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RESUMEN



En el mundo existen millones de personas con problemas visuales que derivan
en ceguera parcial o total, conllevando con ello, consecuencias negativas tanto
a nivel personal, como social y gubernamental. Entre las causas
predominantes de ceguera, destacan aquellas relacionadas a la cornea, cuyo
principal tratamiento corresponde a la queratoplastia para la cual, no existen
suficientes tejidos que puedan suplir la demanda. El campo de la ingenieria de
tejidos y la ciencia de materiales, han permitido el desarrollo de biomateriales
gque asemejan una cornea, con algunos de ellos en etapas clinicas. Sin
embargo, a la fecha, estos materiales han mostrado ciertas limitaciones en
términos de las propiedades fisicoquimicas que posee una cornea humana,
ademas, de sus altos costos de produccion. Es ello por lo que, esta tesis
explora el disefio y desarrollo de un material avanzado que emule el tejido
corneal, con el potencial de ser utilizado como implante o injerto. En este
sentido, La investigacion se enfocé en la creacion de un biomaterial laminado
utilizando gelatina y otras biomoléculas, de bajo costo econdmico, a través de
la técnica de casting. La caracterizacion del material desarrollado considero la
evaluacion de propiedades fisicas (transmitancia, indice de refraccion,
porosidad, entre otros), quimicas (entrecruzamiento, estabilidad térmica y en
solucion, degradabilidad hidrolitica y enzimatica, entre otros) y bioldgicas in
vitro (adhesion, proliferacidon y sobrevivencia) del material desarrollado
demuestran su aplicabilidad como posible implante corneal. Los hallazgos
revelan que las propiedades de formulaciones especificas creadas, fueron
comparables a las corneas humanas, con una ventaja significativa en términos
de costo, demostrando su potencial como alternativa sintética para el
reemplazo del tejido corneal. Por tanto, esta investigacién contribuye al campo
de la regeneracién y reemplazo corneal, sentando las bases en el desarrollo
de formulaciones de bajo costo econdmico y ofreciendo una alternativa

prometedora y econédmicamente accesible.



ABSTRACT



In the world, millions of people with visual problems result in partial or total
blindness, bringing with it negative consequences at both personal, social, and
governmental levels. Among the predominant causes of blindness, those
related to the cornea stand out, whose primary treatment is keratoplasty, for
which there are not enough tissues to meet the demand. The field of tissue
engineering and materials science has allowed the development of
biomaterials that resemble cornea, some in clinical stages. However, to date,
these materials have shown certain limitations in terms of the physicochemical
properties that a human cornea possesses and their high production costs. For
this reason, this thesis explores the design and development of an advanced
material that emulates corneal tissue, with the potential to be used as an
implant or graft. In this sense, the research focused on creating a laminated
biomaterial using gelatin and other biomolecules, at a low economic cost,
through the casting technique. The characterization of the developed material
considered the evaluation of physical (transmittance, refractive index, porosity,
among others), chemical (cross-linking, thermal and solution stability, hydrolytic
and enzymatic degradability, among others), and in vitro biological (adhesion,
proliferation, and survival) properties of the developed material demonstrate its
applicability as a possible corneal implant. The findings reveal that the
properties of specific formulations created were comparable to human corneas,
with a significant advantage in terms of cost, demonstrating their potential as a
synthetic alternative for the replacement of corneal tissue. Therefore, this
research contributes to the corneal regeneration and replacement field, laying
the foundations for developing low-cost economic formulations, and offering a

promising and economically accessible alternative.






I. INTRODUCCION



La vision es el mas importante de los sentidos, por él conocemos el mundo,
sus colores, formas y texturas. Cuando la vision se encuentra afectada, surgen
varios imprevistos relacionados a la disminucion en la agudeza visual como es
el caso de caidas, confundir etiquetas de remedios, accidentes e incapacidad
para reconocer personas, por dar unos ejemplos. Lo anterior, se refleja sin
lugar a duda, en un desmedro en la calidad de vida de las personas. Segun la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS), en el mundo hay 1100 millones de
personas con deficiencias visuales que no tienen acceso a tratamiento. De esa
cifra, 950 millones corresponden a deficiencias oculares relacionadas directa
o indirectamente a la cornea (World Health Organization, 2019). Se estima que
el costo para tratar la ceguera y los vicios de refraccion solo en Estados Unidos
alcanzo, en el ano 2015, la suma de 7,8 billones de ddlares (Eckert et al., 2015;
James et al., 2018).

La cornea es, sin lugar a duda, un tejido imprescindible para el fenémeno
visual, su superficie lisa, geometria asférica y cuerpo transparente actuan
como una lente convergente que proyecta una imagen perfecta del mundo
exterior sobre la retina, ver Figura 1. Cuando esta estructura se encuentra
alterada, ya sea por patologias o traumatismos, el efecto sobre la vision es
variable y puede manifestarse como una disminucion en la sensibilidad al
contraste, una reduccion en el campo visual, una baja en la agudeza visual y
en los casos mas extremos, puede alcanzar la ceguera total (Mathews et al.,
2018; Porth et al., 2019). El tipo de tratamiento depende de la etiologia, los
tratamientos corneales destinados para recuperar o mejorar la vision, suelen
ser Opticos o quirurgicos (Chuck et al., 2018; Vincent & Fadel, 2019). En los
casos leves, el uso de lentes épticos es suficiente para corregir imperfecciones
visuales. Casos mas complejos dependen de las caracteristicas anatémicas y
fisiolégicas unicas del tejido corneal y, en particular, de su estroma,
permitiendo que este pueda ser utilizado como sustrato quirdrgico, como es el
caso de las cirugias refractivas Laser-assisted in situ keratomileusis (LASIK)

(Chuck et al.,, 2018). En los casos mas graves, y cuando la visién esta



completamente comprometida, el tratamiento utilizado en clinica es el
trasplante corneal y si, existiera rechazo del tejido donado o su opacificacion,
se recurre al uso de corneas artificiales también llamadas queratoprotesis (M.

Chen et al., 2020), que no estan exentas de complicaciones (lyer et al., 2018).

Figura 1. Esquema de la formacién de imagen en retina. Bajo licencia (CCBY 3.0).

Dada las limitaciones de los tratamientos actuales, el establecer (o desarrollar)
un material que reemplace el tejido corneal danado, sin interferir en la funcion
visual, es decir, un material que adopte la forma, transparencia, promueva la
regeneracion celular, biocompatibilidad, biodegradabilidad y posea
propiedades mecanicas similares a la cérnea, simplificaria el acceso a un
tratamiento quirurgico de reemplazo tisular, en comparacién a la baja o nula
disponibilidad de donantes de cérneas compatibles. A la busqueda de esta
piedra angular en ingenieria de tejidos, varios grupos de investigacion han
realizado ensayos con distintos materiales que puedan reemplazar el estroma
corneal. Sin embargo, aun no ha sido desarrollado el reemplazo estromal ideal

que sea biomimético, citocompatible y trasplantable (Matthyssen et al., 2018).

Lo expuesto anteriormente, refleja las limitadas opciones existentes para tratar
las alteraciones visuales, respecto a cuando la integridad corneal esta
comprometida. Para hacer frente a este reducido abanico de posibles
tratamientos, postulamos la creacion de un material avanzado, que emule el
tejido corneal y pueda ser utilizado como implante o injerto que, permita la

correccion de vicios refractivos, favoreciendo la migracion y diferenciacion



celular, que sea biodegradable a razdn de la regeneracion tisular, épticamente

compatible y finalmente accesible econémicamente.

Para conseguir tal objetivo, se propuso el disefio y desarrollo de un material
laminado a partir gelatina y otras biomoléculas con reconocida utilidad en la
creacion de andamios e ingenieria regenerativa en la construccion un material
multilaminar que asemeje el tejido estromal. El material desarrollado fue
caracterizado fisica-, quimica-, y biolégicamente, para establecer y asegurar

el cumplimiento de condiciones como posible implante corneal.

A continuacion, en la seccidn de marco tedrico se exponen las bases
fisiologicas y anatomicas del tejido corneal, las cuales son fundamentales para
la elaboracion y desarrollo del material a base de macromoléculas en conjunto
con el analisis del estado del arte de otros tratamientos. Ademas, se da una
descripcion del tipo de material escogido, técnicas de sintesis y preparacion
de hidrogeles y sistemas laminares, siendo la discusion enfocada en su

aplicabilidad en sistemas bioldgicos.

1. Marco teérico

1.1. El globo ocular

Situado en la cavidad orbitaria, el 0jo, es la principal ventana al mundo exterior.
Su desarrollo tiene un comienzo embrionario entre la tercera y cuarta semana
de gestacion, sus tejidos provienen del ectodermo y del tubo neural en el
prosencéfalo (Sadler & Langman, 2019). Finalizando su desarrollo entre los
primeros afos de infancia y adolescencia (Van Cruchten et al., 2017). El ojo
maduro, en condiciones 6ptimas al término de su desarrollo, alcanza un
diametro de 25 mm y un volumen de 8.2 mL. Histolégicamente, el ojo puede

ser descrito en tres capas (Mescher, 2018; Moore et al., 2017).

1. Capa externa: estructura fibrosa que da rigidez al globo ocular,
constituida principalmente por colageno. Comprende cérnea y

esclera (Figura 2A).



2. Capa media: compuesta principalmente por vasos sanguineos y
responsable del suministro metabdlico. Comprende coroides,

cuerpo ciliar e iris (Figura 2B).

3. Capa interna: comprende la retina que es una lamina fina donde la
informacion visual es convertida en sefiales nerviosas que viajan por

el nervio 6ptico al cerebro (Figura 2C).

Coroides

Figura 2. Esquema de capas del globo ocular. En A la capa externa que comprende
cérnea y esclera; en B la capa media comprende coroides, cuerpo ciliar e iris; y en C capa
interna que corresponde a la retina. Elaboracion propia.

1.2. La cérnea

La cornea, es un tejido fibroso, ocupa la sexta parte anterior de la capa externa
del globo ocular, limitando radialmente con la esclera en el limbo
esclerocorneal, es transparente y esta constituida principalmente por agua
(hasta un 78% de su masa) y colageno (71% de masa seca) laminarmente
organizado (Adler et al., 2011). Anatdmicamente esta constituida por una serie
de 5 capas (Adler et al., 2011; Mescher, 2018) que, de afuera hacia adentro,
son el epitelio, membrana de Bowman, estroma, membrana de Descemet y
endotelio (Mescher, 2018), como se puede ver en la Figura 3. Sin embargo,
existe evidencia de una sexta capa (del Buey Sayas & Peris Martinez, 2014),

que se ubica entre el estroma y la membrana de Descemet (Dua et al., 2013).

La cornea junto a la pelicula lagrimal, forman el principal medio refractivo del
sistema visual, aportando 2/3 del poder diéptrico del ojo (Adler et al., 2011).
Por ello, su arquitectura, contenido y transparencia, son cualidades

primordiales para la visién. Gran parte de las propiedades mecanicas y épticas



de la cornea, son atribuidas al estroma, cuyo espesor ocupa cerca del 90% del
tejido macizo (J. Ma et al., 2018; Mannis & Holland, 2017).

1.3. Estructura y funcién corneal

Como se menciono previamente, la cornea se describe clasicamente como un
conjunto de 3 capas y 2 membranas apiladas (Figura 3A). La lamina mas
externa es su epitelio estratificado constituido por unas 5 a 6 capas celulares,
qgue se aplanan al alejarse de la capa celular basal (Figura 3B). Estas células
de aspecto escamoso, los queratocitos, poseen una microvellosidad en su
cara apical que aumenta el contacto e interaccion con la pelicula lagrimal
(Mannis & Holland, 2017). A diferencia de otros epitelios, este carece de
queratina y se encuentra altamente inervado (Adler et al., 2011). Su funcién
junto a la pelicula lagrimal es refractar la luz y ser una barrera fisiolégica
(Myron Yanoff & Jay S. Duker, 2014). Soportando el epitelio, se encuentra la
membrana de Bowman, compuesta por fibras de colageno tipo |,
contribuyendo a la estabilidad y rigidez corneal (Kling & Hafezi, 2017). El
estroma, es la capa de mayor volumen, se encuentra formada por laminas de

manojos de colageno tipo | y V.
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Figura 3. Cérnea. Corte histolégico corneal en A; y sus capas en B. Modificado de
Junqueira’s Basic Histology Text and Atlas (p. 494), por Mescher Anthony, 2011, McGraw-
Hill Education.



La disposicion adoptada por las laminas de colageno del estroma se puede
observar en la Figura 4. En el tercio anterior, las laminas se entrelazan entre
ellas formando sin seguir un orden aparente (Figura 4B) los dos tercios
posteriores, se encuentran apiladas y orientadas ortogonalmente entre ellas
(Figura 4C) (Adler et al., 2011).

Figura 4. Esquema de distribucion y disposicion de laminas de colageno en el estroma
corneal. En A se observa un corte transversal; en B la orientacion azarosa de las laminas
de colageno en el tercio corneal anterior y en C la orientacién transversal y ordenada de
las laminas de colageno en los 2/3 corneal posterior. Modificado de Adler's Physiology of
the Eye (p. 106), Por Levin, Mosby Elsevier.

La separacion uniforme de las fibrillas de colageno esta regida por la presencia
de proteoglicanos tales como el queratan sulfato y dermatan sulfato, que
distancian de forma uniforme las fibrillas y mantienen fija su organizacién
espacial. Esta disposicion le brinda transparencia y resistencia mecanica
(Adler et al., 2011; Meek & Knupp, 2015; Myron Yanoff & Jay S. Duker, 2014).
Entre las laminas de colageno, se encuentran los queratocitos, células
fibroblasticas de aspecto plano y nucleadas, que son responsables del
mantenimiento de la matriz extracelular (Mescher, 2018). Su citoplasma,
contiene una proteina soluble llamada “cristalina® que aportaria a su

transparencia (Jester, 2008).



La capa siguiente, es la membrana de Descemet, constituida por fibras de
colageno tipo 1V, sirve de soporte y membrana basal de la capa mas interna
de la cdrnea, el endotelio. Este ultimo, consta de una sola capa de células
hexagonales que producen el colageno tipo IV, y que, mediante el uso de
bombas Na*/K* mantiene los niveles de hidratacién estables, contribuyendo a
la transparencia y refraccion (Adler et al., 2011; Mescher, 2018; Myron Yanoff
& Jay S. Duker, 2014; Weisenthal et al., 2018).

