Pregunta 13: ¢La forma de semiluna de los implantes meniscales de colageno es
importante para la realizacion de la intervencion? El 100% de los encuestados
contesto6 que si.

Pregunta 14: ¢ Cual puede ser la mayor desventaja de los implantes meniscales de
colageno? El 27% de los encuestados respondido que las bajas propiedades
mecdnicas; mientras que el 73% contestd sobre su rapida degradacion.

Pregunta 15: ¢Considera que tiene suficiente informacion sobre la seguridad y
eficacia de los implantes meniscales de colageno? El 100% de los encuestados
contest6 que no.
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Pregunta 16: ¢Si se produjeran implantes meniscales de coldgeno nacionales,
usted los usaria para el tratamiento de los desgarros meniscales? El 100% de los
encuestados dijo que si.

El andlisis de los resultados de la encuesta aplicada permitieron concluir lo
siguiente:

- Los desgarros de menisco representan el 25-50% de los casos atendidos por los
ortopedistas consultados. Todos los encuestados tienen conocimiento sobre los
soportes meniscales de colageno y consideran que el tratamiento mas utilizado en
los desgarros de menisco es la meniscectomia parcial. Ninguno, ha usado soportes
meniscales de colageno.

- El acceso a los implantes meniscales en Colombia es dificil.

- El procedimiento quirdrgico para colocar soportes meniscales de colageno es la
artroscopia en la que se lleva a cabo una meniscectomia parcial.

- Las ventajas percibidas por los ortopedistas de los implantes meniscales son dos:
gue promueven la regeneracion meniscal en el tejido hospedero y el menor riesgo
bioldgico.

- La desventaja es su rapida degradacion y bajas propiedades mecanicas.

- Los ortopedistas encuestados no tienen informacion sobre el costo de los
implantes meniscales de colageno en Colombia; sin embargo, en caso de que se
produjeran localmente, los utilizarian en el tratamiento de los desgarros de menisco
en que estén indicados.

En el analisis de las respuestas se priorizaron las ventajas y desventajas, el
procedimiento quirdrgico y el acceso de los especialistas al implante, de mayor al
menor porcentaje. Con estos resultados, siguiendo el modelo funcional de Stone
(Stone & Wood, 1999), se definieron los atributos del consumidor, especificando lo
esperado y lo que es susceptible de mejora en un soporte meniscal de colageno. La
Tabla 4 presenta los atributos del consumidor.

Tabla 4. Atributos del consumidor / Priorizacion de necesidades

Atributos del Consumidor/Necesidades

1. Eficacia en la regeneracion meniscal en el tejido
hospedero

2. Seguridad del implante (minimo riesgo biolégico)

3. Baja tasa de degradacion

4. Altas propiedades mecanicas

5. Implante disefiado para meniscectomia parcial a
través de artroscopia

6. Facil adquisicion

Los atributos del consumidor se convirtieron en el dominio del usuario, desde
donde parten los demas elementos que contribuyen al disefio.
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Dominio del usuario:

1. Eficacia en la regeneraciéon meniscal

2. Seqguridad del implante

3. Baja tasa de degradacién

4. Altas propiedades mecanicas

5. Implante para meniscectomia parcial mediante artroscopia
6. Facil adquisicion

Los

Dominio funcional:

requerimientos funcionales (RF) fueron derivados directamente de los

anteriores atributos del consumidor. El RF mas importante fue definido como la
“Eficacia en la regeneracion del tejido meniscal”. A partir de ahi se derivaron los RF
de las subfunciones para el disefio del implante meniscal. Estos son:

Requerimientos Funcionales para la eficacia en la regeneracion del tejido
meniscal

RF1.

RF2.

RF3.

Garantizar la bioactividad del producto

RF1.1: Asegurar la concentracion de los biomateriales usados en el soporte.
RF1.1.1. Establecer la dispersion de los biomateriales.

RF1.2: Garantizar la estabilidad fisicoquimica de los biomateriales.

RF1.2.1. Estabilizar la degradacion de los biomateriales.

Determinar que el producto sea seguro

RF2.1: Garantizar condiciones de esterilidad del producto.

RF2.1.1. Método de esterilizacion adaptado al producto.

RF2.2: Limitar el riesgo de rechazo inmunolégico del producto.

RF2.2.1. Establecer condicion de citotoxicidad negativa del producto.
Facilitar la implantacion del producto en el tejido meniscal por
artroscopia.

RF3.1: Permitir la ubicacién local del producto.
RF3.1.1. Adaptacion del producto a la zona correspondiente de la
implantacion.
RF3.2: Caracteristicas mecanicas del producto compatibles con el area de
implantacion y manipulacion.

RF3.2.1. Modulos de traccién y compresion viables para un sustituto

meniscal.

= Dominio fisico:

A continuacion se describen los parametros de disefio definidos a partir del dominio
funcional para cada uno de los anteriores RF.

Parametro de Disefio (PD) de cada uno de los RF
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PD1: Concentracion del biomaterial en el soporte
PD1.1: Concentracion de la suspension (mg/g)
PD1.1.1: Biomateriales (mg/qg)
PD.1.2: Agente entrecruzante (mg/ml)
PD.1.2.1: Concentracién del agente entrecruzante (%).
PD2: Implante meniscal estéril y no citotéxico (mm?)
PD2.1: Prueba de esterilidad (#)
PD2.1.1: Coeficiente de seguridad de esterilidad (CSE) # (10°°)
PD2.2: Viabilidad celular (%)
PD2.2.1: Citotoxicidad (<70%)
PD3. Implante meniscal (mm?) en relacion con area (mm?) por zona del
menisco
PD 3.1: Implante meniscal (mm?) en relacién con area (mm?) del menisco a
remplazar.
PD 3.1.1: Implante de menisco con representacion de cada zona
(mm?).
PD 3.2: Implante meniscal (mm?) con caracterizacién mecéanica (MPa).
PD 3.2.1: Mddulo de traccion y compresion del implante (MPa).

El producto esta indicado para una sola aplicacion porque debe estar hecho de
biomateriales bioactivos y biodegradables, con el fin de que interactie con el
entorno de la lesion promoviendo la regeneracion del tejido meniscal a medida que
se va degradando el soporte. Ademas, debe ser estéril e inmunocompatible para
controlar el riesgo de infeccion y de rechazo. Sus caracteristicas mecéanicas deben
facilitar su implantacion en la zona afectada por artroscopia y cumplir funcion
estructural en el tejido meniscal, siendo compatible con caracteristicas de un solido.
Considerando lo expuesto, se establecieron las siguientes restricciones para el
producto: i) Debe ser implantado intraarticularmente, ii) Debe ser un producto solido
y iii) Debe ser biodegradable y de aplicaciéon unica.

Se establecio asi la cadena de funciones para tener claridad en los puntos de mejora
como son: flujos de energia, materia e informacion. En el flujo de energia se
encuentran cuatro determinantes: la fuerza (mecanica) el movimiento (humana), la
presion (biologica) y la afinidad (quimica) los cuales permiten que el implante
meniscal tenga bioactividad y cumpla su funcién de regenerar el tejido. El flujo de la
materia corresponde al dispositivo médico (implante), mano-persona (quien elabora
el implante, diagnostica e interviene al paciente) y el equipo de artroscopia a traves
del cual se realiza la meniscectomia parcial. El flujo de informacion (sefal) se
encuentra dirigido por el diagndstico y control realizado a través de la resonancia
magnética de rodilla determinando el tipo de lesion meniscal y aplicando la escala
genovese en el seguimiento del implante después de la intervencion.

Teniendo en cuenta la restriccion de implantacion intrarticular y la condicion de que
sea un producto solido para conservar propiedades mecdénicas inherentes al tejido
meniscal, el disefio se orienté hacia un dispositivo médico tipo implante para aplicar
artroscépicamente, elaborado con biomateriales constitutivos del menisco. Con este
propdsito definido se especificaron las subfunciones hacia el disefio del implante
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desde la cadena de funciones: implante, paciente, mano-persona y equipo, que
fueron agrupadas en el modelo funcional visible en el Anexo B.

El desarrollo del soporte contemplé el uso de suspensiones coloidales de colageno
|y Il (colageno I/11) en acido acético, que en la fase de preparacion constituyan una
zona de colageno |, una zona de colageno Il y una interfase (mezcla de colageno
I/ll) entre las dos. Ademas, la utilizacion de congelamiento y liofilizacion para
obtener un producto poroso en forma de cufia que pueda ser utilizado después de
ser esterilizado.

El modelo funcional permitié realizar ponderaciones de la informacion obtenida en
los parametros de disefio para el soporte meniscal. Se determiné la importancia de
cada uno de los requerimientos funcionales y se relacion6 de manera fuerte, media
o débil con cada parametro, lo que arroj6 un ponderado absoluto en el cual los
biomateriales ocuparon el primer lugar. Como resultado se encontré que en la
evaluacién de la competencia, todos los requerimientos fueron iguales a excepcién
de la adaptacion del producto a la zona correspondiente de implantacion en la cual
los productos comerciales actuales no tienen desarrollo. La interaccion entre
biomateriales y los demas parametros se encuentran en su mayoria altamente
asociados, al igual que la citotoxicidad; el modulo de traccion y compresion que
estan altamente asociados al biomaterial y el agente entrecruzante (Figura 1).

Los dominios descritos inicialmente (usuario, funcional, fisico y de proceso) fueron
representados como vectores para considerar y evaluar el objeto de disefio dentro
de dos axiomas (de independencia y de informacion). Esto se realizo a través de la
asociacion entre los requerimientos funcionales y los parametros de disefio.

Al comparar cada requerimiento funcional con todos los parametros de disefio
establecidos se obtuvo una diagonal en la matriz de disefio (ver Tabla 5), indicando
gue se cumple con el axioma de independencia, esto quiere decir que es posible
satisfacer los parametros de disefio establecidos en cada requerimiento funcional.
Sin embargo, se encontré que el parametro de disefio PD.1.2.1., concentracion de
agente entrecruzante (%), podria modificar el requerimiento funcional RF3.2.1.,
modulos de traccién y compresion viables para un sustituto meniscal. Lo anterior
demuestra que este disefio es parcialmente desacoplado.

Tabla 5. Matriz de disefio axiomatico.
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Parametros de disefio
PD-1.2.1. PD2.1.1. FD3.11. PD 3.2.1.
(PD) PD1.1.1. | Concentracién Cosficionte de PD2.2.1. Implante de Médulo de traccian
Requerimientos Biomateriales| de agente K idad d Citotoxicidad menisco con i6n del
funcionales (RF) {mefg) | entrecruzante [ *"EMTTECCE (<70%) |representaciénde| Yo P o on e
! . esterilidad (CSE) (#) ' 3 implante (MPa)
(%) cada zona (mm?)