1.4. Problemas visuales asociados a la cornea

A nivel optico la percepcion visual estara siempre relacionada a la geometria
de los medios refractivos del globo ocular, como es el caso de la cornea.
Pequefias imperfecciones en sus superficies o espesor alteran la imagen
proyectada en retina, provocando una vision borrosa. Ejemplificacion de esto,
son los vicios de refraccion y las ectasias. Otras afecciones son adquiridas o
secundarias a traumas oculares. Estos pueden afectar profundamente la
visidn, debido a complicaciones y perdida de transparencia, reduciendo la

percepcion visual.

1.4.1. Vicios de refraccion

El estado de refraccion ideal (emetropia), se da cuando el largo axial del ojo
coincide con la distancia focal del conjunto de medios refractivos (Figura 5A).
De este modo, cuando esa coincidencia espacial no se cumple, se denomina
ametropia (Montés-Micé, 2011). La miopia (Figura 5B), hipermetropia (Figura

5C) y astigmatismo (Figura 5D) son las ametropias visuales.

Figura 5. Esquema de los estados refractivos del ojo. En A un ojo emétrope; en B un ojo
miope; en C un ojo hipermétrope y en D un ojo con astigmatismo. Elaboracion propia.



La refraccion ocular esta ligada al poder refractivo de la cornea, cristalino y de
su separacion (Montés-Mico, 2011). En el 2015, Hashemi et al. reporté que
cambios en el largo axial y el poder corneal, son significativos en las
ametropias esféricas elevadas (miopia e hipermetropia) (Hashemi et al.,
2015). El aporte refractivo de la cornea es considerablemente mayor que el
aportado por el cristalino, por ello, modificaciones en su curvatura modifican
en el valor de la refraccién (Boyd, 2000). El astigmatismo, es una condicion
donde los medios refractivos, generalmente la cornea adopta una geometria
térica (dos radios de curvatura) que puede variar fisiolégicamente. El
astigmatismo se determina por la diferencia entre, la fuerza diéptrica de sus
meridianos (Montés-Mico, 2011). La refraccion de una superficie térica provoca
que la imagen de un punto forme dos lineas focales, correspondientes a los

meridianos de menor y mayor fuerza dioptrica (Furlan et al., 2009).

1.4.2. Ectasias corneales

Las ectasias corneales son patologias progresivas que afectan la forma y
espesor corneal. Entre ellas se encuentran el queratocono, la degeneracion
marginal pelucida y el queratoglobo (Myron Yanoff & Jay S. Duker, 2014) La

Figura6A muestra una OCT a una cérnea normal. La Figura6B muestra un

Figura 6. Tomografias de coherencia dptica de ectasias corneales. En A una cérnea sana;
en B una cérnea con queratocono y en C una cérnea con degeneracién marginal pelucida.
Bajo licencia (CCBY 3.0)
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queratocono, este se caracteriza por una protrusion junto al adelgazamiento
estromal. Por su parte, la degeneracién marginal pelucida que se muestra en
la Figura 6C presenta un adelgazamiento estromal en la periferia corneal (Lenk
etal., 2016; Myron Yanoff & Jay S. Duker, 2014). El queratoglobo, por su parte,
es visto como una complicacién o evolucion del queratocono (Myron Yanoff &
Jay S. Duker, 2014) que clinicamente es una protrusién globular y
adelgazamiento estromal de limbo a limbo (Gupta & Ganger, 2016; Myron
Yanoff & Jay S. Duker, 2014).

1.4.3. Traumatismos

Los traumas oculares se presentan como un amplio espectro de alteraciones
y representan el 3% de las urgencias oftalmoldgicas (Willmann et al., 2020).
Segun la etiologia, estas pueden ser abrasivas, perforantes y quemaduras
(Barrientez et al., 2019). La intensidad y lugar de la lesion presenta cuadros
clinicos diversos y que pueden afectar el parpado, la érbita y al globo ocular
(Salmon, 2020). En la cornea, las lesiones pueden causar alteraciones en su
estructura y fisiologia afectando su transparencia (Figura7) y pueden requerir

de trasplantes corneales (Barrientez et al., 2019).

Figura 7. Fotografia de opacidad corneal por trauma perforante. Tomado de Corneal injury:
Clinical and molecular aspects de Barrientes et al; Experimental Eye Research 2019;186,
1077009.

1.5. Tratamientos destinados a mejorar o recuperar la vision

1.5.1. Tratamientos no quiruargicos

Los vicios de refraccion clasicamente se han compensado de forma 6ptica con

el uso de anteojos y lentes de contacto o lentillas (Furlan et al., 2009), los
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cuales son utilizados para desplazar el plano imagen de un ojo amétrope a su
retina y de esta manera compensar la refraccion, ver Figura 8. La diferencia
entre los anteojos y las lentillas es donde se aplica la correccion oOptica, siendo
en al aire en los anteojos y sobre la cornea en las lentillas. Lo anterior, permite
que las lentillas brinden un mayor campo visual que los anteojos, que producto
de encontrarse en un marco, solo brindan una buena vision a través de esa
pequena ventana que condiciona la amplitud del campo visual. Las lentillas
que son fabricadas en materiales semirrigidos tienen gran aceptacion visual
por sobre los anteojos en pacientes con ectasias (Downie & Lindsay, 2015),
corneas irregulares (Porcar et al., 2017) y en la rehabilitacién posterior a
queratoplastias (Severinsky et al., 2014), ya que estos pueden cubrir los

defectos en la superficie corneal con la lagrima que se encuentra entre el lente

Lo\ WL

y la cornea.

YV Y

Figura 8. Esquema de la correccion éptica por lentes oftalmicas. A la izquierda un ojo con
miopia enfoca la luz antes de llegar a retina y a la derecha el esquema de su correccion
con lentes divergentes y enfocando la luz en retina. Modificado de Fundamentos de
optometria Refraccion ocular (p. 68), por Furlan, Garcia y Mufioz, Universitat de Valéncia.

1.5.2. Tratamientos quirurgicos

1.5.2.1. Cirugias refractivas

Con este nombre se engloba una serie de procedimientos quirdrgicos
destinados a corregir el estado refractivo del ojo, realizando modificaciones a
la cornea o al cristalino (Salmon, 2020). Algunas técnicas utilizadas para
alcanzar este objetivo son asistidas por laser (Moshirfar et al., 2018) que, por
medio de una ablacion selectiva y precisa, permite la remocién de tejido
estromal modificando su grosor y curvatura como se ilustra en la Figura 9 para

la correccidn de hipermetropia y miopia.
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Ablaciéon en hipermetropia Ablacion en miopia

Figura 9. Esquema de ablacion corneal. A la Izquierda el perfil de ablacion laser para la
correccion de hipermetropia y a la derecha el perfil de ablacién para corregir miopia.
Elaboracion propia.

Otras, modifican la refracciéon utilizando implantes épticos, conocidos como
lentes intraoculares (LIO) que, pueden o no, reemplazar el cristalino (Martinez-
Plaza et al., 2020; Zvorni¢anin & Zvorni¢anin, 2018). Las cirugias asistidas por
laser utilizan longitudes de onda pertenecientes al ultravioleta, para ello, se
requiere de la emisién de un fotdn de alta energia (6,4 eV) y una longitud de
onda de 193 nm, que se produce a partir de la separacion espontanea del
dimero Argon-Fluor (inestable), que se forma al aplicar una elevada diferencia
de potencial a la cavidad del Iaser que contiene dicha mezcla de gases. Esta
energia es capaz de romper los enlaces moleculares del tejido corneal (3.4 eV
para enlaces C-C y 3.0 eV en enlaces peptidicos), permitiendo remover entre
0,22 - 0,25 pm de tejido (Vance & Gordon, 1994). Entre las técnicas quirurgicas
asistida por laser, se encuentran: la queratectomia fotorrefractiva,
queratomileusis in situ asistida con laser y la queratomileusis subepitelial
asistida con laser. Estas son mas reconocidas por sus siglas en inglés PRK,
LASEK y LASIK, respectivamente. La Tabla 1 resume algunas caracteristicas
mas relevantes de las cirugias refractivas convencionales asistidas por laser
LASIK, LASEK y PRK.

La correccion refractiva con LIO brindan una excelente oportunidad a
pacientes que no son candidatos a tratamientos de correccion corneal, como

es el caso de refracciones muy elevadas o corneas muy delgadas, e incluso,
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Tabla 1. Cirugias refractivas asistidas por laser.

LASIK LASEK PRK
Sobre el estroma
Sobre estroma Sobre estroma o ]
o ] ] ] subepitelial requiere
Aplicacién profundo y requiere anterior y requiere y S
] ] remocion epitelial sin
de colgajo. de colgajo. ]
colgajo.
Mayor rango de o ] Predecible, preciso y
] ] ] Baja incidencia de ] ]
Ventajas correccion, util en ] reproducible. Aplicable a
. 0jo Seco. .
corneas gruesas. cdrneas delgadas.

Queratitis lamelar

difusa, desperfectos N D .
Recuperacion lenta, Correccion insuficiente o

en el colgajo, N ] y

sensacion dolor, excesiva, regresion,
o desarrollo de ] .

Complicaciones ] requiere uso de descentracion y

ectasias, . ]

] lentes de contacto opacidad, ectasia

aberraciones de alto N ]

terapéeuticos. corneal y ojo seco.

orden, ojo seco y

retinopatias.

para cuando hay presencia de cataratas en el cristalino. La LIO puede
reemplazar la funcion del cristalino utilizando disefios multifocales. El avance
en el desarrollo de materiales y disefios han permitido, ademas, crear LIO
implantables tanto en la camara anterior como en la camara posterior, con o
sin, reemplazo del cristalino. Cuando no es remplazado el cristalino, estas
lentes son llamadas LIO faquicas (René Moreno et al., 2010). También hay
métodos que modifican el espesor y curvatura corneal por la introduccién o
incrustacion (corneal inlays) de materiales poliméricos sintéticos o bioldgicos
en el estroma corneal (Nuijts et al., 2010), de este modo, es posible cambiar
el poder refractivo corneal. Uno de estos, es el Kamra®, creado con
polifluoruro de vinilideno y nanoparticulas de carbono (Naroo & Bilkhu, 2016),
el cual es utilizado en el tratamiento de la presbicia. Las complicaciones que

se han presentado en las incrustaciones son varias y, principalmente,
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inflamatorias por el rechazo al cuerpo extrafio (S. E. Wilson, 2020) y que en

condiciones extremas puede causar necrosis (Taneri et al., 2018).

1.5.2.2. Entrecruzamiento corneal

Esta técnica, también conocida como corneal crosslinking (CXL), se realiza
con la finalidad de dar mayor rigidez al estroma de corneas queratectasicas.
Estas patologias, caracterizadas por la protrusién y adelgazamiento corneal
progresivo, han pasado por varios tipos de tratamiento, principalmente
destinados a eliminar la sintomatologia visual con el uso de lentes de contacto
(Downie & Lindsay, 2015), o la incrustacion estromal de segmentos anulares
(Colin et al., 2000).

En la actualidad, la investigacidn esta centrada en detener la progresion y
aumentar la rigidez corneal (Jhaniji et al.,, 2011). Con este cometido, se ha
utilizado la riboflavina como agente reticulador de colageno corneal,
presentando estabilidad y baja progresion a largo plazo (Hashemi et al., 2013).
La técnica quirurgica consiste en aplicar riboflavina sobre el estroma, previa
remocion del epitelio, la que es activada con luz ultravioleta de longitud de
onda larga (UVA) de 370 nm (Hashemi et al., 2013). Si bien, se desconoce el
mecanismo exacto por el cual se produce el entrecruzamiento entre las fibras
de colageno, se ha asociado la reticulacion principalmente a los grupos
carbonilos libres y a la presencia de oxigeno singlete (Scott McCall et al.,
2010). Entre las limitaciones que tiene la aplicacion de riboflavina, se
encuentra su naturaleza hidrofilica que impide su difusion por el epitelio y, por
lo cual, la técnica requiere la remocion epitelial antes de su instilacidn, sin
embargo, el mercado farmacéutico ha creado varios tipos de riboflavinas
(Benatti et al.,, 2022), una de ellas compuesta por una nanoemulsion
biocompatible basada en riboflavina-5-fosfato y riboflavina, que puede
atravesar la barrera epitelial (Bottos et al., 2013), sin necesidad de remover el
epitelio y evitando las complicaciones que se pueden desencadenar como
opacidad, cicatrices, dafio endotelial, infiltrados estériles y reactivacion del

herpes (Dhawan et al., 2011). No obstante, requiere 8 veces mas tiempo para
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alcanzar la misma concentracién de riboflavina en el estroma, si es comparado
con el tiempo requerido por el método de remocion epitelial (Bottos et al.,
2013). Por tanto, la técnica transepitelial es menos efectiva que la técnica
convencional (Al Zubi et al., 2019; Wollensak & lomdina, 2009).

1.5.2.3. Trasplante corneal (queratoplastia)

Es para muchos casos de alteracion irreversible de la cérnea, la ultima
alternativa y consiste en el reemplazo del tejido corneal anémalo por un tejido
sano de un donante. Entre los diferentes tipos de trasplantes, el trasplante
corneal representa el mayor numero de cirugias realizadas en humanos (Gain
et al., 2016). Las principales indicaciones de este procedimiento son: distrofia
de Fuchs, queratocono, y secuelas infecciosas (Gain et al., 2016). La forma en
que se realiza este procedimiento puede ser de dos tipos, el primero, involucra
el reemplazo de todo el grosor corneal, llamada queratoplastia penetrante
(Figura 10B) y la que consiste en el reemplazo de solo una porcion laminar
superficial o profunda (Figura 10C), denominada queratoplastia lamelar
anterior o posterior (Salmon, 2020). Entre las dos técnicas, cuando son
utilizadas en el tratamiento del queratocono, el tipo lamelar profunda presenta

un menor numero de rechazo respecto de la queratoplastia penetrante, sin

Membrana Epitelio - N

de Bowman
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Membrana de

Descemet \

Endotelio

Figura 10. Esquema de queratoplastias lamelar y penetrante. En A las capas corneales;
en B la queratoplastia penetrante que afecta todo el espesor corneal; y C queratoplastia
lamelar, donde se reemplazan solamente las capas dafiadas y se conserva el endotelio
corneal. Modificado de The Evolution of Corneal Transplantation de Rock, Landenberger,
Bramkamp, Bartz-Schmidt, Annals of Transplantation, 22, 749 — 754
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embargo, la de tipo penetrante tiene mejor éxito en la calidad visual (Henein &
Nanavaty, 2017).

Las complicaciones asociadas a la queratoplastia lamelar profunda son las
microperforaciones, el glaucoma secundario y el sindrome de Urretz-Zavalia.
En queratoplastia penetrante son el rechazo endotelial y el defecto epitelial
(Pérez Parra et al., 2020). Si bien, segun se reporta en la encuesta global de
trasplante corneal y banca ocular (Gain et al., 2016), las tasas de éxito son
elevadas en las queratoplastias realizadas a nivel mundial, su numero, como
de los tiempos de espera y las corneas donadas, son variables entre paises,
existiendo algunos con capacidad de exportar corneas, siendo la falta de
donantes el principal obstaculo (Gain et al., 2016). Para Chile, la situacién no
es mejor, en el ano 2017, segun cifras reportadas por el Ministerio de Salud,
solo se contdé con 173 donantes de los cuales solo 44 fueron coérneas
procuradas, y del total de trasplantes informados (457) ni uno solo
correspondia a trasplante corneal (Minsal, 2017). La pagina dependiente del

Ministerio de Salud “Yo dono vida” (https://yodonovida.minsal.cl) publica y

actualiza constantemente el numero de pacientes en lista de espera de
trasplante a nivel nacional. Al mes de noviembre del 2023, dicha pagina no
publicé la cifra de pacientes que esperan por una queratoplastia. Sin embargo,

a través servicio de transparencia (https://www.portaltransparencia.cl/) se

pudo acceder a dichas cifras. La lista de espera a diciembre del 2022 fue de
879 pacientes, mientras el mismo afio se donaron 98 cérneas, 31 fueron

importadas y el total de cirugias realizadas fue de 121.

1.5.2.4. Queratoproétesis

La ultima posible opcion para recuperar la funcionalidad visual de un ojo, cuya
cérnea no responde a tratamientos y la queratoplastia no es viable, es el
reemplazo del tejido danado por un implante corneal artificial (queratoprétesis).
Estas técnicas quirurgicas son complejas, requieren mas de una intervencion
separadas por 2-4 meses (Salmon, 2020). En su disefio requiere de un tejido

autélogo, distinguiéndose dos tipos, el primero llamado osteo-odonto-
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queratoprotesis (OOKP) y el segundo osteo-queratoprotesis tibial (OKP tibial)
(Charoenrook de la Fuente, 2015). La OOKP requiere la extraccion de un
diente canino, junto a una porcion discal del hueso alveolar del paciente. Al ojo
que es intervenido, se le extraen los epitelios de conjuntiva bulbar y tarsal,
ademas del corneal y se remplaza con un injerto de mucosa bucal, con el fin
de proporcionar un ambiente que de proteccion a la protesis. La prétesis, esta
formada por un anillo osteo-dental en cuyo centro se cementa un disco 6ptico
de polimetilmetacrilato (PMMA), ver Figura 11 panel izquierdo. Esta es dejada
al interior de la 6rbita protegida por una bolsa subcutanea o submuscular por
dos meses. Al paso de ese tiempo, se espera que la lamina se encuentre
vascularizada y no reabsorbida para ser implantada en su posicion final, lo que
requiere que la mucosa sea perforada, y se retiren el iris, cristalino y vitreo
anterior para finalizar con la sutura del implante sobre la cérnea (Kaur, 2018).
Comercialmente, las queratoprotesis mas distribuidas son las Boston, de estas
hay dos tipos, la recién mencionada es tipo Il, utilizada cuando los pacientes
presentan complicaciones palpebrales u otras alteraciones graves de la
superficie oculary, las de tipo |, disefiadas para ojos con buena salud palpebral
y de la superficie ocular (Charoenrook de la Fuente, 2015). Estas ultimas estan
disenadas en titanio y PMMA, la Figura 11 panel derecho muestra las

queratoprotesis Boston | y Boston |l.

Figura 11. Fotografias de queratoprotesis. A la izquierda, una osteo odonto
queratoproétesis, seguida de la misma insertada en un paciente. Le siguen las fotografias
de las queratoprotesis Boston | y Boston Il. Tomado de Keratoprostheses for corneal
blindness: a review of contemporary devices, de Avadhanam, Smith y Liu, Clinical
Ophthalmology, 2015;9 697-720.
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1.6. Ingenieria de tejidos y reemplazos estromales

La ingenieria de tejidos, definida como la ciencia del disefio y fabricacion de
nuevos tejidos para el restablecimiento funcional de érganos alterados, y la
sustitucion de estructuras dafiadas por traumatismos o enfermedades (Langer
& Vacanti, 1993), ha destinado esfuerzos en el desarrollo de materiales que
permitan reemplazar el estroma corneal dafado, sin necesidad de recurrir a la
ya mencionada queratoplastia (Matthyssen et al., 2018), que, tal como fue
descrito, es el principal medio de rehabilitacion visual de la ceguera corneal vy,
que lamentablemente, cuenta con un numero de donacion que no cubre el
requerimiento total (Gupta et al., 2018). De este modo, varios grupos de
investigacion han centrado su trabajo en la creacion de materiales que simulen
el estroma corneal, imitando su microambiente, biomecanica, y promoviendo
su biocompatibilidad con células corneales (Matthyssen et al., 2018). Los
materiales desarrollados son variados, entre ellos hay hidrogeles (Fagerholm
et al., 2014; Islam et al., 2016), esponjas (Crabb et al., 2006), peliculas (Bray
etal., 2011; Crabb et al., 2006; Zhong et al., 2007) y mallas (S. L. Wilson et al.,
2012), en donde, generalmente, se destaca la utilizacion de colageno como
compuesto base, ya que, el estroma corneal es basicamente una red
tridimensional de colageno y agua (hidrogel). Sin embargo, se han utilizado
otros compuestos naturales y sintéticos que pueden aportar a la
biocompatibilidad y propiedades mecanicas y Opticas, entre ellos se
mencionan gelatinas (Lai, 2013; Mimura et al., 2008), corneas acelulares
(Hashimoto et al., 2016; X. Y. Ma et al., 2015), escamas de pescado (Lin et al.,
2010), seda (Bray et al., 2011) y sistemas celulares de autoensamble (Boulze
Pankert et al., 2014; Couture et al., 2016).

En los parrafos siguientes, se incluyen algunas definiciones y resefas
consideradas importantes para el planteamiento del presente proyecto de
investigacion. Asi, se destacaran algunas propuestas y resultados obtenidos
en el desarrollo de materiales (andamios estructurales) destinados al

reemplazo del estroma corneal, destacando, como el disefio modifica el
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comportamiento y la viabilidad celular, una caracteristica relevante en el
desarrollo de un material avanzado que pueda ser utilizado como implante. De
igual forma, se exponen otros resultados que hablan de diversas propiedades
de estos materiales que involucran las cualidades oOpticas, mecanicas, de
estabilidad y biodegradabilidad, y las diferencias que se presentan segun la

fuente de origen del colageno utilizado en los andamios.

Los materiales creados, cumplen la funcién de andamios, lo que en ingenieria
de tejidos son construcciones con funciones fisicas, quimicas y bioldgicas
especificas y complejas que interactuan con el entorno (Campo et al., 2019).
En este punto, los hidrogeles, que son estructuras poliméricas
tridimensionales, han demostrado junto a su capacidad de contener grandes
volumenes de agua, una buena biocompatibilidad, baja tension interfacial y
minimas muestras de irritacion por friccion mecanica (Barbucci, 2009). Estas
redes poliméricas, son optimizables por medio de reticulacién, un método que
permite modificar parametros tales como la porosidad, la cantidad de agua que
puede incorporar y las propiedades 6pticas, variando la concentracion del
agente reticulador (Y. Chen, 2019; Zhou et al., 2013). También es posible la
agregacion de otros compuestos que permiten la modificacion de las
propiedades mencionadas de matrices basadas en colageno (Crabb & Hubel,
2008) que, como ya se menciond, es el principal componente estructural del
estroma corneal. La forma en que se trabajan o construyen los andamios,
también tiene importancia, como lo describe Crabb et al. quienes observaron
diferencias al construir andamios de coladgeno modificando sus constituyentes
(Crabb & Hubel, 2008). De igual forma, la técnica utilizada para la construccion
de los andamios es relevante, entre ellas destaca la utilizacion de
electrohilado, una técnica destinada a la sintesis de fibras o nanofibras por
medio de la electrodeposicion del material polimérico, donde se aplica una
diferencia de potencial entre la boca de la jeringa y el plato o rodillo, donde la
fibra es atraida por fuerzas electroestaticas (Zagho & Elzatahry, 2016; Zhong
et al., 2007).
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El colageno, siendo una proteina de tipo fibrilar, cuando es trabajado como
hidrogel, presenta propiedades mecanicas que se pueden optimizar mediante
reticulacion. Al respecto, se han utilizado reticuladores tales como
glutaraldehido (Doillon et al., 2003; Duan & Sheardown, 2006), EDC/NHS
(Duan & Sheardown, 2006; Fagerholm et al., 2014), y glutarato de
tetrasuccinimidil éter de polietilenglicol de pentaeritritol (TSG) (Kato et al.,
2007). La reticulacién de colageno con glutaraldehido ha mostrado una mejora
en el moédulo de compresion, una reduccion en la transparencia en
concentraciones de 0,05% v/v de GA, reduccidén en la degradacion y una
disminucién en el numero de células estromales (Doillon et al., 2003). Cuando,
el reticulador es la copla EDC/NHS se evidencia un aumento en el médulo de
Young, transparencia y viabilidad celular, respecto del GA (Duan & Sheardown,
2006). Fagerholm et al. lograron demostrar el éxito de reticular un hidrogel de
colageno con EDC/NHS, al evaluar la regeneracion corneal al cabo de 4 anos
de ser utilizado como injerto (Fagerholm et al., 2014). En tanto, el reticulador
TSG, permitio la construccion de un hidrogel de colageno utilizado en el cultivo
de células corneales, donde se pudo observar una migracion y diferenciacion

celular, pero sin real secrecion de colageno (Kato et al., 2007).

Otro tipo de material a base de colageno son las esponjas, las cuales se
describen como una red porosa de fibrillas de colageno, y son utilizadas
comunmente como matriz de cultivo celular (Doillon et al., 1986). El proceso
de preparacion de estas permite regular la conformacién, resistencia y
porosidad, al modificar parametros tales como el pH y la temperatura (Doillon
et al., 1986). La presencia de poros permite a las células estromales
cultivadas, penetrar la matriz con mayor facilidad cuando se compara a un
hidrogel. Como resultado del cultivo celular, se ha establecido que presentan
mayor trasparencia, donde al ser tratados con proteoglicanos esta aumenta un
50%, y como respuesta a las pruebas de compresién, su moédulo disminuye
con la presencia de células estromales cuando son comparados con los
hidrogeles (Orwin et al., 2003).
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Materiales laminares también han sido preparados con colageno, donde dado
sus finos espesores presentan una alta transparencia. Al ser utilizadas como
matriz de cultivo celular, Crabb et al. observaron menor penetracion de células
entre las laminas comparado al uso de esponjas. Similar observacion se
mostré cuando se evalud el diametro de las fibrillas de colageno secretadas
por los miofibroblastos cultivados. Los diametros de las fibrillas de colageno
alcanzan unos 67 £ 47 nm entre las laminas. Cuando las laminas se moldearon
con surcos (con el fin de evaluar como afecta la geometria de la [amina a la
difusion celular), los diametros aumentaron alcanzando los 73 £ 21 nm. Dichos
valores, son superiores a los encontrados en cultivos realizados en esponjas,
que en comparacion poseen un didmetro de 47,5 £ 17 nm en igual periodo de
tiempo (Crabb et al., 2006). Por otra parte, cuando la matriz laminar incorpora
tropocolageno soluble y colageno insoluble entrecruzadas por glucosa, y
mediada por irradiacion UV, mejoran la transparencia y resistencia en
comparacion al reticulado deshidrotérmico (Crabb & Hubel, 2008). El
reticulado deshidrotérmico corresponde a una técnica de reticulacion fisica y
estabilizadora del colageno, por medio de la remocion de agua de las
moléculas de colageno al incrementar la temperatura (>90 °C) en vacio,
promoviendo la formacion de un reticulado por condensacion promoviendo la

esterificacion o formacion de amida (Haugh et al., 2009).

Otros tipos de andamios en base a colageno son complementados con
proteoglicanos y polisacaridos o polilipidos, siendo estos denominados
“andamios de colageno aumentados” (Matthyssen et al., 2018). Esto se realiza
para mejorar la similitud a las propiedades mecanicas y bioldgicas con el
estroma vivo. Un ejemplo de esto es la creacion de un complejo de colageno-
quitosano-hialuronato de sodio, utilizado como sustrato de cultivo de células
estromales de conejo (J. Chen et al., 2005). La biocompatibilidad de dicho
complejo fue evaluada insertando un pequefo disco del material dentro del
estroma corneal de conejos, manteniéndolo durante 5 meses, tiempo

suficiente para evaluar la degradacién del material. Los ojos de los conejos
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presentaron respuestas inflamatorias y de neovascularizacion que
desaparecieron con el tiempo. El material conformado por el complejo 20%
colageno, 10% quitosano, y 0,5% hialuronato de sodio, permitié la proliferacion
y formacion de una monocapa de células a los 9 dias de la siembra sobre el
andamio. En este trabajo, los autores concluyen que el complejo es
biocompatible y una opcion viable para la creacion de sustitutos corneales (J.
Chen et al., 2005). También se ha evaluado la inclusion de condroitin sulfato
en esponjas de colageno, aportando a su transparencia y disminuyendo la

contraccion de la matriz (Orwin et al., 2003).