Rfl.l.l E;tahlecer la dispersion de los x 0 0 0 0 0
biomateriales.
RlFl.2.1. Fstahlllzar la degradacion de los 0 X 0 0 0 0
biomateriales.
RF2.1.1. Método de esterilizacion adaptado 0 0 X 0 0 0
al producto.
R_F2.2.1_. .Estahlecer_condmmn de 0 0 0 X 0 0
citotoxicidad negativa del producto.
RF3.1.1. Adgptacmn dgl prod uctg'a la zona o 0 0 0 X 0
correspondiente de la implantacion.
RF3.2.1. Mo i0 i6

. adulos chletraccn:‘n_',.r compresion 0 X 0 0 0 X
viables para un sustituto meniscal.

La elaboracién del soporte meniscal partié del disefio conceptual producto de la
aplicacion de los modelos de disefio previamente descritos. En el desarrollo del
soporte se requirieron los siguientes insumos: colageno | (biomaterial I), colageno Il
(biomaterial 1), &cido acético (solvente), agente entrecruzante (genipina), agua tipo
I, etanol al 70%, molde y empaque (bolsas para esterilizar). Los biomateriales, al
igual que los deméas insumos, cumplieron con los estandares de calidad
establecidos en la ASTM F3223 (ASTM International, 2017). Luego se procedio a
calcular la cantidad de cada biomaterial requerida para elaborar los soportes.

Para obtener un soporte organizado en dos zonas y una interfase entre las dos
(parametro de disefio PD 3.1.1.) y dar una forma de cufia al soporte, similar a la del
menisco nativo (Figura 2), se evaluaron 4 diferentes tipos de moldes:

- Molde 1: Disefio inspirado en la optimizacion de jeringas, con corte parcial en uno
de los lados, el cual permitié servir el biomaterial | y 1l, con obtencion de un producto
en bloque con forma de semiluna. Presento6 dificultades en las zonas del disefio
para la utilizacion del biomaterial (colageno I/1l). El tipo de corte por prototipo
meniscal no se adecu6 a las dimensiones requeridas.

- Molde 2: Disefio cavitado meniscal, el molde permitia colocar el colageno | en la
zona mas profunda de cada molde y en la externa el colageno Il. Tenia un sistema
por presion en la cara inferior con el cual se desmoldaba. La desventaja fue que se
realiz6 con las medidas de un menisco de conejo y era limitado para produccion a
gran escala. La placa de molde contenia 9 unidades.

- Molde 3: Disefio en placas con una zona 1 para colageno | delimitada por la
cavidad de mayor espesor y una zona 3 de menor espesor para colageno Il que
permite la formacién de una interfase mezcla de los dos biomateriales. El teflén
permite su desmolde sin deteriorar el producto, el cual puede ser congelado y
liofilizado en el mismo molde. Con capacidad para 5 soportes.

- Molde 4: Tiene capacidad para 10 unidades del producto, mantiene las cavidades
para las zonas 1 y 3. Se obtiene un producto con extension de hasta 140 mm x 10
mm, con los cortes transversales se mantienen la diferenciacion por zonas
obteniéndose un soporte con dimensiones de 140 mm x 10 mm en la zona 1, 140
mm x 20 mm en la zona 2 y 140 mm x 30 mm en la zona 3. Las Medidas del molde
son de 20 cm x 30 cm y con capacidad para 10 soportes.
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Los soportes obtenidos de los 4 moldes presentaron diferencias entre la respuesta
a los parametros de disefio, entre ellos, los moldes 3 y 4 se ajustaron a la
constitucion por zonas, asi, los prototipos elaborados en ellos fueron sometidos a
evaluacion.

Ejemplo 2. Obtencién de colageno |

El coldgeno | fue obtenido de fascia bovina proveniente de una planta de beneficio,
desposte, desprese y acondicionamiento que cumple con los requisitos sanitarios
exigidos por el Instituto Nacional de Vigilancia de Medicamentos y Alimentos
(INVIMA). Después de limpiarlo manualmente para remover contaminantes, el tejido
fue seleccionado y seccionado en pequefias porciones (0.5 cm) que fueron lavadas
con agua desionizada y alcohol al 70% (Sigma-Aldrich, Merck, Alemania), para
reducir la carga microbiana. En la fase siguiente, se eliminaron los remanentes de
grasa mediante lavados con éter etilico (Panreac, Espafia) y los fragmentos fueron
sumergidos en acido acético 0.5 N (Sigma-Aldrich, Merck, Alemania). La suspension
fue homogenizada (Magic Clean Mg-3600), precipitada con NaOH 1.0 N (Panreac,
Espafia), y cuantificada por método gravimétrico; se rehidrato con acido acético 0.05
N hasta obtener las suspensiones con las concentraciones deseadas de 5 mg/g y
10 mg/g (E. B. Suesca, 2013).

Ejemplo 3. Obtencion de colageno I

El colageno Il fue obtenido de traquea bovina proveniente de una planta de
beneficio, desposte, desprese y acondicionamiento que cumple con los requisitos
sanitarios exigidos por el Instituto Nacional de Vigilancia de Medicamentos y
Alimentos (INVIMA). Una vez en el laboratorio, se removieron los tejidos anexos a
los anillos traqueales; los cuales fueron separados y lavados con agua desionizada,
etanol al 70% (24 h) y etanol al 96% por (24 h) (Sigma-Aldrich, Merck, Alemania).
Los anillos limpios fueron fragmentados en pequefias piezas (1cm?) que fueron
lavadas con agua desionizada. El tejido cartilaginoso obtenido fue incubado con
tripsina (Gibco, USA) en Buffer Fosfato Salino (PBS, pH 7.4, 24 h, 4°C) (Gibco,
USA), para remover proteoglicanos. La suspension resultante fue homogeneizada
con Ultra-Turrax® (IKA Works, China), (10.000 rpm, 20 min) y se centrifugé (2659 x
g, 30 min), el precipitado se lavé con agua desionizada y se resuspendioé en acido
acético 0.5 N (pH 2.4), (Sigma-Aldrich, Merck, Alemania). La muestra se agit6 (60
rpm, 32 h, 4°C), se centrifugo (2659 x g, 30 min) y el sobrenadante se descarto. Al
precipitado obtenido se le agreg6é NaCl (Panreac, Espafia), se agitd (60 rpm, 24 h)
y se centrifugd (2659 x g, 30 min). El precipitado resultante se lavé con agua tipo |l
y se resuspendio en acido acético 0.5 N hasta una concentracion de colageno Il de
5mg/g (Soto, 2014).

Ejemplo 4. Preparacion de soportes de colageno I/l

Una vez obtenidas las suspensiones de los colagenos | y I, se sirvieron en los
moldes elaborados teniendo en cuenta los parametros de disefio establecidos
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después del andlisis de los resultados de las encuestas. Los soportes se disefiaron
para que tuvieran una organizacion y composicion similares a las del menisco: una
zona externa de colageno | que compone la zona 1 (101), una interfase que
compone la zona 2 (102) y una zona interna de colageno Il que compone la zona 3
(103) (Figura 2).

El proceso de servir las suspensiones de colageno |y Il en el molde seleccionado
implicé dos pruebas: una en la que se colocé la suspension de colageno | en la
cavidad correspondiente a la parte externa del molde donde es mas profundo (104),
se congel6 por 30 min y posteriormente se sirvio la suspension de colageno Il en la
parte interna donde el molde es menos profundo (105) (Figura 3). Luego se llevo
nuevamente a congelar (-20°C) durante 24 h y liofilizar (Virtis, SP Industries, USA)
durante 24 h. Debido a que el producto obtenido se separaba en la interfase, se
probo otra metodologia.

La segunda prueba se realiz0 sirviendo la suspension de colageno | en la zona mas
profunda del molde (104) y consecutivamente, se sirvio la suspension de colageno
Il en la zona menos profunda del molde (105) permitiendo que se mezclaran en la
zona intermedia por 10 a 30 min y formaran la interfase. Luego se congelaron (-
20°C) durante 24 h y después se realizo la liofilizacion (Virtis, SP Industries, USA)
durante 24 h; el producto obtenido mantuvo la integridad del soporte en la interfase,
por lo tanto, este fue el proceso de disposicion del colageno seleccionado para la
preparacion de los soportes de colageno I/11.

La concentracion de colageno | en la suspension fue de 5 a 10 mg/g en la parte mas
profunda del molde (104) y la concentracion de colageno Il en la suspension fue de
5 mg/g en la parte menos profunda del molde (105). En la Tabla 6 se muestran los
prototipos de los soportes elaborados, las concentraciones de colageno |y I
empleadas y el porcentaje de agente entrecruzante utilizado para darles estabilidad
mecanica y quimica.

Para el entrecruzamiento, los soportes de los prototipos B y D (Tabla 6) se
sumergieron en una solucion de genipina al 0.05% en etanol al 70% (Sigma-Aldrich,
USA) durante 48 h. Luego, se lavaron dos veces con etanol (70%) durante 1 h'y
finalmente con agua para eliminar los excesos de genipina. Después del
entrecruzamiento, los soportes se congelaron (-20°C) vy liofilizaron durante 24 h.
Finalmente, todos los prototipos fueron esterilizados con éxido de etileno.

Tabla 6. Prototipos de soportes

Colageno

Prototipo | Colageno Il | Entrecruzamiento
(mg/g) (mg/g) Genipina (%)

A 5 5 0.00

B 5 5 0.05
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C 10 5 0.00
10 5 0.05
10 - 0.00

Los prototipos A, B, C y D presentados en la Tabla 6 fueron elaborados con
coldgeno | y colageno II; de estos, solamente se entrecruzaron con genipina los
prototipos B y D. Adicionalmente, el prototipo E fue elaborado Unicamente con
colageno |, con el fin de usarlo como control (ejemplo comparativo), debido a que
los soportes meniscales disponibles son hechos a altas densidades de geles de
colageno | (10 mg/g) (Puetzer & Bonassar, 2013). La cantidad de colageno en el
soporte final es de 1.0 a 3.5 mg/cm2 de colageno | en la zona 1; 0.5 a 2.0 mg/cm2
de coldgeno Iy Il enlazona 2y 0.2 a 0.7 de colageno Il en la zona 3.