Otra forma de andamio que ha generado amplia aceptacion, son aquellos
creados por electrohilado. Un ejemplo de ello es el articulo publicado por
Zhong et al. en donde desarrollaron una matriz fibrilar con esta técnica
compuesta por colageno, glucosaminoglicanos y condroitin sulfato que fueron
reticulados con vapor de GA (para mantener la integridad de las fibras) por tres
dias, donde se formaron fibras con diametros entre 100 y 600 nm con un
diametro promedio de 260 nm. La porosidad formada entre las fibras permitié
el paso de nutrientes como glucosa y la migracion celular, indicé el autor. La
Figura 12 contiene las imagenes de microscopia SEM de sus nanofibras sin
reticular (Figura 12A) y reticuladas con vapor de GA (Figura 12B). La
degradacion enzimatica por colagenasa se compard con y sin reticulacion de
vapor de GA, dando una menor razén de degradabilidad cuando el material se
encuentra reticulado, hasta por un periodo de seis dias desde el inicio de la
degradacion. En el caso de la proliferacion celular, se informé que el mayor
aumento celular se produjo entre los dias 3 y 7 de incubacién, posiblemente,
relacionado a la alta razén entre superficie y volumen que potenciaria la
adhesion y proliferaciéon celular, la que es mayor en las muestras reticuladas
(Zhong et al., 2007). Sin embargo, lograr un espaciado interfibrilar uniforme es

una tarea compleja que limita la transparencia del material (Wu et al., 2013).
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Figura 12. Microscopia SEM de nanofibras de colageno. En A se observa la estructura
formada por electrohilado de colageno sin reticular y en B nanofibras de colageno
reticulada con vapor de glutaraldehido. Tomada de Development of a novel collagen—GAG
nanofibrous scaffold via electrospinning, de Zhong et al, 2007;262—266.

La gelatina, siendo una forma de colageno hidrolizado, también se ha utilizado
ampliamente para la formacién de hidrogeles. En el caso de hidrogeles
reticulados con GA, Mimura et al. los utilizaron como sustrato de cultivo de
fibroblastos y precursores de fibroblastos, que posteriormente fueron
injertados en forma lamelar sobre las corneas de conejos, donde al finalizar,
se encontrd que las cérneas estaban claras, sin mostrar edema, ni infiltracion
celular del estroma, asi como tampoco se evidencio respuesta inmunoldgica,
ni de biodegradacion (Mimura et al., 2008). La gelatina, también ha sido
reticulada con EDC/NHS y complementada con condroitin sulfato, lo que
optimizd la citocompatibilidad, difusién de glucosa y contenido acuoso, cuando
la relacion molar del EDC/NHS es de 0,5 M, lo que permitié elevar el contenido

de condroitin sulfato, promoviendo la actividad proliferativa (Lai, 2013).

Islam et al. crearon una matriz de hidrogel transparente y de baja
biodegradacion, basada en proteinas colageno, en los denominados péptidos
similares al colageno autoensamblados (peptides-like collagen) y conjugadas
con polietilenglicol-maleimida, la que fue utilizada como implante en corneas
de cerdos, donde como resultado, después de doce meses, lograron observar
la regeneracion de nervios y células corneales, permitiendo restaurar

caracteristicas morfolégicas similares a las corneas naturales. Los autores
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sugieren que estas matrices cuentan con potencial de ser utilizadas como

injertos corneales a futuro (Islam et al., 2016).

Otra forma de sistemas de regeneracion utiliza corneas acelulares, que en
estricto rigor son las proteinas de la matriz extracelular. En el caso corneal,
hablamos de un estroma, al que, por medios fisicos, quimicos o bioldgicos se
le extraen los componentes celulares. El grupo de Lee et al. alcanzé una
reduccién de queratocitos superior a un 80%, manteniendo la estructura de
colageno al aplicar tres métodos de descelularizacion en coérneas de cerdo.
Estas luego sirvieron como sustrato para cultivo de células del endotelio
corneal, resultando en la formacién de una monocapa celular en la superficie
del material (W. Lee et al., 2014). Ma et al. probaron con un modelo formado
por laminas de 20 ym (cada una) apiladas de estroma corneal de cerdo
descelularizadas, a las que posteriormente se les realiz6 una siembra de
queratocitos. Estas, fueron injertadas en corneas de conejo y luego de seis
meses, evidenciaron transparencia, y propiedades mecanicas similares a las
corneas normales junto a una distribucion uniforme de los queratocitos,
demostrando asi, el potencial de este modelo en la regeneracién estromal (X.
Y. Ma et al., 2015).

Las escamas de pescado que son una fuente natural de colageno han sido
utiizadas para la creacion de andamios previa descelularizacion vy
descalcificacion por Lin et al.,, quienes probaron la citocompatibilidad
sembrando células corneales de conejo, las que luego mostraron proliferacion
y migracion en los primeros siete dias de cultivo, ellos atribuyeron esto a la
migracion favorecida por la presencia de canales presentes (porosidad) en la

estructura acelular (Lin et al., 2010).

La fibroina, principal componente del capullo del gusano de seda Bombyx
mori, fue utilizada en la formacion de membranas de 6,5 um de espesor,
permitiendo la proliferacion de células epiteliales del limbo corneal, en un
trabajo por el grupo de Bray et al. Ellos evaluaron la unién de células

epiteliales, asi como también, la morfologia y distribucion laminar o
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estratificada que estas células epiteliales adoptaban sobre la fibroina, y las
compararon con las propiedades de las membranas amniéticas (usadas como
tratamiento en lesiones corneales). Si bien, el cultivo resulté exitoso sobre las
membranas de seda, su viabilidad celular era 6 veces menor al encontrado en
membranas amnidticas (Bray et al., 2011). En un estudio posterior, Bray et al.
evaluaron células del limbo corneal humano sobre membranas dobles,
porosas Y lisas, donde se observo que las células en la membrana porosa se
distribuian en una sola capa escamosa, mientras que, en la membrana lisa,
adoptaron un patron estratificado con formas cubicas, ademas, de una
reducida transparencia, que limitaba su aplicacién para la regeneracion

estromal (Bray et al., 2012).

Fagerholm et al, disefiaron por moldeo andamios con formas que imitaban
corneas utilizando colageno humano recombinante en su fabricacion de
sistemas acelulares. Estos andamios fueron implantados en pacientes con
queratocono por medio de queratoplastia lamelar, obteniendo como resultado,
regeneracion del epitelio, estroma y de los nervios subepiteliales con minimas
reacciones adversas. Sin embargo, los pacientes tratados no presentaron
mejoras significativas en la visién al cabo de 6 meses (Fagerholm et al., 2009).
Posteriormente, a 2 afios de realizada la cirugia, observaron que el material
se encontraba bien integrado en las corneas y la vision continuaba siendo
deficiente. También se observaron problemas de epitelizacién en las suturas,
provocando superficies rugosas y reducida transparencia en al menos 8 de los
10 pacientes (Fagerholm et al., 2010). Al cabo de cuatro afios de seguimiento,
el material continuaba presentando una alta resistencia a la biodegradacion.
Al observar mediante microscopia confocal, se observé una distribucién no
homogénea de los queratocitos en el estroma, los que migran al material
acelular (Fagerholm et al., 2014). Finalmente, probaron un sistema basado en
colageno humano recombinante (8%) y una red estructural de 2-
metacriloiloxietilfosforilcolina (4%), en las pruebas realizadas al material se

encontré6 que, en comparacion a una cornea sana, contenia cantidades
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superiores de agua (89% contra 78%), mayor transmision de luz blanca (92%
contra 87%) una temperatura de degradacion menor (>50 °C contra 65.1 °C)
y un indice de refraccion menor (1.334 contra 1.373). Realizaron pruebas
preclinicas en cerdos, donde confirmaron la eficacia y seguridad del implante
al observar mediante microscopia electronica de barrido a superficies de
bloques en serie (Serial block face scanning electron microscopy) similares
caracteristicas estructurales del epitelio estrona entre corneas sanas y
operadas. Por otro lado, el estudio clinico en humanos no fue muy prometedor,
los implantes mostraron mejor recuperacidn en corneas con lesiones
infecciosas y no asi en las lesiones térmicas, quimicas y degenerativas. En
ellas, se observd mediante lampara de hendidura signos de opacidad,
neovascularizacion y pterigion, ademas de presentar dolor, lagrimeo,
enrojecimiento y fotofobia en los pacientes luego de la cirugia (relacionada a

la desepitelizacion) (Islam et al., 2018).

Posiblemente, los andamios que utilizan el colageno humano recombinante
puedan resultar utiles como modelos de partida, pero, tienen un gran
inconveniente en su aplicabilidad, debido a los altos costos, bajos rendimientos

y sistemas de expresion complejos (Paredes-Puerto, 2016).

1.7. Costos

Otro punto importante de abordar es el costo que tienen las materias primas
para la investigacion y el desarrollo de biomateriales destinados a suplir la
escasez de corneas donadas sumado al valor de los tratamientos quirdrgicos

corneales mencionados en este trabajo.

En cuanto, los biomateriales utilizados en investigacion de tratamientos para
el remplazo corneal se encuentran el colageno humano, cuyo costo se
establece en 320 mil CLP por 1.0 mg, el colageno de tendon bovino 167 mil
CLP por 1.0 g (Merk, 2023), el colageno humano recombinante alcanza el valor
de 515 USD por 50 ug (OriGene Technologies Inc., 2023) y 634 mil CLP por
20 ug en genex.cl.
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En el ambito quirdrgico, en Chile con cobertura del Fondo Nacional de Salud
(FONASA), establece los valores de referencia para cirugia refractiva (LASIK
0 PRK) en 968 mil CLP, el CXL 2.31 millones CLP, queratoplastia 449 mil CLP,
queratoprotesis (sin incluir prétesis) 490 mil CLP (FONASA, 2023). Los precios
en clinicas privadas son mas elevados, siendo: 885 mil CLP para la
queratectomia laminar, 1.48 millones CLP para la queratoplastia, 1.65 millones
CLP la queratoprotesis (Clinica Alemana, 2023), 2.4 millones CLP la CXL, 1.88
millones LASIK, 1.25 millones CLP el trasplante corneal (Centro Oftalmoldgico
Laser, 2018).

Lo anterior ha demostrado que la cantidad de dinero requerida para el
desarrollo de materiales destinados a regeneracion corneal es
extremadamente elevada en las investigaciones de mayor desempefo.
Afortunadamente, existe una serie de biomateriales de menor costo y
reconocidos por su aplicabilidad en materia de regeneracion tisular y son los

que en este estudio se sugieren como precursores.

La gelatina, un derivado del colageno (Spizzirri et al., 2012) utilizado en la
ingenieria de tejidos con aplicacion oftalmica (White & Rose, 2014), creacion
de andamios para cartilago (Maihemuti et al., 2023) y para promover el
crecimiento celular en el estroma corneal (Lai, 2013) y su forma metacrilada
para simular el estroma corneal (Kilic Bektas & Hasirci, 2018). El valor de
gelatina de piel de cerdo es de 83 mil CLP por 100 g. El alginato, es un
polisacarido estudiado como “carrier” de drogas oculares (Karmakar et al.,
2022) asi como también en el desarrollo de materiales para la regeneracion
corneal (Tarsitano et al., 2022; Tonsomboon et al., 2013). Su costo es de 88
mil CLP por 100 g (Merk, 2023). El quitosano es otro polisacarido con
propiedades antibacteriales (Su et al., 2021) también utilizado en la ingenieria
de tejidos con fines oculares (J. Chen et al., 2005; Ozcelik et al., 2013;
Vijayaraghavan & Seyed, 2018). Su costo es de 123 mil CLP por 50 g.
Finalmente la Poli-D-lisina es un componente util para la adhesion celular

mediante enlaces covalentes (Kim et al., 2011; Sitterley, 2008) y descrita como
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una matriz extracelular que se aplica sobre superficies de plastico o vidrio
mejorando la adhesion celular a esas superficies y cuyo valor alcanza los 133
mil CLP los 100 mL (Thermo Fisher Scientific Inc., 2023).

1.8. Definicion del problema/Pregunta de investigacion

La ceguera corneal es un problema mundial, cuya mejor opcion de tratamiento
es un trasplante corneal de un donante. Sin embargo, existe una baja
disponibilidad de tejidos corneales. Lo anterior, puede ser suplido por medio
de la creacion de un material destinado a la recuperacion funcional del tejido
danado. En la literatura hay evidencia de grandes avances en la creacion de
materiales destinados a la regeneracion corneal, entre ellos, destaca la
presencia del colageno como principal componente y promotor de la
regeneracion tisular y el uso de andamios acelulares con menor rechazo por
el huésped. Adicionalmente, la incorporacion de otros componentes y el uso
de reticuladores, permiten la optimizacion de las propiedades fisicas, quimicas
y bioldgicas, las que regulan la forma o estructura tridimensional del material
y, finalmente, determinan la viabilidad, diferenciacién y migracion celular.
Dentro de los materiales mas prometedores que se encuentran en estado de
desarrollo (disefio, modelos in vivo, o en etapas clinicas) destacan por ser muy
costosos, como consecuencia, el acceso a estos por parte de la poblacién
seguira siendo limitada, haciendo a estos tratamientos poco viables. Es por lo
anterior, que urge la necesidad de desarrollar materiales que sirvan como una
real y accesible alternativa, para el tratamiento de alteraciones corneales que

comprometen la vision.

A modo de sintesis de la investigacion del estado del arte, se destacan los
siguientes aspectos. La composicidn y la disposicion tridimensional del disefio
en los andamios, es un determinante en la respuesta migratoria de células que,
finalmente, promueven el efecto de regeneracion. Las estructuras que mejor
permiten la difusion o migracion celular son aquellas que presentan
verdaderos “caminos” en la matriz del material, ya sean, poros, estructuras

trabeculares o los espacios interlaminares. Lo que refuerza la idea de que,
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generar un material avanzado con caracteristicas estructurales laminares,
similares a la disposicion y estructura del estroma corneal, podria favorecer la
migracion celular. La probada estrategia de incorporar proteoglicanos y
polisacaridos que beneficia la biocompatibilidad del material y disminuye el
rechazo, deja la puerta abierta para evaluar su incorporacion de estos
compuestos en el desarrollo de nuevos materiales avanzados. Si bien, hay
reportes de resultados aceptables in vivo, destaca en este ambito, el uso de
corneas acelulares, que se presenta como un gran avance, pero, requiere de
otras corneas donantes para ser viable. En cuanto a la transparencia, los
patrones fibrilares (electrohilado y seda) son los que presentan resultados
menos prometedores, sin embargo, esta deficiencia podria suplirse, si la
técnica permitiera la elaboracion de paquetes fibrilares equidistantes entre si,
cualidad presente en los estromas corneales y no en los andamios
previamente mencionados. Las escamas de pescado son una opcion para
tomar en consideracion en estudios posteriores, ya que, su limitada
investigacion en el desarrollo de andamios corneales presenta un nicho del
cual obtener materia prima de bajo costo para la creacion de nuevas
propuestas regenerativas. Por ultimo, es importante mencionar que los
avances en el desarrollo de implantes corneales que incluyen el uso de
andamios acelulares, basados en colageno humanos recombinante, muestran
resultados prometedores respecto a propiedades Opticas y de
biocompatibilidad en estudios clinicos en pacientes humanos. La aplicabilidad
de este método de remplazo estromal tiene su limitaciéon en los elevados

costos, bajos rendimientos y los complejos sistemas de expresion.

Por lo anterior, es que en este proyecto planteamos el desarrollo de un material
basado en gelatina y biomoléculas de bajo costo como el alginato, quitosano
y Poli-D-lisina, buscando la sinergia que permita favorecer las propiedades

fisicoquimicas y citocompatibilidad.
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Este proyecto descriptivo, tuvo un fuerte componente experimental en disefio
y preparacion de biomateriales, caracterizaciones fisicoquimicas y estudios in

vitro.

Con el material desarrollado, esperamos que las personas que han visto
mermada su calidad de vida producto de alteraciones corneales que reducen
sSu vision, tengan acceso a un tratamiento alternativo al trasplante corneal.
Aportando de esta forma a reducir el impacto negativo a nivel econémico y

social de la ceguera.

Es por ello, que en la presente investigacion se planted la siguiente pregunta:
El desarrollo de un sistema laminar, inspirado en la bioarquitectura corneal
creado por formulaciones a base de gelatina, alginato, quitosano y Poli-D-lisina

¢podria imitar las caracteristicas corneales?
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IIl. HIPOTESIS
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A partir de biomoléculas de bajo costo, como gelatina, alginato, quitosano y
Poli-D-lisina, es posible desarrollar sistemas laminares que imitan propiedades
fisicoquimicas corneales. Se anticipa que, mediante la evaluacion de
formulaciones, se lograran biomateriales con una bioarquitectura similar a la
corneal. La valoracion de propiedades fisicoquimicas, estabilidad vy
citocompatibilidad establece una base para su aplicacion en ingenieria de

tejidos.
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lll. OBJETIVOS
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Objetivo General

Desarrollar un sistema laminar, inspirado en la bioarquitectura corneal creado
a partir de formulaciones a base de gelatina, alginato, quitosano y Poli-D-lisina
y, a través de la caracterizacién de propiedades fisicoquimicas y bioldgicas,

evaluar su similitud con caracteristicas corneales humanas.

Objetivos Especificos

1. Formular la matriz del o los hidrogeles candidatos considerando la
relacion de sus componentes, entrecruzamiento y la absorcion de agua.

2. Evaluar propiedades fisicoquimicas (térmicas, moleculares y opticas),
estabilidad (pH y temperatura), degradacién (hidrolitica y enzimatica) y
citocompatibilidad de las matrices candidatas.

3. Desarrollar el biomaterial trilaminar uniendo las matrices candidatas con
un adhesivo a base de las mismas formulaciones y evaluar propiedades

fisicoquimicas.
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IV.PARTE EXPERIMENTAL
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1. Materiales

Recursos adquiridos de Arquimed: acido acético glacial 90% y densidad 1.06
gr/mL; de Hes: acido clorhidrico; de Winkler: hidroxido de sodio; de Gibco
Thermofisher: Poli-D-lisina 0.1 mg/mL; de Sigma-Aldrich: tabletas de solucién
salina tamponada en fosfato (PBS), tampdén MES con bajo contenido de
humedad = 99%, tampdn tris(hidroximetil)Jaminometano (Tris), gelatina de piel
de cerdo tipo A, quitosano de peso molecular medio, sal sodica de acido
alginico, Glutaraldehido grado Il 25%, (-)-Riboflavina adecuada para cultivo
celular = 98%, clorhidrato de N-(3-dimetilaminopropil)-N'-etilcarbodiimida
(EDC) y N-Hidroxisuccinimida 98% (NHS), cloroformo ACS; de Mouser
Electronics: diodos emisores de luz (Led) UV de 365 y 440 nm.

Recursos informaticos: Suite Ms. Office 360 licencia educativa;
almacenamiento imagenes, archivos y datos en servidor OneDrive y Google
drive de la Universidad Mayor; procesado y grafico de datos con software
OriginPro 9, el analisis estadistico de varianza ANOVA se realiz6 con el
software GraphPad Prism 9, proceso de imagenes con el software Gimp

2.10.34 e Imaged, el disefio de estructuras moleculares, su protonacion y
solubilidad fue realizado con el software MarvinSketch v23.5 y finalmente se

utilizé la plataforma Tinkercad.com para disefiar objetos 3D.

Otros instrumentos de laboratorio utilizados: Fuente de poder regulable
Pro’skit Te-5305B; placa calefactora con agitador magnético y control
automatico de la temperatura MS-H280-Pro; medidor de pH AD1030 Adwa
Adwainstrument; micropipetas p1000; papel filtro; balanza analitica Radwag
AS220/C/2; ultrapurificador de agua Adrona B30 Trace; Vortex Velp Scientifica
Zx3. Material de vidrio (vasos de precipitados, embudos, buretas, placas de
Petri, pipetas); tubos Falcon; tubos Eppendorf; guantes de nitrilo, mascarillas
tipo N-95 y gafas de proteccion; filamento de acido polilactico para impresion
3D; una impresora 3D Ender 3 (Creality3D); una CNC laser de elaboracion

propia; sacabocados.
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2. Equipos y procedimientos

Se realizaron analisis por Espectrofotometria de Infrarrojos y Transformada de
Fourier (FT-IR) con Reflectancia Total Atenuada (ATR) del equipo Spectrum
two (Perkin Elmer) con 64 barridos entre 4000 cm-'a 450 cm'y una resolucion
de 4 cm™'. Las transmitancias y absorbancias UV-vis fueron obtenidas con un
equipo Spectroquant Prove 3000 (Merck) en el rango de 190 nm a 900 nm con
pasos de 1 nm con agua destilada como blanco en una cubeta de cuarzo de
10 mm de camino 6ptico. El indice de refraccion se midié con el refractometro
de liquidos Soonda Refractometer (Guangdong, China); Estufa de vacio
BioBase BOV-50V para el secado de las laminas de hidrogel; Para observar la
morfologia estructural de los constructos en el microscopio electronico de
barrido con el equipo Phenom ProX (Thermo Fisher Scientific) se liofilizaron
las muestras con el liofilizador BioBase BK-FD10P. Los cortes de las laminas
se realizaron con un laser UV de 0.5 W integrado a un sistema de Control
Numeérico Computacional (CNC) de elaboracion propia. Las microscopias se
realizaron por campo claro y con el microscopio invertido DMI8 de Leica
Microsystems. Fotografias algunos instrumentos utilizados se encuentran en

el anexo (Figura A1).

3. Metodologia experimental

Salvo que se indique lo contrario, los ensayos que se detallan a continuacion
fueron realizados por triplicado. Los valores obtenidos de ensayos
cuantitativos se muestran como su media aritmética junto a su desviacién
estandar. El analisis estadistico se realizé por medio del analisis de varianza
ANOVA que nos permiti6 comparar las medias de nuestros resultados y

significancia estadistica.

3.1. Metodologia para el primer objetivo especifico

3.1.1 Preparacién de disolventes
Para la solucién acida, se diluyeron 3.1 mL de acido acético glacial por cada

100 mL de solucién acuosa (0.5 M) y pH 2.2. La solucion neutra fue preparada
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disolviendo una tableta de PBS en 1 litro agua MilliQ (pH 7.3), Adicionalmente,
a 100 mL de la solucion neutra se agrego gota a gota acido clorhidrico 0.1 M
hasta un pH 6.0.

3.1.2 Preparacion de disoluciones

Se agrego a 3 tubos Falcon de 15 mL 0.1 gr de gelatina (1.0% m/v). A uno de
ellos se agregd 10 mL de la solucion neutra (G) en otro igual volumen de la
solucion levemente acida (Gpbs) y la ultima, con 10 mL de la solucion de acido
acético (Gaa). Se repitid el proceso para el quitosano (Q; Qpbs; Qaa) y el
alginato (A; Apbs; Aaa). A los 9 tubos se les dejé en bafio Maria por 24 h a
40°C. También se les agitd en vortex a su maxima potencia por 1 minuto y se

evaluo su transparencia y aspecto.

3.1.3 Pertinencia de mezclas

Para complementar las observaciones cualitativas, se calentaron a 40 °C las
disoluciones del punto anterior y agregaron los volumenes indicados en la
tabla 2 a tubos Eppendorf de 1.5 mL, mezcladas en vortex y dejadas a bafo
Maria por 24 h. Se etiquetaron con letra “A” seguida de un numero a las

mezclas de acido acético y con una “P” las de PBS.

3.1.4 Reticulado de formulaciones

La reticulacion con glutaraldehido se realizé en viales de color ambar a 40 °C
en constante agitacion. En ellos se preparan 20 mL de soluciones de quitosano
en concentraciones 1.0%, 2.0% y 3.0% m/v a los que se agreg6 glutaraldehido
en concentraciones 0.5%, 1.0%, 1.5%, 2.0% v/v. Se dejaron por 24 h a 40 °C
y agitacion constante. Finalmente se agregaron alicuotas por duplicado en
placas de cultivo de 24 pocillos y secadas en estufa de vacio por al menos 24
h.

Para el caso de la riboflavina, las mezclas o disoluciones de quitosano fueron
preparadas en viales transparentes dentro de a una camara de irradiacion de
elaboracion propia y con el uso de un agitador magnético. Estas se realizaron
por 30 minutos de exposicion a radiacion con leds de 365 y 440 nm. Ambos
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Tabla 2. Mezclas realizadas y volumen utilizado

Mililitros utilizados
Mezcla | Gaa | Qaa | Aaa Total
Al 0.50|0.00]0.50 1.00
A2 |0.50/0.50]0.00| 1.00
A3 0.5010.25]0.25 1.00
A4 |0.60]0.20]|0.20| 1.00
A5 0.75]0.0010.25 1.00

A6 0.7510.25]0.00 1.00

leds alimentados como indica el proveedor a 16.0 V y 0.7 A. Las
concentraciones evaluadas fueron 1.0%, 2.0% y 3.0% m/v para el quitosano y
0.2%, 0.3%, 0.4%, y 0.5% m/v de riboflavina. Las soluciones se dejaron con

duplicado en placa de cultivo y secadas en estufa de vacio por al menos 24 h.

La reticulaciéon con EDC/NHS se realizé entre gelatina y quitosano siguiendo
el protocolo de Thermo Scientific con modificaciones (Thermo Scientific, 2023).
Brevemente se agregaron 0.20 g de gelatina en 10 mL de buffer PBS y en otro
0.20 g de quitosano en 10 mL de buffer MES 0.1 M. En el primero se agregaron
80 mg de EDC y 120 mg de NHS. Se dejo agitando a temperatura ambiente
(20 °C) por 15 minutos. Se agregaron 240 uL de 2-mercaptoetanol. Finalmente
se agrega el contenido del segundo vial al primero y se dejé por 2 h en
constante agitacion. Finalmente, se dejo secando en moldes por 24 h en estufa

de vacio.

3.1.5 Preparacion de moldes, secado y laminado

Se utilizaron moldes cilindricos de PLA creados por impresion 3D, cuyas
dimensiones fueron de 30 y 32 mm para los didmetros internos y externos,
respectivamente, con una altura de 7 mm. Los cilindros fueron adheridos en
una lamina de policarbonato transparente o sobre placas de Petri con una
solucion (~10% m/v) de PLA en cloroformo, esta solucién se utilizd6 también

para crear una fina capa en el fondo que permite homogenizar (alisar) la
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superficie del policarbonato o la placa Petri. A cada molde se agregé 3 mL de
cada formulacion. El laminado (secado) se realizo en el horno de vacio a 32
°Cy 0.04 MPa.

3.1.6 Prueba de hinchamiento

Los hidrogeles tienen la caracteristica de absorber grandes cantidades de
agua y aumentar su volumen y masa. La maxima cantidad de agua que un
hidrogel puede contener es calculada en funcién de su masa seca e hidratada

como lo describe la siguiente ecuacion:

Y _ (masa hidratada — masa seca) No)
oagua= masa hidratada R

Para determinar cada una de las masas secas se cortaron trozos de igual
tamano de cada lamina (5.0 x10.0 mm), los cuales fueron masados de forma
individual y luego se sumergieron en agua y agitaron suavemente hasta
observar su completa hidratacion. Posteriormente, se sacaron del agua y con
el uso de papel filtro, y sin presionar, se quitd el agua superficial y se masoé
rapidamente cada espécimen. Todos los datos fueron registrados y tabulados

para la seleccion.

3.2. Metodologia para el segundo objetivo especifico

3.2.1. Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier

Se realizaron evaluaciones FTIR sobre los materiales secos. Se tomaron las
laminas y se recortaron pequenos trozos que se evaluaron en el equipo. Se
realizaron los blancos sobre aire y un total de 64 barridos para cada muestra
con un rango de exploracion entre 4000 cm™' a 450 cm™'. Esta evaluacion se
realizd con el propdsito de caracterizar los compuestos utilizados y el efecto

de la reticulacion.

3.2.2. Evaluacion de transmitancia

Se utilizo el espectrofotometro Spectroquant® Prove 300 en modo de
transmitancia con un barrido de 190 nm a 900 nm con pasos de 1 nm. Para su
realizacion, las laminas fueron lavadas con agua desionizada en ftres
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ocasiones, luego cortadas en tiras rectangulares de 5 mm x 15 mm que fueron
adheridas a una de las paredes internas de las cubetas con agua desionizada.

El blanco utilizado correspondié a una cubeta de cuarzo con agua desionizada.

3.2.3. Ensayos térmicos

3.2.3.1. Termogravimetria
Estos fueron realizados con el equipo STA 8000 (Perkin Elmer), configurado
con un barrido de 20 °C por minuto desde 20 °C hasta los 500 °C. Los ensayos
se realizaron sobre muestras hidratadas, secas y sobre las materias primas

gelatina y quitosano secos.