Ejemplo 5. Espectroscopia infrarroja con Transformada de Fourier

Para estos andlisis se emplearon muestras de cada uno de los prototipos de 1 cm?;
adicionalmente, se incluyeron genipina (1.0 mg) y gelatina (1.0 mg) como controles.
Se utilizé un Espectrofotdmetro Infrarrojo por Transformada de Fourier 4200 (Jasco,
JP) empleando la celda de Reflectancia Total Atenuada (ATR). Las lecturas se
realizaron con 4000 escaneos en promedio a 4 cm™ de resolucién y en un espectro
de 400 a 4000 cm™,

Esta técnica permitio la identificacion de los grupos funcionales caracteristicos del
colageno 1 y Il en las muestras de los grupos A-D. La genipina y la gelatina fueron
usadas como controles. Los espectros obtenidos muestran las bandas de absorcion
de la amida A correspondientes a los enlaces N-H (3302 cm™); los enlaces C=0 de
la amida | (1631 cm™?), las bandas N-H (1548 cm™) y N-C-H (1454 cm™?) de la amida
II; el doblamiento y la elongacién N-H / C-N (1238 cm™) caracteristicas de la amida
[ll. El colageno Il componente de los soportes de los grupos A-D mostro un espectro
similar al colageno | en las amidas A, I, Il y lll, en el que se evidencian las bandas
distintivas del colageno tipo Il (1238 cm™ y 1338 cm™). Los espectros obtenidos
indican que el colageno | y el colageno Il en los soportes conservan las
caracteristicas quimicas y no son modificados (desnaturalizados) por el proceso de
elaboracién como ocurre con la gelatina usada como control en este experimento.
El espectro de la genipina presentd las bandas caracteristicas de este agente
entrecruzante (1086 cm, 1103 cm™* y 987 cm™?). Los soportes entrecruzados (B y
D) no presentaron bandas asociadas al agente entrecruzante indicando que los
lavados de los soportes eliminan los residuos del agente entrecruzante (Soto, 2014;
Suesca et al., 2017).

Ejemplo 6. Ensayo de degradacién enzimética

La degradacion enzimatica con una mezcla de colagenasa I/l (Sigma, USA) de los
soportes se evalu6 en diferentes tiempos (1, 2, 3,4 hyenlosdias 1, 7, 14, 21y
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28). Esta mezcla de enzimas se emple6 debido a que los soportes estan hechos de
coldgeno | y Il. Aleatoriamente se tomaron cuatro soportes — cada uno de 6 mm de
diametro - de cada prototipo. Las muestras se colocaron en tubos eppendorf de 2
mL, se secaron (3 h, 60 °C), se pesaron (Wi) y en cada tubo se agregaron 500 pL
de una solucion de colagenasa | (5 Ul) y colagenasa Il (5 Ul) en Buffer Fosfato
Salino (PBS, Invitrogen, USA). Las muestras se incubaron (37 °C) durante el tiempo
establecido, se agregé EDTA 0.25 M (500 pL/tubo), los tubos se colocaron a -20°C
(2 min), se removio el sobrenadante, se hicieron dos lavados con agua destilada (1
mL) y se centrifugo (3469 x g, 10 min). Los soportes hiumedos se liofilizaron (24 h)
para remover el agua y se registro el peso final de cada soporte (Wf). El porcentaje
de degradacion (D%) fue calculado de acuerdo con la siguiente ecuacion.

D%=(Wi-Wf)/Wix100

Doénde D% es porcentaje de degradacion, Wi es el peso inicial seco y Wf es el peso
final.

Todos los soportes analizados fueron susceptibles al efecto enzimatico. Los
soportes de los prototipos E (99%), C (88%) y A (72%) fueron los que mas se
degradaron, sin que se observaran diferencias significativas entre sus porcentajes
de degradacion (p > 0.05). Los que menos se degradaron fueron los soportes de los
prototipos B (35%) y D (48%), entrecruzados con genipina al 0.05%. Los porcentajes
de degradacion de estos ultimos soportes fueron significativamente menores
(p<0.0157) que los porcentajes de los soportes sin entrecruzar (A y C),
comprobandose que el entrecruzamiento estabilizé estos soportes porque los hizo
mas resistentes a la degradacion enzimatica. (Li & Zhao, 2018; Suesca et al., 2017).

Ejemplo 7. Hidrofilicidad de los soportes

La hidrofilicidad de los soportes fue evaluada determinando los valores de sus
angulos de contacto (AC). Los AC de las muestras se midieron con un goniémetro
automatizado modelo 295 (ramé-hart, USA). Antes de los ensayos, las muestras se
colocaron en un desecador (24 h, 40% humedad relativa, temperatura ambiente).
Luego, se tomaron fragmentos (75 mm longitud x 5 mm de ancho) de cada una de
las zonas (1, 2 y 3) de los prototipos A, B, C y D y se colocaron sobre laminas
portaobjetos. El AC se determindé empleando el método de la gota sésil aplicando 7
uL de DMEM (Gibco, USA) a temperatura ambiente. Los analisis se repitieron tres
veces, incluyeron muestras de las mismas dimensiones del prototipo E y en cada
una de las mediciones se promediaron 5 gotas.

Los valores del angulo de contacto obtenidos para los cinco prototipos elaborados
se encuentran entre 49° y 81°, lo cual significa, que la superficie es humectable.
Debido a que se midieron los angulos de contacto de cada una de las tres zonas de
los soportes, los valores obtenidos se presentan por zonas. Los factores de analisis
considerados fueron la zona del soporte y el prototipo de soporte. Los angulos de
contacto medidos en las tres zonas del soporte (1, 2 y 3) no fueron
significativamente diferentes (p >0.005) entre si. Sin embargo, al comparar cada
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una de las zonas entre los soportes de los diferentes prototipos se encontraron
diferencias significativas (p <0.005). El promedio de angulo de contacto de la zona
1 de los prototipos A (5mg Col-I/5 mg Col-ll) y B (5mg Col-I/5 mg Col-ll,
entrecruzado) fue de 71.44° + 8.56 y 57.68° +£6.33, respectivamente. Aunque el
angulo de contacto fue menor en los soportes del prototipo B que en los del prototipo
A, la diferencia no fue significativa (p > 0.05). Los angulos de contacto de los
prototipos C (10 mg Col-1/5 mg Col-Il) y D (10 mg Col-I/5 mg Col-Il, entrecruzado)
fueron 51.74°+8.16 y 53.18°+8.17, respectivamente; ademas, no se observaron
diferencias significativas entre ellos (p > 0.05). Sin embargo, fueron
significativamente menores (p < 0.05) que los angulos de contacto de los soportes
del prototipo E (10 mg Col-1). No se encontraron diferencias significativas (p > 0.05)
en el angulo de contacto de la zona 2 de los soportes de los prototipos A (66.39° +
7.24) y B (64.42° +3.51). Tampoco, entre los soportes de los prototipos C
(57.29°+5.48) y D (49.34°+7.69). En esta zona solo los angulos de contacto de los
prototipos D y E fueron significativamente diferentes (p<0.005). En la zona 3, el
promedio del angulo de contacto del prototipo A (66.18° + 8.64) fue mayor que el
del prototipo B (54.40° +4.92), pero la diferencia no fue significativa (p > 0.05).
Adicionalmente, no se observaron diferencias significativas entre los soportes de los
prototipos C (56.34° + 8.74) y D (52.31°+ 7.99); sin embargo, estos ultimos valores
y los de los soportes del prototipo B fueron significativamente menores (p < 0.05)
gue el valor promedio de los soportes del prototipo E (68.47°+6.31). Tampoco se
observaron diferencias significativas entre los angulos de contacto de los prototipos
AyE.

Estos resultados muestran que los soportes probados son lo suficientemente
hidrofilicos para interactuar con los tejidos, pero no tanto como para disolverse al
interactuar con fluidos tisulares (Niemczyk-Soczynska et al., 2020) Ademas, las
diferencias significativas en angulo de contacto observadas entre las zonas de
colageno | (zona 1) y colageno Il (zona 3) de los prototipos, desaparecen en la
interfase (zona 2). Lo cual, muestra que la zona 2 del soporte consiste en una
mezcla de colagenos | y I, en la que se evidencia una alteracion en la hidrofilicidad.

Ejemplo 8. Capacidad de sorcion de fluidos

La capacidad de sorcion de fluidos fue evaluada gravimétricamente. Se tomaron
muestras de los soportes secos con un punch de 6 mm de didmetro y se midi6 su
espesor; luego, cada una de ellas se colocd en un pozo de una caja de cultivo de
24 pozos. Las muestras se secaron en un horno (60 °C, 24 h), se pesaron (WO0), se
sumergieron en 2 mL de PBS (pH 7.4) a temperatura ambiente y se colocaron en
vacio en un liofilizador (5 min) para remover el aire. Posteriormente, se mantuvieron
a 37°C y en los tiempos definidos de evaluacion (2, 12, 24 y 48 h) se retiraron del
PBS, se colocaron en papel filtro para retirar el exceso de liquido y se pesaron (We).
En cada uno de los tiempos, la capacidad de sorcion de fluidos de cada muestra (G)
fue calculada de acuerdo con la siguiente ecuacion:

G= ((We-WO0))/W0 x100
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Doénde WO es el peso seco y We, es el peso humedo de la muestra.

La capacidad de sorcién de fluidos evalla la interaccion del soporte con liquidos,
los cuales, in vivo aumentan su tamafio de poro y porosidad facilitando el transporte
de nutrientes y demas moléculas que requieren las células para su mantenimiento,
adhesion y proliferacion (Lutzweiler et al., 2020). La Figura 4 presenta el gréafico
obtenido de la evaluacion en 6 tiempos (0, 0.5, 1, 2, 12 y 24 h) del porcentaje de
sorcion de fluidos. La capacidad de sorcién de los soportes de cada prototipo
aumento significativamente (p < 0.05) a los 30 min, momento en el que alcanzaron
el estado de equilibrio ya que después no se observaron diferencias significativas
en el porcentaje de sorcion (p > 0.05) en funcién del tiempo. En todos los tiempos,
los soportes del prototipo E de colageno | sin entrecruzar (control) presentaron
mayor capacidad de sorcién que los soportes de los prototipos elaborados con
colageno I/l los cuales, en varios casos, presentaron porcentajes de sorcion
significativamente menores que el control. Por ejemplo, alos 30 miny 1 h de iniciado
el ensayo solo se observaron diferencias significativas entre los soportes de los
prototipos Ay E (p <0.05). A las 2 h hubo diferencias significativas entre los soportes
D (p=0.0185) y A (p = 0.0135), mientras que a las 12 h la diferencia fue significativa
entre los soportes Ay E (p =0.002), Ay C (p=0.0297), Ay D (p =0.0191), Ey los
soportes Cy D (p =0.0010). Finalmente, a las 24 h el porcentaje de sorcion de todos
los soportes fue significativamente menor que el de los soportes del prototipo E [A
(p=0.0014), B (p =0.0349), C (p =0.0086) y D (p =0.0022)]. Ver analisis inferencial
en el Anexo C.

Estos resultados muestran que la presencia de los dos tipos de colagenos en los
soportes afecta su capacidad de sorcion. Ademas, indican que el entrecruzamiento
no tuvo impacto en este parametro porque no se observaron diferencias
significativas entre los soportes no entrecruzados y entrecruzados de la misma
composicion (A vs B; C vs D). Estos resultados difieren con los obtenidos en otras
investigaciones que encontraron diferencias significativas relacionadas con la
capacidad de sorcidn y el entrecruzamiento (Mi et al., 2001; E. Suesca et al., 2017).

Ejemplo 9. Porcentaje de entrecruzamiento

La determinacion del porcentaje de entrecruzamiento con genipina (0.05%) de los
soportes B y D se realizd con el ensayo de ninhidrina comparando los grupos
aminos libres de estos soportes con los soportes no entrecruzados Ay C. Se
mezclaron dos soluciones | (1.26g de acido citrico, 0.48g de hidroxido de sodio
disueltos en 30 mL de agua tipo ) y Il (1.2g de ninhidrina en 30mL de etilenglicol)
durante 45 min, a temperatura ambiente. Posteriormente las muestras y su
respectivo control fueron colocadas por triplicado en tubos de 2 mL para ser
pesadas y agregarles a cada una 1 mL de la mezcla de las dos soluciones (100°C,
20 min). Una vez descendio la temperatura, se agregd 1mL de isopropanol al 50%
y se realiz6 la lectura de la absorbancia del sobrenadante en un lector de placas
(TRIAD, Dinex, USA) a una longitud de onda de 560 nm. Los resultados obtenidos
se analizaron con la siguiente ecuacion para calcular el porcentaje de
entrecruzamiento:
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E% =100 (1-(Am/Pm)/(Ac/Pc))

Donde: E% es el porcentaje de entrecruzamiento, Am es la absorbancia de la
muestra entrecruzada, Pm es el peso de la muestra entrecruzada, Ac: es la
absorbancia de la muestra control sin entrecruzar y Pc, es el peso de la muestra
control sin entrecruzar.

Adicionalmente al ensayo de ninhidrina, debido a que los soportes al estar
entrecruzados con genipina emiten autofluorescencia (590 nm) se evalu6
cualitativamente esta caracteristica mediante imagenes de cortes transversales de
cada soporte de 5um de espesor (microtomo rotatorio CUT 5062, Slee medical,
GmbH), los cuales fueron colocados sobre una lamina portaobjetos y observados
en un microscopio de fluorescencia (Nikon eclipse TS100, JP).

La reaccion de entrecruzamiento depende de la concentracion del agente
entrecruzante utilizado, de los grupos aminos de las fibras de colageno disponibles
para la reaccion, del tiempo y la temperatura. Para el entrecruzamiento de los
soportes elaborados se escogio usar genipina al 0.05%, teniendo en cuenta los
resultados de entrecruzamiento obtenidos en trabajo previos (21). No se
encontraron diferencias significativas (p = 0.3993) al comparar el porcentaje de
entrecruzamiento de los soportes de los prototipos B (33.48 +5.96 %) y D (38.66 *
4.02%), a pesar de que estos se caracterizan por tener una concentracion de
colageno | diferente (B: 5mg/g; D:10 mg/g). Asi, los soportes obtenidos presentan
un entrecruzamiento entre 27% y 43%. Este resultado difiere de hallazgos previos
gue indican que en presencia de la misma concentracion de entrecruzante quimico
(genipina o glutaraldehido) el porcentaje de entrecruzamiento es menor cuando la
concentracion de colageno | es mayor, probablemente porque el entrecruzante
actiia como reactivo limite (Suesca, 2013).

Se ha descrito que la genipina al reaccionar con las fibras de colageno para
entrecruzarlo, emite autofluorescencia a una excitacion de 590 nm visible en el canal
rojo en un microscopio de fluorescencia (Hahn TR. Almog J, 2004; Nair et al., 2020).
La evaluacion de la autofluorescencia emitida por los soportes entrecruzados y no
entrecruzados de todos los prototipos, evidenciéo que hay diferencias cualitativas
entre ellos. La autofluorescencia de los soportes no entrecruzados (A, C y E) fue
menor que la de los entrecruzados (B y D) y fue mayor en D - el soporte con mayor
concentracion de colageno total- que en B — el soporte con menor concentracion de
colageno total. Los datos descritos muestran que el colageno | y el colageno 1l al
estar presentes en un mismo soporte, se comportan diferente a como lo hacen
cuando estan en soportes hechos con biomateriales puros.

Ejemplo 10. Caracterizacién microestructural

Con un microscopio electrénico de barrido Tescan Vega 3 (CZ) se obtuvieron
microfotografias de cortes longitudinales y transversales de cada soporte. Con estas
imagenes se evalud la interconectividad, porosidad, tamafio de poro y angulo de
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orientacion de los soportes (Soto, 2014; Suesca et al., 2017; Suesca, 2013). Las
microfotografias fueron evaluadas usando el software ImageJ v.1.51u software
(Wayne Rasband, NIH, USA).

En las imagenes representativas de los soportes de los diferentes prototipos se
aprecia su microestructura porosa (Figura 5). La vista de la superficie longitudinal
de los soportes del prototipo A (5 mg/g colageno I/ 5 mg colageno Il) muestra fibras
uniaxiales que forman canales con poros organizados unidireccionalmente. Por el
contrario, en los soportes del prototipo B, elaborados con la misma concentracion y
entrecruzados con genipina, se observan fibras multiaxiales que forman poros
organizados multidireccionalmente. Los resultados encontrados muestran un efecto
del entrecruzante en la direccionalidad de los poros para los soportes de estos dos
prototipos. En los soportes de los prototipos C (no entrecruzado) y D (entrecruzado
con genipina), elaborados con 10 mg/g colageno I/ 5 mg colageno Il, se formaron
poros multidireccionales que no reducen su tamafio después del entrecruzamiento.
La vista longitudinal de la superficie de los soportes del prototipo E, empleado como
control debido a que tiene la composicion de colageno | que se encuentra en los
sustitutos meniscales comerciales, también mostro formacion de poros organizados
unidireccionalmente.

El analisis de los cortes transversales muestra la estructura tridimensional de todos
los soportes analizados. En los soportes del prototipo A se aprecian poros bien
definidos que disminuyen de tamafio en el soporte del prototipo B entrecruzado con
genipina confirmandose lo observado en las imagenes de la superficie o
longitudinales. En los soportes C y D - no entrecruzado y entrecruzado de la misma
concentracion —las imagenes presentadas no tienen la misma magnificacion; sin
embargo, muestran que el entrecruzamiento no afecto el tamafio de poro y que los
soportes no colapsaron con el entrecruzamiento. Estos resultados son acordes a lo
reportado por el grupo, ya que en concentraciones de genipina del 0.6% se ha
descrito que la estructura colapsa mientras que en concentraciones de genipina
inferiores (0.3%, 0.5% y 0.1%) muestran microestructuras porosas e
interconectadas tanto para colageno | como para colageno Il (Soto, 2014; Suesca,
2013).

El tamafio de poro de los soportes que se usan en ingenieria de tejidos determina
la migracion y union de las células a las fibras que lo componen, asi como el
intercambio de nutrientes y desechos con el tejido en el que se injerta (Murphy &
O’Brien, 2010), por eso, es importante evaluarlo. Los tamanos de poro fueron
calculados teniendo en cuenta las mediciones realizadas en las tres zonas de los
soportes de los diferentes prototipos. El tamafio de poro fue analizado en imagenes
transversales, identificando el eje mayor y menor (a y b, respectivamente) de la
medida de la elipse mejor ajustada a cada poro, siguiendo procedimientos descritos
(Suesca et al., 2017; Suesca, 2013). El tamafio de poro (PS) se calcul6 de acuerdo
con la siguiente ecuacion:

PS=1.5 x2x\(a*2-b"2 )/2
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Los promedios de tamafo de poro encontrados, fueron: 103.32 ym + 15.15
(prototipo A), 88.98 um + 14.44 (prototipo B); 98.51 um + 15.27 (prototipo C); 120.6
pm £ 22.97 (prototipo D) y 108.29 ym £14.40 (prototipo E). Asi, los soportes
obtenidos presentan un tamafio de poro entre 74 um y 144 ym. Los resultados del
analisis inferencial de tamafio de poro se realizaron a través de una Anova de dos
vias de clasificacion para un modelo de regresion normal. Se tuvieron en cuenta los
factores de entrecruzamiento y concentracion de colageno, los cuales presentaron
diferencias significativas (p<0.05). El test de comparaciones mdultiples permitio
determinar las diferencias significativas entre el tamafo de poro de los diferentes
soportes.

Se encontré que el tamafio de poro de los soportes del prototipo A fue mayor que el
de los soportes del prototipo B; también, que el tamafio de poro de los soportes del
prototipo C fue menor que el de los del prototipo D. La comparacion de los soportes
Ay B con los soportes C y D - elaborados con mayor concentracién de colageno |
— mostr6 que en estos Uultimos el tamafio de poro aumenté después del
entrecruzamiento. Lo cual no deja de sorprender porque la mayoria de los datos
reportados indican que el tamafio de poro de los soportes de colageno disminuye
con el entrecruzamiento (Suesca et al., 2017). Aunque el tamafio de poro de los
soportes del prototipo E (10 mg/g colageno I) fue significativamente mayor (p < 0.05)
gue el de los soportes del prototipo B, fue significativamente menor (p < 0.05) que
el de los soportes del prototipo D. Este resultado no se esperaba porque se ha
reportado que el entrecruzamiento disminuye el tamafio de poro (Grier et al., 2017),
lo que indica que la presencia en los soportes del prototipo D de dos tipos de
colageno y dos concentraciones diferentes del biomaterial impacta en el tamafio de
poro y causa este comportamiento.

La porosidad es un parametro que permite medir el espacio vacio al interior del
soporte. Su importancia radica en que impacta el crecimiento y distribucion de las
células que se siembran en los soportes (Sun et al., 2017). La porosidad se evaluo
mediante el método de desplazamiento liquido (Espinosa etal., 2010; Loh &
Choong, 2013; Suesca et al., 2017). Muestras (1 cm?2) secas de los prototipos A, B,
C y Dy del control (E) se pesaron (W1), sumergieron en PBS (2 mL), desgasificaron
(10 min) al vacio (Virtis, SP Industries, USA) y agitaron (60 rpm, 48 h, temperatura
ambiente). Transcurrido este tiempo las muestras se removieron del PBS, se
colocaron en papel de filtro para eliminar el exceso de PBS y se pesaron (W2). Cada
muestra se coloco en un picnémetro seco de peso conocido (W3), el cual, se llend
hasta el aforo con PBS (25 mL) y se pes6 (W4). Usando los pesos mencionados
(W1, W2, W3y W4) y la densidad del PBS (1.023 g/mL) se calcul6 el volumen de
las fibras del soporte seco (Vf) y saturado con PBS (Vw). Las mediciones fueron
realizadas por triplicado. La porosidad (P) de cada soporte fue calculada usando la
siguiente ecuacion:

P(%) = [ (1-Vf) / Vw ] x 100

La porosidad de los soportes de todos los prototipos estuvo entre 82 % y 92%, un
rango que es compatible con el crecimiento celular (168.169). Los valores de
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porosidad de los soportes evaluados fueron: 85.86% + 7.92 (A), 82.84% * 4 (B),
91.08% £ 7.46 (C), 92.40% £ 5.05 (D) y 87.03% =3.46 (E). No se encontraron
diferencias significativas en la porosidad de los soportes y no se evidencio efecto
significativo de la concentracién en la porosidad. Lo anterior sorprende porque otro
estudio reportd que la porosidad disminuye cuando aumenta la concentracién de
coldgeno y también por efecto del entrecruzamiento (Suesca, 2013).