3.2.3.2. Calorimetria diferencial de barrido (DSC)
Estas pruebas se realizaron con el equipo Differential Scanning Calorimeter
DSC 4000 (Perkin Elmer), configurado en tres partes. La primera corresponde
a una ambientacion de la muestra manteniendo la temperatura fija en 10 °C
por un minuto. La segunda corresponde al barrido térmico desde los 10 °C a
los 100 °C a una tasa de 1 °C por minuto. El ultimo paso consistio en mantener

la temperatura fija en 100 ° por un minuto.

3.2.4. indice de refraccion

La refractometria se realizd con el refractbmetro de liquidos Soonda
Refractometer. Las formulaciones se midieron en estado liquido. 2 mL de cada
formulacion se coloco en la sonda a temperatura ambiente, esto se realiz6 en

triplicado y considerando al agua como patron de calibracion.

3.2.5. Angulo de contacto

El angulo de contacto se midi6 utilizando el equipo “Analizador de Perfil de
Gota” KRUSS. Se utilizaron gotas de 4.5 uL y el método elipse tangente de
gota sessile. La toma del angulo se realizé rapidamente, ya que el material
comenzaba rapidamente a absorber la gota de agua y el angulo cambiaba su

valor.
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3.2.6. Degradacion

La duracion de un biomaterial puede determinar su aplicabilidad, es por ello
por lo que se realizaron ensayos de degradacion hidrolitica utilizando
soluciones tampon con tres valores de pH (MES pH 4.0, PBS pH 7.0 y Tris pH
10.0) y otra degradacion enzimatica con lisozima en una concentracion de 55
unidades de actividad por pL. Estas pruebas se realizaron en viales de 20 mL
en cuyo interior se agregaron las soluciones tampén Tris, PBS, MES vy la
solucién enzimatica. Sobre cada una de ellas se colocaron discos de cada
formulacion y dejadas en bafio Maria a 37 °C. Se registro la masa seca de cada

espécimen cada 7 dias por un mes.

3.2.7. Citocompatibilidad

La evaluaciéon de citocompatibilidad fue realizada por medio de una
colaboracion con el Centro de biologia Integrativa de la Universiad Mayor y a
cargo de la Dra Macarena Arrazola y la asistente de investigacion Concepcion
Panadero. Para su realizacién, se siguieron dos protocolos. El primero,
consistio en cultivar fibroblastos embrionarios de ratéon NIH/3T3 (ATCC, CRL-
1658) sembrados en placas de cultivo, previamente lavadas con PBS 1x en
tres ocasiones. Sobre la placa se agrego tripsina, una enzima proteolitica que
permite desprender células adheridas a un sustrato de cultivo) se incubaron
durante 5 minutos a 37 °C. Luego, se inactivd la accion de la tripsina con
medio. Posteriormente, se centrifugaron las células por 5 minutos a 2500 rpm.
El sobrenadante se elimind y se resuspendié en 1 mL de medio. De este mL
se tomo una muestra y se contaron las células, de este modo, se logro ajustar
la densidad celular para la siembra. Posteriormente, se sembraron 210 mil
células sobre 3 laminas de hidrogel de cada formulaciéon en una placa de
cultivo. La placa se llevo a incubacion a 37 °C con un 5% de CO2. Se tomaron
fotos a campo claro en intervalos de tiempo especificos (24h, 48h, y 72h) y se
determind porcentaje de area que recubren las células utilizando el software
Imaged. El segundo protocolo es el de fijacion y consistio en fijar las células
con paraformaldehido al 4% durante 30 minutos. Se lavaron las células fijadas
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tres veces con PBS 1x. Se tifieron los nucleos celulares con DAPI (un tinte que
se une al ADN). Nuevamente se lavaron las células tres veces con PBS 1x
después de la tincién. Se afadido PBS 1x tomaron fotos en el microscopio de

fluorescencia (DMI8) y se analizé la viabilidad celular utilizando ImageJ.

3.3. Metodologia para el tercer objetivo especifico

Este consisti6 en apilar tres laminas en el interior de una formulacién de
hidrogel adhesivo como un “cemento” que une ladrillos. Se realizaron dos
ensayos, en el primero las laminas se hidrataron en agua antes de unirlas en
el cemento y en la segunda, las laminas se sumergieron secas en el cemento
y asi se hidrataban con la misma formulacion con la cual se adhirieron. La
formulacion probada como adhesivo fue basada en la formulacion 10 pero, con
el doble de concentracion para cada constituyente, siendo gelatina 2.0% m/v,
Poli-D-lisina 2.0% v/v y glutaraldehido 0.20% v/v.

En detalle: para la hidratacion en agua se utilizaron 3 laminas secas de cada
formulacién. Ellas fueron hidratadas en agua durante 30 minutos.
Posteriormente, se sacaron del agua secaron sus superficies con papel filtro
sin presionar demasiado, para luego ser sumergidas en la solucion de cemento
en una placa de Petri, se retira el exceso de la solucion cemento y luego
llevadas a secado en estufa de vacio a 32 °C y 0.04 MPa por una noche. Para
la hidratacion en cemento las 3 Iaminas secas se introdujeron directamente en

la solucion adhesiva contenida en una placa de Petri.

Posterior a su secado, las estructuras trilaminares fueron rehidratadas en agua
por 30 minutos, se recortaron discos de 5 mm de diametro con un sacabocados
y se congelaron a -60 °C por 24 h vy liofilizaron posteriormente durante una
noche. Se tomaron imagenes de las estructuras por microscopia de campo

claro y microscopia SEM.

Finalmente se evalud de forma complementaria la transmitancia UV-vis a tiras
del material trilaminar de 5 mm x 15 mm; su paquimetria (espesor corneal) por

medio de tomografia de coherencia optica a los hidrogeles trilaminares sobre
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moldes con forma de coérneas. El tamaiio los poros en ym? fue obtenido por la
selecciéon de 30 poros de una imagen SEM de cada formulacion multilaminada
utilizando el programa ImagedJ. A continuacion, se listan los pasos realizados
para ello: La escala se ajusté por la herramienta “Set Scale” (Analyze=>Set
Scale) para relacionar la distancia conocida de la barra de escala de cada
imagen SEM vy los pixeles que mide dicha barra. La herramienta “Threshold”
(Image =>Adjust=>Thresholdnos) permitié destacar los poros. Finalmente, con
la herramienta “Polygon selections” se crea un poligono con los bordes de
cada poro. Con este poligono seleccionado, se ejecutd la instruccion
“Measure”, la cual, nos entrego el valor de cada area. Luego de 30 mediciones
el programa nos entrego el valor promedio y la desviacion estandar al ejecutar

la instruccion “Sumarize”.
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V.RESULTADOS Y DISCUSIONES
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1. Resultados y discusion del primer objetivo especifico

Producto de las primeras observaciones cualitativas, se constato la
transparencia homogénea de las disoluciones de gelatina (G, Gpbs, Gaa). El
quitosano solo se disolvié en acido acético (Qaa); por su parte, el alginato fue
relativamente soluble a pH neutro (A), reduciendo su transparencia. La Figura

13 tiene fotografias de los 9 tubos.

Gpbs | Qpbs

Figura 13. Fotografia de las disoluciones testeadas. Neutras en A; levemente acidas en
B; y en acido acético en C. Elaboracién propia.

Lo anterior, estda acorde a lo indicado por Benjakul (Benjakul &
Kittiphattanabawon, 2019) que, sin especificar el rango y citando a la Gelatin
Manufacturers Institute of America indica que su solubilidad es alta en un
amplio rango de pH. Por su parte, el quitosano se solubiliza en acidos, la
evidencia de esto no es nueva, ya en el afno 1999 Rinaudo et al. estudiaron la
influencia del acido acético en la solubilidad del quitosano, encontrando que
era posible disolverlo en acido acético en un rango de 0.5 M a 8 M e indicaron
que la presencia del acido o en agua promueve la formacion de iones hidronio
y formacion de acetato en equilibrio (Rinaudo et al., 1999). A la vez, la amina
del quitosano abstrae el proton del ion hidronio para protonarse. En esta
condicion de cation, el quitosano aumenta su solubilidad debido a las
interacciones entre sus grupos de carga positivas y el agua cargada
parcialmente negativa. La estructura quimica y estado de protonacion y

solubilidad del quitosano se encuentra en el Anexo 3
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CH3COOH + H20 < CH3CO00~- + Hs0+
Quit — NH2 + H30* © Quit — NH + H20

Otro factor determinante en la solubilidad del quitosano es su fraccidon
acetilada. La desacetilacion es un proceso quimico que utiliza una solucion
alcalina para extraer los grupos acetil de la quitina. La quitina esta entre los
polisacaridos mas abundantes. Es un biopolimero de N-acetilglucosamina
presente en caparazones de crustaceos, alas de insectos, conchas entre otros
(Cohen, 2009). Cuando la quitina es desacetilada en mas del 50%, se
denomina quitosano (Hudson & Jenkins, 2001). Teniendo en cuenta el parrafo
anterior, El quitosano requiere de una soluciéon &acida para disolverse al
protonar los grupos amino, la adicién de grupos acetil en los grupos amino (N-
acetilacion) del quitosano puede aumentar considerablemente su solubilidad
en agua si alcanza el 50% de N-acetilacion (Kurita et al., 1991). En nuestro
caso, se utiliz6 un quitosano derivado de quitina con una desacetilacion
superior al 75% (Merk, 2023). Por lo que, el quitosano utilizado en nuestra

investigacion requirié de un solvente acido como el acido acético 0.5 M.

Acorde con las soluciones mas transparentes y homogéneas, solamente se
realizaron las mezclas con Gaa, Qaa, Apbs, Gpbs y Qpbs. En esta
investigacion, los tubos Eppendorf (Figura 14) que mostraron transparencia
fueron solamente las mezclas de gelatina y quitosano en acido acético. Las
otras mostraron precipitaciéon y turbidez. Acorde con estas observaciones, se

continud trabajando solo con mezclas de gelatina y quitosano en acido acético.

Al A2 A3 A4 A5 A6 P1 P2

Figura 14. Fotografia de mezclas, prueba complementaria. Elaboracién propia.
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Por su parte, los ensayos de reticulacion de quitosano utilizando
glutaraldehido, se realizaron utilizando el proceso descrito por Farris et al. para
la gelatina, pero, con modificaciones en las concentraciones utilizadas (Farris
et al., 2010). La Figura 15 contiene una fotografia que captura la coloracion
que se obtuvo al reticular el quitosano con varias concentraciones de

glutaraldehido.

2.0%

1.5%

1.0%

Glutaraldehido

0.5%

1.0% 20% 3.0%
Quitosano

Figura 15. Fotografia de la reticulacion de quitosano con glutaraldehido. En la placa de
cultivo se han agregado distintas concentraciones de quitosano y glutaraldehido.
Elaboracion propia.

El incremento en la concentracién de glutaraldehido también dio lugar a un
aumento de la viscosidad en menos de una hora tras la adicion de
glutaraldehido. Estos hallazgos son consistentes con los publicados por Ou et
al., quienes indicaron que la viscosidad incrementa durante los primeros 30
minutos después de afiadir el glutaraldehido a las soluciones de quitosano y
que dicho incremento es proporcional a la cantidad de glutaraldehido ahadido
(Ou & Bo, 2017). Esta elevacion en la viscosidad puede ser atribuida al numero
de grupos amino disponibles para la reticulacion, pues mientras mas grupos

amino interactuen con el glutaraldehido, mayor sera la viscosidad resultante.

La reticulacién con riboflavina se realizé acorde a los protocolos de CXL
oftalmicos para formar enlaces covalentes entre moléculas de colageno en el

tratamiento del queratocono. En esos protocolos, no se supera el 0.10% de
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riboflavina aplicada, y exposicion a radiacion UV de 370 nmy 5.4 J/cm? en 30
minutos (Galvis et al., 2017; Yung, 2020). Si bien, el mecanismo de reticulacion
por medio de la riboflavina no es conocido del todo, Rich et al. quienes,
trabajaron en la fabricaciéon de fibras y andamios de colageno utilizando
riboflavina como fotoiniciador de la reticulacion fotoquimica, describen en su
texto que hay dos posibles mecanismos de fotosensibilizacién que explicarian
el efecto reticulador de la riboflavina: el mecanismo directo (tipo |), donde la
riboflavina activada por la luz interactua directamente con la molécula de
colageno por abstraccion de hidrégeno de las aminas para estabilizar sus
propios enlaces dobles de carbono, lo que permite la formacion de enlaces
covalentes intermoleculares en el colageno; o el mecanismo indirecto (tipo Il),
donde las moléculas de oxigeno reactivas individuales forman peroxido de
hidrégeno (H202) y radicales libres (por ejemplo, anion superoxido O?) que, a
su vez, oxidan la molécula de colageno y, por lo tanto, permiten la formacion
de enlaces covalentes (Rich et al., 2014). Balasubramanian et al. dan soporte
al fendmeno reticulador de la riboflavina explicando que el oxigeno singlete
interactua con las proteinas, y en especifico en triptéfano (Balasubramanian et
al.,, 1990). Sin embargo, se indica que hay ciertos aminoacidos mas
vulnerables como la tirosina, histidina, cisteina y metionina a la reticulacién con
riboflavina. De los aminoacidos mencionados al menos 2 de ellos (metionina y
tirosina) fueron hallados por Hafidz et al. en la composicion 15 aminoacidos de
la gelatina de piel de cerdo, que es la utilizada en nuestra investigacion (Hafidz
et al., 2011).

En nuestro trabajo, realizamos la fotosensibilizacion con diodos led de 365 nm.
Este valor fue seleccionado a partir del espectro de absorbancia UV-vis de la
riboflavina graficado en la Figura 16, donde se pueden observar 4 picos, uno
en el espectro visible y tres en el UV. De ellos seleccionamos los de menor

energia 364 nm y 446 nm para irradiar las muestras'. Esta decision, se tomo

' Nota del autor: En este trabajo solo se exponen los resultados obtenidos de la reticulacion

con led de 365 nm. El led de 440 nm sufrié desperfectos por lo que se prescindié su uso.
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en base a los utilizados en la practica clinica CXL de 370 nm y reducir los
riesgos asociados a las radiaciones ionizantes de mayor energia. Pensando
en una aplicacion ocular es necesario saber que, la exposicion a la radiacion
UV puede causar dano a retina, particularmente a fotorreceptores y epitelio

pigmentario (Sallmannshausen & Ach, 2022).

0,8 1

[ UV-vis Riboflavina ]

0,6

0,4
446

374

Absorbancia

0,2

0.0 T T T T T T T 1
200 300 400 500 600

Longitud de onda [nm]
Figura 16. Espectrograma de absorbancia UV-vis de riboflavina. Elaboracién propia.