El indice de orientacion de poro da informacion sobre la direccionalidad de las fibras,
las cuales, pueden estar paralelas (1) o perpendiculares (-1) al eje longitudinal del
soporte (Suesca et al., 2017). El indice de orientacion de poro (I0) se determiné
analizando imagenes representativas de la superficie de cada soporte con Fiji
plugins para MacOs. Para calcularlo se empleé la siguiente ecuacién (Ashworth
et al., 2018; Madaghiele et al., 2008):

10=2co0s2 3 -1

Donde B es la relacién entre el promedio del angulo de las fibras de colageno y el
eje longitudinal del soporte.

Todos los soportes presentaron un indice de orientacion de poro entre 1y -1. Los
valores encontrados para los soportes de los diferentes prototipos, fueron: 0.584 +
0.009 (A); 0.392 £ 0.448 (B); -0.911 + 0.013 (C); -0.792 £ 0.017 (D) y 0.994 + 0.004
(E). Los indices de los soportes E y A, en su orden, fueron los mas cercanos a 1, lo
cual indica que sus fibras estan mas orientadas al eje longitudinal y confirma la
unidireccionalidad de sus poros. Lo anterior, también reafirma los resultados del
analisis de microscopia electronica que mostraron la formaciéon de canales
unidireccionales en los soportes de estos dos prototipos.

El indice de orientacion de los soportes del prototipo B (entrecruzado), fue menor
gue el de los soportes del prototipo A (sin entrecruzar). Aunque la diferencia no fue
significativa (p > 0.05). Los indices de los soportes de los prototipos C y D fueron
negativos y cercanos a -1, lo cual indica la multidireccionalidad de sus fibras y de
los poros que las forman. En este caso, tampoco se presentaron diferencias
significativas (p > 0.05) entre ellos a pesar de que los valores fueron diferentes y
sugestivos de mayor multidireccionalidad en C que en D.

Los datos de indice de orientacion de poro y el andlisis de los soportes con ESEM
presentados en esta solicitud de patente, muestran que cuando se preparan
soportes con la misma concentracion de colageno | y Il en los moldes disefiados, el
agente entrecruzante afecta la orientacion de los poros, lo cual podria deberse al
proceso de congelacion antes de someter los soportes a una segunda liofilizacion
posterior al entrecruzamiento. La anova de una via de clasificacién para un modelo
de regresién normal también mostré que los angulos de orientaciéon de Ay B son
significativamente diferentes (p < 0.05) a los de los soportes de los prototipos C y
D. Estos resultados indican que la concentracion de colageno influye en la
orientacién de las fibras y poros de los soportes evaluados.
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Ejemplo 11. Caracterizacién nanoestructural

La nanotopografia es importante en la evaluacion de soportes porque esti
relacionada con el crecimiento y la diferenciacion celular (Park & Im, 2014). La
evaluaciéon nanoestructural de cada uno de los soportes fue realizada en muestras
secas (6 mm de diametro, area aproximada de 24,8 mm?), usando un microscopio
de fuerza atémica (AFM, MFP-3D-BIO, Asylum Research, USA). La obtencion de
las imagenes se realizé a través de un barrido del plano topogréfico (superficial) de
cada una de las tres zonas de los soportes con una punta AC240Ts (Oxford
instrument, Reino Unido), en modo de contacto intermitente a 256 lineas de
construccién y 7 Hz. Las pruebas de identaciébn se desarrollaron en modo de
contacto continuo, utilizando la misma punta con una constante elastica aproximada
de 1 nN/nm y una fuerza de 50 nN para la construccién de los mapas de fuerza que
permitieron obtener el analisis elastico. Se realizaron 3 repeticiones y los resultados
fueron analizados en el software WSxM v4.0 Beta 9.3 y Gwyddion v2.56 (Liaw et al.,
2019). Las imagenes obtenidas fueron ajustadas para corregir el plano y el valor 0
(nm) en el eje Z.

En los resultados se obtuvieron imagenes del plano topografico 2D/3D a nivel
nanoestructural de los soportes de cada prototipo en cada una de las tres zonas,
encontrandose diferencias entre los soportes, no entrecruzados y entrecruzados,
elaborados con la misma concentracion (A versus B; C versus D) de colageno |y Il
y entre los soportes, no entrecruzados y entrecruzados, elaborados con diferentes
concentraciones (Ay B versus C y D) de colageno 1y Il.

El aspecto de los soportes de los prototipos A y B es esponjoso y sus superficies
parecen tener rugosidad similar en la zona 1, aunque después del entrecruzamiento
la superficie adquiere una apariencia mas compacta. En la zona 2, la interfase en
donde se mezclan el colageno | (5mg/qg) y el colageno Il (5mg/qg), la apariencia varia
ya que en A se observan ondulaciones mientras que en B se evidencia el mismo
aspecto esponjoso que se presento en la zona 1 de estos soportes. En la zona 3
también se encontraron diferencias. En el soporte del prototipo A, se ve una
superficie con muchas ondulaciones continuas que forman picos y valles mientras
gue en el soporte B se ven protrusiones granulares sobre una meseta llana (Figura
6.A). La cuantificacion que se hizo de la rugosidad media y la rugosidad cuadratica
mostro6 diferencias entre los soportes, aunque estas no fueron significativas (Anexo
D). Lo anterior confirma que hay diferencias nanotopogréficas asociadas con el
entrecruzamiento con genipina entre los soportes de los dos prototipos.

La Figura 6.B presenta las imagenes representativas del plano topografico de los
soportes de los prototipos C y D. Aunque en la zona 1 el aspecto del primero es
esponjoso, en el segundo se ve una estructura mas continua con protuberancias o
picos localizados en uno de los extremos del soporte. Lo anterior indica que al
aumentar la concentracion de colageno | en esta zona, se afecta la nanotopografia
comparada con la de los prototipos A y B. También, que el efecto del
entrecruzamiento es mas notorio en la nanotopografia de los soportes del prototipo
D que en los del prototipo B. La zona 2 del soporte del prototipo C, aunque se parece
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a la zona 1, muestra picos continuos que protuyen de la superficie en diferentes
direcciones. En el prototipo D, esta zona también presenta picos, pero con valles
mas amplios que los observados en C. La zona 3 de los soportes del prototipo C se
ve mas llana que las zonas 1 y 2 anteriormente descritas y que las zonas 3 de los
prototipos Ay B. La zona 3 de C y D también exhibe regiones que parecen no estar
en el mismo plano y que tienen una apariencia laminar en la que se identifican
depresiones que sugieren su formacion en planos diferentes (Li et al., 2019).

Los soportes del prototipo E fueron elaborados con colageno | (10 mg/g), sin
embargo, el andlisis nanotopografico también se hizo por zonas con el fin de
observar si las diferentes zonas del molde empleado para su preparacion tenian un
efecto en este andlisis. Efectivamente, la nanotopografia de la zona 1 del molde —
gue en todos los soportes fue usada para servir el colageno | — fue diferente a la de
las otras dos zonas, lo que muestra un efecto intrinseco del molde en las
caracteristicas de los soportes. La zona 2 presenta menos picos continuos y valles
mas amplios que la zona 1, mientras que la zona 3, se ve mas homogénea (Figura
6.C).

De acuerdo con la clasificacidon microscopica de superficies basada en la medida la
rugosidad media (Ra) de Albrektsson y Wennerberg (Albrektsson & Wennerberg,
2004), la nanotopografia de todos los soportes evaluados se considera lisa, ya que
es menor a 0.5 um. Este parametro indica que tienen una menor superficie
especifica comparada con una superficie rugosa (Stylianou, 2017). Por otra parte,
la clasificacion de rugosidad nanométrica (<100nm) se ajusta a los resultados
obtenidos, en donde valores de rugosidad evidenciados en la nanotopografia han
sido reportados similares a los de tejidos naturales, lo cual puede tener un efecto en
la adhesion, el crecimiento y la maduracion celular, tal como ocurre en las células
endoteliales venosas humanas cuando interactian con superficies nanorugosas
donde mejoran su adhesién y crecimiento celular (Cai et al., 2020).

En el panel inferior de la Figura 7 se presenta la asimetria de la distribucion (Ssk) y
la curtosis. La asimetria de distribucion (Ssk) se relaciona con el predominio de
picos (>0) o valles (<0), indicando la simetria de las alturas de la superficie (Romero
et al., 2014) La Ssk del soporte A fue la mayor sugiriendo un predominio de picos
en su nanoestructura. Lo anterior puede explicar el indice de orientacion de poro y
direccionalidad de las fibras observadas en las imagenes de microscopia
electronica de barrido. Respecto a la curtosis, este parAmetro se asocia a los
defectos de la superficie del soporte expresados como picos o valles muy
pronunciados; asi, la curtosis en el soporte D fue mayor para las zonas 1y 2
respecto a los demas soportes, lo cual es congruente con la microestructura
multidireccional de las fibras de colageno y el efecto del entrecruzamiento. Cabe
resaltar que en este mismo soporte la zona 3 tiene menor valor de curtosis respecto
a los otros soportes evaluados, lo cual puede deberse a los cambios de composicién
de esta zona (colageno Il -5mg/q).

Ejemplo 12. Caracterizacién mecéanica
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Los soportes fueron sometidos a pruebas mecanicas siguiendo las indicaciones de
las normas ASTM F3223 - 17 (ASTM International, 2017). Se determind la
resistencia de cada soporte a la traccion - con su respectivo modulo elastico - la
compresion y la relacion esfuerzo-deformacion con la prueba de cizalla. Todas las
muestras se evaluaron en condiciones de hidratacion, con el objetivo de someter
los prototipos a condiciones similares a las del tejido meniscal nativo.

La prueba de resistencia a la traccion se hizo con una Maquina Universal de
Ensayos Mecénicos AG-IS (Shimadzu, JA) a temperatura ambiente, siguiendo las
indicaciones de la norma ASTM D-638 (ASTM International, 2014). Para el ensayo
se empled una celda de carga de 5 kN calibrada entre 0.1- 0.5 N, con una velocidad
de 1 mm/min. De cada prototipo de soporte se tomaron 3 muestras con la medida
de la probeta No.V indicada por la norma mencionada. El area de cada una de las
muestras se calculé6 midiendo su espesor y longitud con un estereoscopio SMZ
(Nikon, JA). Antes de realizar la prueba, todas las muestras se sumergieron en
DMEM (Gibco, USA) durante 15 min a temperatura ambiente. Con los datos
obtenidos se elaboro la curva de deformacion vs. esfuerzo con la que se calculo el
modulo elastico de cada uno de los soportes.

El analisis estadistico de los resultados de traccion se realizé con la prueba no
paramétrica de Kruskal Wallis. Este parametro fue similar para los soportes de todos
los prototipos y a pesar de no haber encontrado diferencias significativas, la
resistencia de los soportes del prototipo A (0.054 MPa £ 0.047) fue mayor que la de
los del prototipo B (0.047 MPa + 0.032). Del mismo modo, la de los soportes del
prototipo C sin entrecruzar (0.034 MPa + 0.016) fue menor que la de los soportes
del prototipo D entrecruzados (0.073 MPa £ 0.001). Los mayores valores de
resistencia a la traccion fueron los de los soportes de los prototipos D y E (0.065
MPa = 0.009). No se evidencié efecto de interaccion entre el entrecruzamiento y la
concentracion de colageno I/l de los prototipos (p > 0.05), tampoco, se encontraron
diferencias significativas asociadas con el entrecruzamiento (p > 0.05).

La caracterizacion del comportamiento elastico de los soportes se hizo con la curva
de tensidon-deformacion elaborada con los datos de la prueba de resistencia a la
traccion a la que fueron sometidas las muestras hidratadas. En el analisis que se
hizo, los soportes entrecruzados presentaron un promedio de médulo elastico
(0.046 +0.0218 MPa) menor que el de los soportes sin entrecruzar (0.0119 + 0.0063
Mpa). Al comparar el médulo elastico de los soportes de los diferentes prototipos
entre si, los valores mas bajos fueron los de los soportes no entrecruzados (A:
0.0103 = 0.0073 Mpa; C: 0.0130 +0.0057 MPa y E: 0.0123 = 0.0068 MPa) y los
valores mas altos, los de los soportes entrecruzados (B: 0.0277 £ 0.0082 MPa y D:
0.0655 + 0.0087MPa). En el analisis que se hizo por composicion, los soportes de
los prototipos C y D — elaborados con 10mg/g colageno I/ 5mg/g colageno II-
tuvieron un promedio de mdodulo elastico (0.039 + 0.030 MPa) superior al de los
soportes de colageno Ay B — elaborados 5 mg/g colageno I/ 5mg/g colageno Il —
cuyo valor promedio fue 0.019 + 0.012 MPa. Estos datos indican que el
entrecruzamiento y la concentracion de colageno | impactan este parametro, lo cual
fue corroborado por el analisis anova a dos vias de clasificacion para un modelo de
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regresion normal (p = 0.002159). También, por la diferencia significativa encontrada
en las comparaciones hechas entre el soporte D (entrecruzado y con mayor
concentracion de colageno 1) y los soportes A (p = 0.0000291), B (p = 0.0007) y C
(p = 0.0000451). Como era de esperarse, para el prototipo E su modulo elastico
también fue significativamente diferente (p = 0.0000401) al del médulo de los
soportes D. Los valores bajos del médulo elastico encontrados pueden explicarse
porgue las pruebas se realizaron con los soportes humedos y es conocido que la
hidratacion del soporte disminuye las propiedades mecanicas del colageno
(Suesca, 2013). Se debe resaltar que los valores del mddulo elastico del soporte D
- aproximadamente 65.5 kPa - son similares a los reportados para la zona interna
(zona 3) de matrices pericelulares de menisco porcino medial (66 kPa) (Sanchez-
Adams et al., 2013).

El modulo elastico obtenido de las curvas de tension- deformacion fue menor al
obtenido a partir de los mapas de fuerza realizados en el microscopio de fuerza
atomica, lo cual se debe a que para estos analisis se usaron muestras secas de
cada una de las zona de los soportes. Otro aspecto interesante de este analisis es
gue permite encontrar el médulo elastico de cada una de las zonas en que se dividié
el soporte. Aunque las diferencias no fueron significativas (p > 0.05), en la zona 1
de todos los prototipos - correlacionada con la zona externa del menisco - el modulo
elastico fue mayor en los soportes no entrecruzados (A: 468.171 + 135.197 MPa; C:
152.178 + 85.282 MPa) que en los soportes entrecruzados (B: 44.345 + 21.459
MPa; D:12.772 = 7.797 MPa). El modulo elastico de la zona 2, correlacionada con
la zona del menisco conocida como zona blanca-roja de los diferentes prototipos,
tampoco fue significativamente diferente (p > 0.05). Sin embargo, los valores de los
modulos elasticos de los soportes no entrecruzados (A: 23.668 + 19.85; C: 30.614
+ 47.984) fueron menores que los de los soportes entrecruzados (B: 29.056 *
10.097; D: 45.445 = 62.297). En la zona 3, correlacionada con la zona interna del
menisco, tampoco se encontraron diferencias significativas, los valores de médulo
elastico encontrados fueron: soporte A:3.699 £ 1.85; B: 24.77 £29.02; C: 5.91 £ 4.6,
D:17.181+19.8yE: 12.85 £ 7.35. En todos los valores el modulo elastico fue mayor
gue el modulo de la zona interna del menisco porcino (0.066 MPa) que ha sido
reportado (Sanchez-Adams et al., 2013). En el mapa de fuerzas, sélo se encontr6
una diferencia significativa entre las zonas 1 y 3 del soporte A (p= 0.0487), la cual,
puede deberse a las diferencias en composicién de colageno | (zona 1) y colageno
Il (zona 3). A pesar de que el prototipo E tiene la misma composicién de colageno
en todas sus zonas y de que no se encontraron diferencias significativas entre el
modulo elastico de las zonas (1: 27.093 + 23.73; 2: 78.33 = 70.80; 3:12.85 + 7.35),
los datos muestran que el disefio del molde empleado para su fabricacion puede
afectar este parametro.

Los valores de modulo elastico obtenidos para los soportes desarrollados en este
trabajo son superiores a los esperados para el médulo elastico de soportes
elaborados con proteinas componentes de la matriz extracelular (Sun et al., 2017),
ademas estos resultados son similares a los valores del tejido meniscal nativo
porcino en la zona 1 (0.151 + 0.038.2 MPa) (Sanchez-Adams et al., 2013).
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La prueba de compresion se hizo en la Maquina Universal de Ensayos Mecanicos
AG-IS (Shimadzu, JA). Para ello, con un punch de 2 mm de diametro se tomaron
cinco muestras de cada una de las zonas (zona de colageno |, zona de interfase
constituida por la mezcla de colageno I/l y zona de colageno Il) que constituyen los
prototipos A-D; adicionalmente, se tomaron cinco muestras del prototipo E
elaborado con colageno | (control). Antes de iniciar la prueba, todas las muestras
se hidrataron con DMEM durante 15 min a temperatura ambiente. Para este ensayo,
se empled la celda de carga de 5 kN calibrada a una velocidad de 0.2 mm/min.

Se utilizdé una anova de dos vias para evaluar la significancia de las diferencias entre
las zonas de un mismo soporte, entre los soportes y entre las zonas de los soportes.
En todos los prototipos (A, B, C, Dy E) las zonas (1, 2 y 3) de un mismo soporte no
fueron significativamente diferentes (p > 0.05) entre si, sin embargo, hubo
diferencias significativas entre las mismas zonas de los soportes de los diferentes
prototipos. La resistencia a la compresion de todas las zonas de los prototipos A'y
B fue significativamente menor que la de los prototipos C, D y E. Lo anterior indica
qgue la resistencia a la compresion aumenta al aumentar la concentracion de
colageno. Llama la atencion el que la resistencia de todas las zonas del soporte del
prototipo C fuera significativamente mayor (p < 0.05) que la del prototipo D, con la
misma composicion y entrecruzado con genipina. Se ha reportado que la resistencia
a la compresion disminuye cuando se usan concentraciones de genipina mayores
a 1% en soportes elaborados con colageno Il y quitosan (Bi et al., 2011); lo mismo
pudo ocurrir con los soportes del prototipo D a pesar de haber sido entrecruzado
con una concentracion menor (Figura 8, Anexo E).

El médulo de elasticidad transversal (cizalla) nos ofrece informacion sobre el
comportamiento de los soportes cuando se exponen a la deformacion por un
esfuerzo cortante y es una caracteristica importante porque induce cambios
significativos en la morfologia y el destino de las células madre (Akhmanova et al.,
2015). La prueba de cizalla se hizo bajo barrido de frecuencia dindmica usando un
sistema reométrico (C-VOR Bohlin Instruments, UK). Los soportes se analizaron
entre dos placas rigidas previa inmersion de las muestras en un bafio de DMEM a
temperatura ambiente. Se aplicé una deformacion externa compresiva del 10%, la
temperatura se regulo a 37°C y se dej6 equilibrar para posteriormente definir el perfil
de deformacién de corte sinusoidal, representado por la ecuacién: y= y0 sin (wt)
donde la amplitud, yO0, es de de 0.05 y la frecuencia angular, w, es creciente de 1 a
50 rad/s y el tiempo (t) es expresado en segundos. La magnitud del modulo de corte
complejo se calculd a partir de la ecuacion |G*| =To/y0, asumiendo un
comportamiento lineal de los datos. EI mdédulo complejo G*, se obtuvo del
almacenamiento (G") y los mddulos de pérdida (G") se obtuvieron a partir de la
ecuacion G* = G' + i+G" (Laun et al., 2014; Moutos & Guilak, 2010).

Los resultados obtenidos (Figura 9) indican que las propiedades viscoelasticas de
los soportes aumentan en todos los soportes (A-E), ya que el valor del médulo de
almacenamiento o elastico ( G") y el médulo de pérdida 6 viscoso (G™) aumenta en
cada uno, indicando una relativa estabilidad de los prototipos predominando el
componente elastico. El prototipo E es el més resistente al esfuerzo de cizalla,
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comparado con los demas soportes; este dato se correlaciona con el menor médulo
de Young, presentado por este prototipo e indicando que es mas elastico. En todos
los prototipos (A-E) se evidencia un comportamiento de tipo pseudoplastico,
definido porque al aumentar el esfuerzo deformante disminuyen su viscosidad
(Ortega et al., 2012). Esto es relevante en los componentes de la matriz extracelular
de origen natural porque tienden a reorganizar su estructura bajo tensién, con un
comportamiento que los hace viscoelasticos y propensos a la deformacion plastica
especialmente si son ciclicas o dinamicas como en el menisco (Levental et al.,
2007).