La placa de cultivo de la Figura 17A muestra el efecto en la coloracion luego
del proceso realizado a distintas concentraciones de quitosano y riboflavina.
En ella, es posible ver como el color de la riboflavina aumenta su intensidad
junto al aumento de su concentracion testeada. Esto nos condujo a eliminar
de las pruebas las concentraciones por sobre los 0.10% tal como fue descrito

por Galvis et al para los tratamientos de CXL (Galvis et al., 2017).

Adicionalmente, se reticularon las mezclas A2 y A6 con glutaraldehido en
concentraciones de 0.5%, 1.0%, 3.0% y 6.0% v/v. En ellas, el color amarillo
también aumentaba con el incremento en la concentracién de glutaraldehido
(Figura 17B).
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La coloracion de las soluciones de glutaraldehido ha sido descrita previamente
(Rasmussen & Albrechtsen, 1974) y se podria asociar a los cambios
espectrales dependientes del tiempo y la temperatura (Matei et al., 2020). El
glutaraldehido en solucion acuosa tiende a polimerizar en diversas estructura
(Waldron, 2004) de las cuales, es posible que alguna de ellas posea
propiedades en su configuracion electronica, que le permita absorber la parte

azul del espectro visible.

Riboflavina

1.0% 20% 3.0%
Quitosano

Mezcla A2

Mezcla A6

0.5 1.0 3.0 6.0
% Glutaraldehido

Figura 17. Fotografias de la coloracion asociada a la reticulacion. Quitosano
con riboflavina en Ay mezclas A2 y A6 con glutaraldehido en B. elaboracion

propia.
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La reticulacion con la copla EDC-NHS resulto en una serie de muestras sin
aspecto de hidrogel y completamente opaco como se pueden ver en la Figura
18. Esto debido a la precipitacién de sales presentes en PBS como NaCl, KCl,
Na2HPO4, KH2POa4. Por ello, resulta importante la utilizacién de columnas de
desalinizacion como sugiere el instructivo para NHS de Thermo Scientific

(Thermo Scientific, 2023) y que, no fue considerado en este trabajo.

Figura 18. Fotografia de la reticulacion de gelatina y quitosano con EDC-NHS.
Elaboracién propia.

En vista de las observaciones cualitativas a los resultados ya expuestos, se
decidié por continuar el desarrollo de esta investigacion con un total de 6
mezclas como base, utilizando gelatina (G), quitosano (Q) y Poli-D-lisina (P)?.
Ellas se reticularon con glutaraldehido (glut) en concentraciones de 0.02%,
0.05% y 0.10% v/v. También se realizé la reticulacion con riboflavina (rib) en
concentraciones de 0.02% y 0.04% m/v. La Tabla 3 reune e identifica
alfanuméricamente cada formulacién con su composicion (G, Q y P), y su
concentracion con 1 para 1.0% y 2 para 2.0%. Le sigue la identificacion del
reticulador (glut o rib) y sus concentraciones testeadas. A modo de ejemplo, la
formulacién 20 tiene 2.0% de gelatina, 1.0% de Poli-D-lisina reticulada con
0.02% de glutaraldehido (G2P1-glut002).

2 Nota del autor: La Poli-D-lisina tardé en llegar al laboratorio por ello no fue mencionado en

los ensayos previos.
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Tabla 3. Conjunto de formulaciones testeadas.

1 G1Q1 13 G2Q1 25 G1Q1P1
2 G1Q1-glut002 14 G2Q1-glut002 26 G1Q1P1-glut002
3 G1Q1-glut005 15 G2Q1-glut005 27 G1Q1P1-glut005
4 G1Q1-glut010 16 G2Q1-glut010 28 G1Q1P1-glut010
5 G1Q1-rib002 17 G2Q1-rib002 29 G1Q1P1-rib002

6 G1Q1-rib004 18 G2Q1-rib004 30 G101P1-rib004
7 G1P1 19 G2P1 31 G2Q1P1
8 G1P1-glut002 20 G2P1-glut002 32 G2Q1P1-glut002
9 G1P1-glut005 21 G2P1-glut005 33 G2Q1P1-glut005
10 G1P1-glut010 22 G2P1-glut010 34 G2Q1P1-glut010
11 G1P1-rib002 23 G2P1-rib002 35 G2Q1P1-rib002

12 G1P1-rib004 24 G2P1-rib004 36 G2Q1P1-rib004

Con el propdsito de obtener laminas comparables entre si y facilitar su
desprendimiento, se utilizaron moldes cilindricos de PLA (como el molde
blanco de la Figura 18) adheridos a las placas de Petri o de policarbonato con

una fina capa de solucién de PLA en cloroformo.

Para el conjunto de 36 formulaciones, se realizaron pruebas de hinchamiento
en busqueda de aquellos hidrogeles que posean una hidratacion similar a la
coérnea. La Figura 19 muestra las graficas del porcentaje de masa seca de las
36 formulaciones. En ellas se observo que las formulaciones 4 (35%), 10
(34%), 28 (32%) y 34 (29%) obtuvieron valores comparables a corneas
humanas, cuya masa seca se encuentra entre un 22% y 34% (Adler et al.,
2011).

Para esta investigacion, la cantidad de agua que puede contener el hidrogel
es importante para su transparencia. Naturalmente, los glicosoaminoglicanos
estromales llevan agua pasivamente hacia la cornea, mientras que los
mecanismos activos de las células del endotelio impulsan el fluido que lo
contrarresta y preserva la hidratacion estromal constante para mantener la
transparencia 6ptica (Bonanno & Srinivas, 2010). El desbalance hidrico entre
la cornea nativa y el biomaterial podria causar gradientes osméticos, provocar
edema y pérdida de transparencia por dicho desbalance (Costagliola et al.,

2013).
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Igualmente, como nuestro trabajo de investigacion estd enfocado al
tratamiento quirurgico de la opacidad corneal, no se debe pasar por alto que
las cirugias pueden tener complicaciones. Entre ellas se encuentra el dafio y
pérdida de células endoteliales y consecuente la alteracion de la hidratacion

estromal (Costagliola et al., 2013).

Adicionalmente, el agua intracorneal también influye en las propiedades
mecanicas de la cornea. Cuando la cornea se encuentra deshidratada

presenta mayor rigidez que hidratada (Seiler et al., 2018).

A su vez, las respuestas corneales a la presion o histéresis son utiles en el
diagnostico de algunas patologias. Por ejemplo, la alteracion de la histéresis
corneal puede conducir a un falso aumento de la presién intraocular, lo cual
es, un signo considerado en el diagnostico del glaucoma (K. B. Lee et al.,
2016).

Finalmente. se cumple el primer objetivo que pretendia identificar las
formulaciones de hidrogel que contienen agua en similar cantidad a la corneal.
Siendo estas las numero 4, 10, 28 y 34 las matrices candidatas a la

construccion del material trilaminar.
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2. Resultados y discusion del segundo objetivo especifico

2.1. La evaluacién espectroscépica por infrarrojo (FTIR)

Se evaluaron gelatina, quitosano y Poli-D-lisina por separado en la Figura 20.
Para los tres espectros se observaron principalmente los picos caracteristicos
de las aminas entre 1700 y 1600 cm-! para el estiramiento N-H (amida 1) y
entre 1600 y 1500 cm™ para la flexion N-H (amida Il) por ser los grupos

funcionales diana de la reticulacion con glutaraldehido.

Espectros FTIR de precursores

1149 cm™ Estiramiento
m asimetrico del puente C-O-C
2919 cm”, 2881 cm” C-H 1638 cm™" C=0 estiramiento 1543 cm™ N-H
estiramiento simetrico y simetri¢o de amida | flexion de amida ||
.0
(@]
[
©
b —1
£ 1262 cm estiramiento C-O
[72]
c
©
S
: T
— Quitosano 1335 cm vibracion de
i S cadenas laterales de proling
e Poli-D-Lisina i
= (Gelatina
L] I L} I T I T I L} I T l L}
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Numero de onda cm™

Figura 20. Espectrogramas de absorcion FTIR de los precursores Poli-D-lisina, gelatina
y quitosano. Elaboracién propia.

En el espectro de la Poli-D-lisina se observa en 1546 cm' la tension N-H. Entre
1600 y 1700 cm™ hay una region donde se solapan las seiiales del
estiramiento C=0 de grupo carboxilo con la flexion N-H. Entre los 3350 y 3180

cm' es posible diferenciar un pico ancho con reducida intensidad en 3276 cm-
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Tasociado a la tension N-H. Estas sefiales concuerdan con las reportadas por
Merhie et al. (El Merhie et al., 2020).

Para la gelatina, las sefales de las aminas fueron las mas intensas de los tres
espectros. Se observaron en 1638 y 1543 cm-1 los picos de las amidas | y
amidas Il respectivamente. Cebi et al. analizaron varios tipos de gelatina,

donde notaron la presencia de las sefales mencionadas (Cebi et al., 2016).

Para el espectro del quitosano las sefales correspondientes a las amidas | y
Il se hallaron en 1645y 1553 cm™'. Otras sefales que se logran identificar son
2918 cm™ se corresponde a la vibracion de C-H, 1150 y 893 cm™’
correspondientes a su estructura sacarida, 1060 cm' al estiramiento CO. Las
sefiales mostradas en este espectro se corresponden con los hallados por
Anicuta et al. (Anicuta et al., 2010). Los valores presentados, fueron
corroborados también, por las tablas publicadas en el sitio web

www.quimicaorganica.org (Fernandez, 2022).

También se realizaron espectroscopias para evaluar la reticulacion con
glutaraldehido de las 4 formulaciones seleccionadas, mediante la busqueda
de la senal correspondiente a la formacion de la imina (-C=N-) construida por
la adicién nucleofilica entre los aldehidos y las aminas de quitosano, Poli-D-

lisina y gelatina (Carey & Robert, 2011).

La Figura 21 muestra los espectrogramas de las 4 formulaciones realizadas
antes y después de usar glutaraldehido. En ellas los cambios son casi
imperceptibles. Esto también fue observado por Farris et al. (Farris et al., 2010)
quien, reticuld gelatina con glutaraldehido y en sus espectros observod la
presencia de un pequeio hombro que relacioné al estiramiento de los grupos
-OH cerca de 3500 cm™' para gelatina sin reticular y que permanecia en sus
graficas reticuladas. Dichos autores, también reconocen la banda en 1630 cm-
' para amida | y asociada al estiramiento C=0 presente en todas las graficas
(con y sin reticular) porque, los grupos carboxilos no se involucran en la

reticulacion quimica. Lo anterior, concuerda con las graficas de la Figura 21.
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Otra observacién realizada por los autores es que, las bandas cercanas al
1540 de las amidas Il presentaron muy pequefios desplazamientos (2 cm-')
que relaciond con la reticulacion al formar las bases de Schiff (Farris et al.,
2010). Ishak et al. por su parte, observaron cambios en dos regiones al
aumentar la concentracidn de glutaraldehido cuando reticuld quitosano. La
primera de ellas se encontré entre 3800 y 3200 cm'y la segunda entre 1750 y
1300 cm™'. En la primera indica una disminucién de la intensidad de sefial en
3431 cm™ y para la segunda region de igual forma, asocio los cambios de
intensidad en 1630 cm™' con la reticulacion de las proteinas y la formacion de
la imina -C=N- (Ishak et al., 2020).
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Figura 21. Espectrogramas FTIR de las formulaciones seleccionadas antes y después de
reticular con glutaraldehido.

Para buscar mayor evidencia en los espectrogramas FTIR de la reticulacion,

se realizaron pruebas adicionales modificando Ila concentracion de
glutaraldehido como lo realizaron Ishak et al (Ishak et al., 2020). Asi, se
muestran en la Figura 22 los espectrogramas para las formulacion G1P1

Glut(x.xx%), donde x.xx son las concentraciones 0.02%, 0.05% y 0.10% v/v
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evaluadas. En el recuadro de la Figura 22 se puede ver la formacién de un
“hombro” a 1653 cm! cuando la concentracién de glutaraldehido es del 0.10%
asignado al estiramiento del doble enlace de la imina -C=N- (Heras-Mozos et
al., 2023).

Glut(0.00

™ Glut(0.02 %)

651

%T

Glut(0.05 %)

~

604

55 Glut(0.10 %)
50

Estiramiento C=N
1653 cm’!

1700 1600 1500

45

40
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
om-1

Figura 22. Espectrograma FTIR para varias concentraciones de glutaraldehido.
Elaboracion propia.

La formacion de la imina mencionada previamente esta gobernada por la
formacion de bases de Schiff (Carey & Robert, 2011; Farris et al., 2010;
Waldron, 2004), esta es una reaccion que comienza por un ataque nucleofilico
de la amina sobre el carbonilo y la formacién de un enlace covalente entre
ellos. Esto continua con dos transferencias de protones y la formacion del ion
iminio. La ultima parte de esta reaccion es la deshidratacion y deprotonacion
dando forma a la imina con su caracteristico enlace doble -N=C-. El esquema

de esta reaccion se encuentra en la Figura del anexo A2.

2.2. Evaluacién de transmitancia

La transparencia del tejido corneal es esencial para la vision, por ello la
importancia de construir un material con esta propiedad y los espectrogramas
UV-vis nos permiten evaluar dicha caracteristica en un amplio espectro de las

radiaciones electromagnéticas.
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Las espectrofotometrias obtenidas se muestran en la Figura 23A junto con los
obtenidos experimentalmente por Boettner & Wolter y los estimados por Peris-
Martinez (Peris-Martinez et al, 2021) en la Figura 23B. En ellos, es facil
observar concordancias como, el rapido incremento de la transmitancia entre
los 300 nm y 400 nm alcanzando el 70% de transmitancia a los 500 nm en las
4 formulaciones. Hay que reconocer que nuestras formulaciones pueden
absorber gran parte de la radiacion UV de forma similar a como es absorbida

por el tejido corneal, es un gran hallazgo.La radiacion UV puede causar dafos
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Figura 23. Espectrogramas de absorbancia UV-vis de formulaciones y cérnea. En A las 4
formulaciones y en B el corneal. Elaboracion propia y modificado de Spectral transmission
of the human corneal layers de Peris-Martinez, Journal of Clinical Medicine, 2021;10,4490
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en el cristalino y desarrollo de cataratas. En animales se demostré que altas
dosis de irradiacion UV pueden provocar cataratas (Hockwin et al., 1999). En
particular, las células epiteliales del cristalino son las mas afectadas y se ha
descrito que la radiacion UVB puede dafiar su ADN alterar su sintesis de
proteinas (Andley et al., 2011) y la retina es susceptibles de una agresion
fotoquimica por el aumento en la intensidad y en un pequefo punto, donde las
radiaciones son concentradas por el sistema optico y aumentan su densidad
de potencia (Zuclich, 1989).