Una vez caracterizados fisicoquimica, microestructural y mecanicamente se
escogieron soportes de los prototipos B, D y E, porque respondieron a los atributos
del consumidor y a los parametros de disefio, para evaluar su citocompatibilidad,
proliferacion, adhesion y diferenciacion in vitro.

Ejemplo 13. Citotoxicidad de los soportes

El ensayo de citotoxicidad que permite determinar la viabilidad celular, fue realizado
siguiendo los parametros de la norma ISO 10993-5 (ISO, 2009) por triplicado. Se
sembraron fibroblastos L929 (NCTC clone 929, CCL-1, ATCC ™) en platos de 96
pozos (1x10* células/100 yL de medio) las células se incubaron en DMEM
suplementado con 10% de suero fetal bovino (SFB) (37 °C, 5% CO2, 24 h). El
meétodo evalla el lixiviado resultado de una extraccion del soporte que se obtiene al
aplicarles a cada uno de los soportes cloruro de sodio NaCl al 0.9% como medio
solvente de extraccion, pre-esterilizado por microfiltracion con filtros de membrana
0.22 um e incubados (37°C, 24 h). Consecutivamente los medios de mantenimiento
de los cultivos celulares de fibroblastos L929 fueron sustituidos por un medio
conformado por DMEM suplementado con 10% de suero fetal bovino, y 25% del
extracto obtenido de cada soporte a evaluar. Como control negativo se us6 DMEM
y DMEM pre-incubado con silicona (0.2 g/mL) preesterilizados y microfiltrados.
Como control positivo se utilizé DMSO al 25%. Después de la incubacion el medio
se removio, se adicionaron 50 pyL (1 mg/mL) de MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-
2,5-diphenyltetrazoliumbromid) a las muestras en medio de cultivo sin rojo fenol y
se incubo (37 °C y 5% CO2, 2 h). Posteriormente, el sobrenadante se cambi6 por
100 uL de DMSO y la absorbancia de cada muestra se midié a 560 nm con un lector
de placas (TRIAD, Dinex, USA). La viabilidad de las células (V.C.) en cada soporte
se calcul6 con la siguiente ecuacion:

V.C.=( A/B )x100.

Donde A es el promedio de la absorbancia por muestra y B es el promedio de la
absorbancia del cultivo de los fibroblastos L929 en medio estandar. Valores
inferiores a 70% se consideraron citotdxicos.

En todos los casos se encontré que la viabilidad de los fibroblastos L929 expuestos
a los lixiviados de los soportes de los diferentes prototipos fue mayor al 70%,
requisito establecido por la norma ISO 10993-5 (ISO, 2009) para considerar que
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una muestra es no citotéxica. Los porcentajes de viabilidad de los soportes de los
prototipos no entrecruzados (E: 100.31 = 0.72; A: 96.89 + 1.53 y C: 88.06 = 1.80)
fueron significativamente mayores que los de los entrecruzados (B: 85.59 + 1.16;
D: 76.61% 0.73). Los valores de los soportes de los prototipos Ay B (p < 0.0001) y
los soportes de los prototipos C y D (p < 0.0001) fueron significativamente
diferentes. Este resultado obedece al entrecruzamiento con genipina 0.05%, el
mayor porcentaje de viabilidad se observé en los soportes del prototipo E.

Ejemplo 14. Ensayo de proliferacion de células madre mesenquimales en el
soporte

Las células madre mesenquimales se obtuvieron a partir de tejido remanente de
liposuccion de una paciente joven que dio su consentimiento informado y su uso fue
aprobado por el Comité de Etica de la Facultad de Ciencias de la Universidad
Nacional de Colombia por medio del Acta 01-2020.

La muestra fue trasladada bajo cadena de frio (4°C). El tejido adiposo se peso y
traslado a la cabina de flujo laminar donde se fraccion6 en pequefios trozos que se
digirieron enzimaticamente con colagenasa | (Sigma, USA), (37°C, 5% CO2, 30 min,
100 rpm). Luego de la incubacion, la enzima se diluyé con DMEM suplementado
con SFB 10% y la suspension resultante se filtro (cell strainer, Sigma, USA) y
centrifugo (312 x g, 5 min). Después de descartar el sobrenadante, el pellet celular
se resuspendio en 0.83% NH4CI y se hizo un conteo de células viables. Las células
(5000 células / cm?) se sembraron en frascos de cultivo T75 (Lonza, USA) con
DMEM suplementado con SFB 10%, penicilina 100 Ul/ml y estreptomicina 100
png/mL. El medio fue cambiado cada 72 h hasta cuando las células alcanzaron una
confluencia del 80%. En todos los experimentos se usaron células en cuarto pasaje.

Las células madre mesenquimales de tejido adiposo humano (ADSC), fueron
caracterizadas de acuerdo con indicaciones de la Sociedad Internacional de Terapia
Celular (Dominici et al., 2006). Los criterios tenidos en cuenta fueron la adherencia
al plastico y la expresion de marcadores. La adherencia a la superficie de los frascos
de cultivo se confirmé con imagenes obtenidas en el microscopio de luz invertida
Eclipse TS-100, Nikon, JP). La expresion de los marcadores de superficie CD73,
CD105, CD90, CD45 y CD34 se evalué por citometria de flujo (BD FACSCanto™ I,
BD Biosciences-US), usando el software BD FACSDiva™ v. 6.1.3 (BD Biosciences,
US). Para la marcacion, las células (3 x 105) se resuspendieron en 500 pL de PBS
y se incubaron (37°C, 30 min) con 5 pL del anticuerpo primario evaluado; luego, se
lavaron con PBS (1X pH 7.4) y se centrifugaron (312 x g, 5 min). Para el andlisis se
tuvieron en cuenta aproximadamente 50.000 eventos por muestra y se incluyeron
muestras de células sin marcar y una mezcla de células marcadas con todos los
anticuerpos utilizados.

La Figura 10 muestra imagenes representativas de los cultivos obtenidos en frascos

de poliestireno. Se observan células confluentes, adheridas a la superficie del frasco
de cultivo y con la morfologia elongada en forma de huso que caracteriza a las

33



células madre mesenquimales (Figura 10A). Estas caracteristicas se pueden
apreciar mejor en la imagen de mayor aumento (Figura 10B).

La Figura 11 muestra los resultados de la deteccion y cuantificacion de los
marcadores de superficie mediante citometria de flujo. Las células derivadas de
tejido adiposo expresaron los marcadores CD73, CD105, CD90 y no expresaron 0
expresaron niveles bajos de los marcadores CD45 y CD34. Los datos mostrados
confirman el linaje de las células madre mesenquimales que fueron empleadas en
los ensayos de bioactividad in vitro.

Las células madre mesenquimales derivadas de tejido adiposo humano (ADSC) se
sembraron 100x10°3 células/0.28 cm? (357.142 células/cm?) de los soportes A, B, C,
Dy E (control). Después de incubarlas (37°C y 5% CO2) durante 30 min, se agrego
1 mL de MEM y se volvieron a incubar en las mismas condiciones por 24 h, 3, 7y
14 dias. Cumplido el tiempo el medio se retirg, se lavaron los soportes cultivados
con células con PBS, se adicionaron 500 pL de MTT (1 mg/mL MEM) por soporte
cultivado y se incubo por 4 h (37°C, 5% CO2). Después de volver a lavar con PBS
(1 mL), se adicion6 1 mL de DMSO y se agito para solubilizar el formazan producto
de la reaccion. De cada muestra se tomaron 100 uL, se colocaron en una placa de
96 pozos y se midié su absorbancia (560 nm) (TRIAD, Dinex, USA). Los valores de
absorbancia fueron interpolados dentro de una curva de calibracién elaborada con
un numero de células conocido. El experimento se realizd con 4 repeticiones.

Los resultados muestran que en el dia 14 el niumero de células sembradas aumento
en los soportes de los prototipos A, B, D y E; sin embargo, en los soportes del
prototipo C el nimero de células disminuyé (Figura 12, Anexo F). Al realizar el
analisis estadistico solo se encontraron diferencias significativas entre el nimero de
células de los soportes By C. Los datos de proliferacion celular indican que, excepto
en el prototipo C, las ADSC crecieron en todos los soportes. Ademas, confirman los
resultados del analisis de citotoxicidad porque aunque el numero de células a los 14
dias de cultivo fue menor en los soportes del prototipo C, el porcentaje de
disminucién no fue mayor al 15%.

Ejemplo 15. Ensayos de adhesion celular

Estos ensayos evaluaron la adhesion de células madre mesenquimales derivadas
de tejido adiposo humano (obtenidas como se describi6 en el ensayo de
proliferacion celular) en los soportes, 24 h después de la siembra y la presencia de
células en los soportes a los 14 dias de cultivo. La adhesiéon de las células a los
soportes cultivados a las 24 h, se analizé empleando la prueba de MTT previamente
descrita. Para evaluar la presencia de células en los soportes después de 14 dias
de cultivo en los prototipos B, Dy E, se sembraron 5.0x10* células por soporte y se
incubo usando las condiciones descritas en el ensayo de proliferaciéon celular. Los
soportes se removieron del medio de cultivo, se lavaron con PBS (1X, pH 7.4), se
fijaron durante 1 h con paraformaldehido (4%), se congelaron (-20°C, 1 h) y se
liofilizaron (Virtis, SP Industries, USA) durante 24 h. Los soportes liofilizados se
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recubrieron con oro y se observaron con un microscopio electrénico de barrido
(Tescan Vega 3, C2).

En los soportes de todos los prototipos se adhirieron células sin que se observara
diferencias significativas en el nimero de células adheridas entre los soportes. No
se evidencio efecto de interaccion entre el entrecruzamiento y la concentracion de
coldgeno I/l de los prototipos (p > 0.05); tampoco se encontraron diferencias
significativas asociadas con el entrecruzamiento (p > 0.05) (Figura 13, Anexo G).

Las muestras de los soportes de los prototipos desarrollados sembrando ADSC e
incubadas por 14 dias se analizaron con ESEM (Figura 14). Los resultados indican
la presencia de células adheridas en los soportes incubados con DMEM y en los
soportes incubados con medio de diferenciacion (DMEM suplementado con IGF-1y
TGF-beta 3). Este ensayo solamente se hizo con los soportes de los prototipos B,
D y E debido a que en estos prototipos el analisis de proliferacién células encontrd
mayor proliferacion celular y el andlisis de degradacién enzimética menor porcentaje
de degradacion.

Ejemplo 16. Diferenciacion celular en cultivos 3D.

En muestras (6 mm de diametro) de los soportes B, D y E se sembraron células
madre mesenquimales derivadas de tejido adiposo (1.5x105 células /cm?) y se
cultivaron con DMEM suplementado en platos de 24 pozos (37°C, 5% CO2, 24 h).
Al finalizar la incubacion, los soportes sembrados se cambiaron a un nuevo plato -
para descartar las células que no se adhirieron - y se incubaron con medio de
diferenciacion (suplementado con DMEM, 10 ng/mL de IGF-I recombinante humano
y 10 ng/mL de TGF-beta 3 recombinante humano) durante 21 dias, cambiando el
medio cada 48 h. Se emplearon cultivos incubados con DMEM sin factores de
crecimiento (IGF-1 , TGF-beta 3) como control negativo (Liang et al., 2018). Este
experimento se realizé por triplicado.

Para el analisis histolégico, las muestras se fijaron con paraformaldehido (4%, CAS
30525-89-4 No. Catalogo 104005, Merck Millipore) en PBS (1X, pH 7.4) a 4°C
durante 24 h. Después de su fijacion, los soportes cultivados se cortaron con un
micrétomo rotatorio (CUT 5062, Slee medical, GmbH) en secciones de 5 um y se
tineron con hematoxilina-eosina, alcian blue, safranina O-Fast Green (Saf O) y
picrosirius red. Los cortes fueron visualizados con el microscopio de luz (Nikon,
Eclipse Ci, JP) y la tincion con picrosirius red fue observada con el microscopio de
luz polarizada (Olympus BX51, JP). Como control se usaron soportes de los tres
prototipos sin células y tefiidos con la correspondiente tincion.

La Figura 15 presenta los resultados obtenidos en los cortes tefiidos con H&E alcian
blue, safranina O-Fast Green y Picrosirius red. En la imagen obtenida con H&E se
observan células interconectadas por matriz eosindfila que aumentan en nimero al
incubar con medio de diferenciacion, excepto en los soportes usados como control
(E). El nUmero de células fue mayor en el soporte del prototipo B que en los soportes
Dy E. Llama la atencién, que en la imagen del soporte E incubado con el medio de
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diferenciacion se evidencia la formacion de matriz extracelular sélida homogénea
eosindfila, con lagunas de forma redondeada caracteristicas de fibrocartilago.

La tincion con safranina-O es Util para identificar zonas en las que se expresan
proteoglicanos, se tifien con una tonalidad vinotinto intensa. En general, la tonalidad
vinotinto fue mas intensa en los cultivos incubados con el medio de diferenciacion
gue en los que fueron incubados con DMEM. El soporte del prototipo D cultivado
con medio de diferenciacién, tifid con mayor intensidad que los soportes de los
prototipos B y E incubados con el mismo medio. Lo anterior muestra que las células
sembradas en el soporte D (colageno | -10mg/g y coldgeno Il -5mg/g entrecruzado
con genipina 0.05%) producen mas proteoglicanos que las que se sembraron en los
soportes B y E cuando se cultivan con el medio de diferenciacion. El azul alciano
también permite detectar la expresion de proteoglicanos, los cuales confieren a las
zonas donde se encuentran color azul o verde azulado. Los cortes del soporte D
fueron positivos para esta tincion en los dos medios empleados, mientras que los
soportes B y E fueron negativos. En el caso de este Ultimo soporte, se volvio a
evidenciar la matriz abundante y densa observada con la tincion H&E. Finalmente,
para identificar colageno | se uso la tincion histologica de picrosirius rojo, la cual, se
visualiza mediante técnicas de polarizacion debido a que el colageno | es
birrefringente y sus subunidades se orientan en el mismo sentido del eje de las fibras
(Samar et al., 2012). Esta tincion fue positiva en todos los cortes evaluados, tanto
en los obtenidos de los cultivos con DMEM suplementado como en los que se
incubaron con medio de diferenciacion, indicando la presencia de colageno | en
todos los soportes sembrados con células mesenquimales.

También se hizo analisis con inmunofluorescencia de los cultivos 3D después de 21
dias de incubacion, los cuales fueron fijados por inmersion con paraformaldehido
4% (CAS 30525-89-4 No. Catalogo 104005, Merck Millipore) durante 20 min,
posteriormente el soporte cultivado fue deshidratado mediante gradientes de
alcoholes (70, 80, 90, 100% v/v, CAS 64-17-5; No. Catalogo 107017, Merck
Millipore), se aclararon con xileno (CAS 95-47-6 No. Catalogo 109798, Merck
Millipore), se embebieron en parafina de bajo punto de fusion (Histosec® No.
Catalogo: 111609, Merck Millipore). Una vez montadas las muestras, se realizaron
cortes con un microétomo rotatorio (CUT 5062, Slee medical, GmbH) de 5 um de
espesor y fue extendido en laminas cargadas. Para iniciar el proceso de
inmunofluorescencia se rehidrataron las muestras en las laminas con 3 lavados con
PBS (10mM) durante 5 minutos cada vez. Luego a las laminas correspondientes a
la inmunotincion para colageno Il se les realizé digestion enzimatica con pepsina
1mg/ml en Tris-HCI-pH 2.0 por 3 min, 37°C, como paso adicional. A continuacion
las laminas para las tres inmunotinciones (Colageno |, colageno Il y agrecano) se
bloquearon con albumina al 3% en PBS (10 mM) durante 30 min a temperatura
ambiente. Se adicionaron los anticuerpos primarios (anticolagéno I, anticolageno I,
antiagrecano, mezcla de anticolageno | y 1) solubilizados en la solucion de bloqueo,
se incubd en camara humeda (4°C, 12 horas) y se lavé con PBS (1X, 5 min cada
vez por 3 veces). Luego, las muestras se incubaron (2 h) con el anticuerpo
secundario diluido en la solucion de bloqueo protegidas de la luz en camara
hameda. Terminada la incubacion, las muestras se lavaron con PBS 10 mM (3
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veces, 5 min cada vez), se aplico DAPI diluido en PBS 10 mM (Molecular Probes,
Thermofisher, USA) a cada muestra y se incubaron (10 min). Para el montaje de las
muestras se uso Antifade (Molecular Probes, Thermofisher, USA). Las muestras se
conservaron a 4°C protegidas de la luz, hasta su observacion en el microscopio de
fluorescencia (Nikon eclipse TS100, JP). Este analisis incluy¢ las tres zonas de los
soportes y al igual que en el andlisis histologico, en todos los casos se incluyé como
control una muestra del mismo soporte sin células e inmunotefiida con los mismos
anticuerpos (Figura 16). Con el objetivo de eliminar la sefial de inmunofluorescencia
emitida por los biomateriales de colageno | enlazona 1y 2,y colageno Il en la zona
2 y 3, se estandariz6é una exposicion que disminuia la intensidad de la sefial en los
controles, es importante aclarar que en los soportes sin células usados como control
se evidencio intensidad de fluorescencia roja en la zona 1 que fue visiblemente
reducida en la zona 2 y no se apreciaba en la zona 3. Por su parte, la tincion para
colageno Il evidencié intensidad de fluorescencia roja en la zona 1 que fue
visiblemente reducida en la zona 2 y no se apreciaba en la zona 3. Por su parte la
tincion para colageno Il evidencié la falta de emision de fluorescencia en la zona 1,
una tenue fluorescencia en la zona 2 y mayor intensidad en la zona 3, lo anterior
muestra que existe una conformacion estructural zonal con distribucion en la
composicion de biomateriales similar a lo esperado en un menisco nativo.

El soporte B expreso6 colageno I, colageno Il y agrecano en la zona 1 del soporte,
sin importar el medio utilizado. Sin embargo, la sefial fluorescente del colageno Il
aumento en el cultivo incubado con el medio de diferenciacion. En la zona 2 también
se observo expresion de los tres compuestos de matriz extracelular evaluados. No
obstante, en el cultivo incubado con medio de diferenciacion solo se detecto la
fluorescencia de colageno | y Il y esta ultima fue mayor que la observada en el medio
DMEM. En la zona 3 se evidencio la sefial fluorescente de los tres compuestos. Aun
asi, la fluorescencia del colageno | aumenté y la del agrecano disminuyo en el cultivo
incubado con medio de diferenciacion.

En los cultivos con DMEM de los soportes del prototipo D, las sefiales del colageno
| y el colageno Il presentaron mayor intensidad que los controles y menor intensidad
gue los cultivos incubados con medio de diferenciacion en todas las zonas. La sefial
fluorescente del agrecano tuvo la misma intensidad en las tres zonas de los cultivos
realizados en los dos medios. Solamente en los cultivos incubados con medio de
diferenciacién, el marcaje de las tres zonas de los soportes del prototipo E fue
positivo para colageno |. Aunque también fue positivo para colageno Il en los
cultivos realizados en presencia de los dos medios, la sefal disminuyé en los
cultivos incubados con medio de diferenciacion. El agrecano, a pesar de haber sido
detectado en los controles, fue negativo en los dos tipos de cultivo.

La imagen de los soportes cultivados con el soporte E y expuestos al medio de
diferenciacién emiten una sefial fluorescente correspondiente a la autofluorescencia
reportada del colageno | y colageno Il. Esta autofluorescencia es una demostracion
indirecta de que las células estan produciendo colageno Il, ya que este compuesto
no se incluyd en la composicion del soporte. En el soporte E, que fue utilizado como
ejemplo comparativo de soportes meniscales de colageno | que estan en el
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mercado, no se detectd la expresion de agrecano. En los soportes B y D preparados
con zonas de colageno | y colageno Il se expresé este proteoglicano en todas las
zonas del soporte.

El conjunto de resultados descritos confirman lo observado en el andlisis histologico,
y muestran que el medio de cultivo y la composicién de los soportes impactan la
expresion de las tres moléculas estudiadas. Ademas, demuestra que en el tejido
artificial formado, las células madre mesenquimales se diferenciaron a
fibrocondocitos en los prototipos B y D.

Analisis estadistico

Para hacer el analisis estadistico se realizaron dos disefios experimentales, uno del
proceso de caracterizacion y el otro de bioactividad in vitro. Se ajusté un modelo de
regresion normal para evaluar el efecto del entrecruzamiento y la concentracién de
colageno I/1l de cada soporte. Dependiendo del tipo de respuesta de las variables
analizadas en la caracterizacion de los soportes de colageno I/l se usaron modelos
de regresion logistica. Se aplicé un modelo ajustado de analisis de varianza (Anova)
y test de comparaciones multiples, para establecer la significancia de la diferencia
(p <0.05). El analisis estadistico se realizé con el software R, version 4.0.2 y
GraphPad Prism 8 version 8.4.3.
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