2.3. Ensayos térmicos

En el area de las ciencias de materiales, conocer las propiedades térmicas de
un material, mediante termogravimetria y calorimetria diferencial de barrido es
fundamental porque, nos permiten estudiar como un material responde a
cambios de temperatura como, por ejemplo, indicar procesos de
descomposicion térmica o desorcién de agua, y conocer los cambios de fase
que pueden experimentar los materiales a distintas temperaturas. Al respecto,
no limitarnos a evaluar nuestros materiales a temperaturas cercanas a la
fisiolégica humana tiene ventajas, por ejemplo, conocer la estabilidad térmica
fuera del rango de aplicacion nos permite prever posibles cambios en el
material durante su fabricacion, almacenamiento y manipulacion. En particular,
hay que notar que los biomateriales a menudo son sometidos a procesos
agresivos de esterilizacion que incluyen procedimientos a altas temperaturas
y se debe garantizar su estabilidad en cualquier punto de su produccion,

almacenaje y aplicacion.

2.3.1. Termogravimetria

Los ensayos se realizaron sobre muestras hidratadas (Figura 24A), secas
(Figura 24B), sobre las materias primas gelatina y quitosano secas (Figura
24C) y utilizando una cérnea humana (Figura 24D). En el termograma de la
Figura 24A), se logra evidenciar una rapida pérdida de masa que ronda el 75%
al llegar a los 100 °C, lo que es, concordante con el porcentaje de agua y
materia seca en la seleccion de las formulaciones que bordeaba el 70%. Esto
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concuerda con lo previamente publicado por Salles et al. quienes asociaron
esta pérdida al agua separada del material (Salles et al., 2015). Acorde
aumenta la temperatura, las pérdidas de masa para las formulaciones
hidratadas resultan ser semejantes a las presentes en los termogramas de las
formulaciones secas en B, donde las masas se reducen muy ligeramente entre
los 100 °C y 250 °C. El termograma B muestra que, las formulaciones 4, 28 y
34 han perdido el 20% de su masa entre los 200 °C y 210 °C mientras que, la
formulacion 10 lo hace a los 236 °C. Estas son asociadas desprendimiento de
los grupos laterales de las cadenas principales (Gutiérrez-Gutiérrez et al.,
2015), para posteriormente, comenzar un proceso de descomposicion muy
similar entre todas ellas. En comparacion a las curvas termogravimétricas de
la Figura 24C, la diferencia entre las pendientes y la mayor resistencia a la
degradacion de las curvas en la Figura 24B son atribuibles a la accion
reticuladora del glutaraldehido entre los componentes (Dash et al., 2013; Tian
etal., 2016). Al observar las graficas de las formulaciones secas y compararlas
a la degradacion térmica corneal (Figura 24D), nuestros hidrogeles presentan
mayor resistencia a la degradacion. Sin perjuicio de lo anterior, es importante
notar que, las degradaciones termicas comenzaron a temperaturas superiores
a las que se expondrian nuestros hidrogeles si fueran utilizados como

implantes corneales cercanas a los 37 °C.

La estabilidad térmica de los biomateriales no debe pasarse por alto, nuestras
formulaciones como implantes vendrian a reemplazar la matriz extracelular del
estroma corneal y acorde a He et al. la estabilidad de un material como la
matriz extracelular, esta relacionada con su funcionalidad y asi con las células
qgue se encuentran incrustadas en ella. Si la matriz extracelular se desnatura,
por ejemplo, producto de cambios en la temperatura perdiendo su estructura
y funcion, afectaria la funcionalidad celular (X. He, 2011). Por ello, es positivo
ver que nuestras formulaciones tienen una resistencia a la degradacién

térmica comparable a la corneal.
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Figura 24. Termogravimetrias de formulaciones. Seleccionadas hidratadas en A;
seleccionadas secas en B; de gelatina y quitosano en C; y de cérnea humana en D.
Elaboracion propia.

Las termogravimetrias evaluadas en un amplio rango de temperatura nos
permitieron relacionar de manera indirecta el grado de reticulacion con
glutaraldehido y la resistencia a la degradacién de los hidrogeles, asi como
también conocer y compararlas con las propiedades de las corneas humanas.
La resistencia a la degradacion térmica de un material suele estar relacionada
con el numero de enlaces covalentes entre sus grupos funcionales. En este
contexto, Tian et al. demostraron que, a mayor numero de grupos, capaces de
formar enlaces covalentes con otros, mayor debiese ser la resistencia a su
degradacion. El autor, demostré que un hidrogel de colageno reticulado con
glutaraldehido tenia mayor resistencia a la degradacion térmica (Tian et al.,
2016). Esperariamos entonces que la reticulacién aumentara la resistencia a
la degradacion de los hidrogeles, reduciendo la pérdida de masa con el
aumento de la temperatura. Esta hipotesis fue confirmada en nuestras pruebas
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con tres mezclas de gelatina al 1.0% y poli-D-lisina al 1.0%, reticuladas con
tres diferentes concentraciones de glutaraldehido: 0.02% (Figura 25A), 0.05%
(Figura 25B), y 0.10% (Figura 25C). La pendiente, que representa la tasa de
pérdida de masa, se obtuvo utilizando la herramienta “linear fit’ del software
OriginPro en el rango de 150 °C a 250 °C. Los resultados mostraron que los
valores de la pendiente se redujeron a medida que aumento la concentracion
de glutaraldehido, indicando una reduccién en la tasa de pérdida de masa y

validando asi nuestra hipoétesis.
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Figura 25. Termogravimetrias a distintas concentraciones de glutaraldehido. Mezcla de
gelatina y Poli-D-lisina reticulados con glutaraldehido al 0.02% en A; 0.05% en B y 0.10%
en C. Los recuadros rojos a la derecha de cada grafica muestra las pendientes de
degradacion térmica. Elaboracion propia.
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2.3.2. Calorimetria diferencial de barrido

En este ensayo, se pretendid observar la respuesta de los hidrogeles a
cambios térmicos en un rango de temperaturas cercanos al fisiolégico humano
(37 °C) para ello se realizaron las mediciones de calorimetria diferencial de
barrido y asi, verificar que nuestro material no presenta cambios asociados a
transiciones térmicas en el rango de temperaturas de 15 °C a 60 °C. De existir
dichas transiciones estas se observarian como picos en los termogramas. Los
picos en un grafico de DSC representan cambios en la capacidad calorifica en

funcién de la temperatura (Chiriac et al., 2023).

Las muestras seleccionadas, no evidenciaron cambios en el rango térmico de
interés como se puede apreciar en las graficas de la Figura 26. En las graficas
se puede apreciar la estabilidad térmica de las muestras, reflejadas en lineas
horizontales. Esto significa que, las muestras no estan experimentando
degradacion térmica, descomposicion u otros cambios importantes en su
estructura molecular, lo que es de vital importancia para la integridad

estructural ligada a la funcion visual como se menciond previamente.

Calorimetria deferencial de barrido

Formulacién 4
= Formulacién 10
14 e Formulacion 28
= Formulacion 34

A\
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27

Flujo de calor endotermico abajo (mW)

28 T T T T T x T
20 30 40 50 60
Temp (°C)

Figura 26. Calorimetria diferencial de barrido de formulaciones
seleccionadas.
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De este modo, y considerando los resultados de las termogravimetrias del
apartado anterior, consideramos que las muestras cumplen con el criterio de

mantener su estabilidad a temperatura fisiolégica humana.

2.4. indice de refraccién

Como se espera que las formulaciones posean caracteristicas similares a las
corneales, medir su indice de refraccion se considera importante, ya que este
se relaciona con la refraccion ocular. En la literatura oftalmoldgica estima que
el indice de refraccion corneal en 1.3375 (Adler et al., 2011; Myron Yanoff &
Jay S. Duker, 2014), hallar valores cercanos a esta cifra permitiria la

construccion de implantes 6pticamente funcionales.

Los indices de refraccion de nuestras formulaciones se encuentran en la Tabla
4. Entre ellos, el de menor valor corresponde a la formulacién 10 (1.33610) y
el mayor a la formulacién 34 (1.33900), mientras que, para la cornea se han
reportado varios valores como indica Patel et al. (Patel & Tutchenko, 2019),
quien en una revisidon publicé que el menor indice corresponde a 1.335
publicado por Chossat en el afio 1818 y el mayor 1.4391 publicado por Engel
en 1855. Sin embargo, en la publicacion mas reciente del afio 2018, Tutchenko
et al. (Tutchenko et al., 2018) lo establecié en 1.432 para el complejo formado
por la cornea y la pelicula lagrimal. Su valor se encuentra 0.10 unidades mas
elevado al encontrado en nuestras formulaciones. Pero, el valor reportado
corresponde a un complejo de estructuras, mientras que nuestras
formulaciones se midieron de forma individual. En este punto, es importante
destacar que Patel et al. encontraron variaciones en el indice de refraccion de
la lagrima y de la cérnea acorde a su profundidad y composicion (Patel &
Tutchenko, 2019), la lagrima es un fluido complejo compuesto por tres capas
diferentes: capa de mucina, capa acuosa y capa lipidica. La capa mucinica en
contacto directo con el epitelio es asociada al sistema inmune ocular, seguida
de una capa acuosa con indice de 1.337 y suprayacente a esta, se encuentra
la capa lipidica, con el mayor indice de refraccion observado y que alcanza un
valor de 1.482. Para la cérnea hallaron que los valores varian desde el epitelio
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con un indice de 1.400, pasando por la membrana de Bowman con 1.380,
luego, un indice de 1.373 en el centro del estroma y finalmente a nivel del
endotelio un indice de refraccion de 1.373 (de Paiva et al., 2022; Patel &
Tutchenko, 2019). Con nuestros resultados y los valores reportados en la
bibliografia oftalmoldgica, podemos afirmar que nuestras formulaciones tienen
indices de refraccion comparables entre ellos. Sin embargo, solo se aproximan
a los valores mas bajos de indice de refraccion para el estroma corneal
reportados en la literatura. Debido a lo anterior, es imprescindible que, en el
desarrollo de nuestro material, sea considerado el indice de refraccién en la
construccion del sistema o6ptico, pues, es sabido que la refraccion no solo
depende del indice de refraccion, sino que también depende de la longitud de
camino optico y la geometria superficial del material (Montés-Mico, 2011).

Tabla 4. indice de refraccion de formulaciones, valores publicados para cérnea y agua. Entre
parentesis la desviacion estandar.

Formulaciones indice de refraccién (SD)

4 1.33759 (0.00029)
10 1.33610 (0.00133)
28 1.33751 (0.00070
34 1.33900 (0.00065)
Cornea 1.335 -1.432
Agua 1.333

2.5. Angulo de contacto

Como lo establecidé Menzies et al. la interaccion de un biomaterial con su
entorno bioldgico requiere que se cumplan una serie de condiciones para su
correcta implementacion, entre ellas, la interaccion con el entorno acuoso
juega un rol importante (Menzies & Jones, 2010). Esta relacion se conoce

como humectabilidad y se mide por medio del angulo de contacto. Acorde a
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Zhao et al. el angulo de contacto se define como el angulo entre la tangente
en el punto trifasico y la superficie solida. Generalmente, los angulos menores
a 90° se considera hidrofila, mientras mayores a 90° se consideran hidréfobas
(Zhao & Jiang, 2018). Pero, hay autores que consideran ese limite en 65° (Guo
et al., 2008). Tiffany et al. midié el angulo de contacto del epitelio corneal en
corneas de conejos asumiendo que tendrian resultados similares a las corneas
humanas. Comprobdé que el angulo de contacto cambia con el tiempo,
reflejando la humectabilidad intrinseca de la superficie. Los valores hallados
por Tiffany et al. de las cdérneas tienden a alcanzar los 60°. Nuestras
mediciones (Tabla 5 y Figura 27) arrojaron valores superiores a 80°, denotando
una tendencia hidrofébica de nuestros materiales, al menos al comienzo.
Luego de un momento, el angulo comenzé a decrecer a medida que la gota

de agua comenzaba a ser absorbida por el material.

Tabla 5. Angulo de contacto de las 4 formulaciones

Formulaciones Angulo de contacto (SD)

4 82.3 (6.9)
10 85.7 (2.0)
28 92.1(3.9)
34 97.8 (4.8)

Esto no es un mal resultado, considerando que el material desarrollado debe
absorber y contener agua para mantener sus propiedades oOpticas, como se
menciond previamente. Hay que considerar también que, en la superficie de
nuestro material debiese crecer una poblacion significativa de células
epiteliales y sobre estas, una capa de mucina que aportara a la humectabilidad
corneal (Tiffany, 2009; Yanez-Soto et al., 2015).
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Formulacién 4 Formulacion 10

Formulacion 28 Formulacion 34

Figura 27. Fotografias del &ngulo de contacto a formulaciones seleccionadas. Elaboracion
propia.

El angulo de contacto y humectabilidad de las células epiteliales fue estudiado
por Yafiez et al. in vifro con cultivos de células epiteliales inmortalizadas.
Encontraron un alto valor de histéresis de angulo de contacto en sus cultivos
(la histéresis refiere a la diferencia entre los angulos de contacto de avance y
retraccion para una gota sobre una superficie inclinada). A su vez, indicé que
la misma histéresis dio cuenta de la heterogeneidad superficial de la expresion
de mucina por parte de las células epiteliales y una distribucion espacial con
la diferenciacidn de dichas células (Yanez-Soto et al., 2015) ya que, se asocia
la humectabilidad corneal, principalmente a las células epiteliales, los valores
de obtenidos en nuestros materiales no son comparables a los corneales
reportados por ser medidos sobre el material y no sobre una poblacién de
células epiteliales. Sin perjuicio de lo anterior, al realizar un analisis estadistico

entre las diferentes formulaciones, solamente se encontré una diferencia
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significativa entre las formulaciones 4 y 34 con un valor de p = 0.165 como se

puede observar en la grafica de la Figura 28.

angulo de contacto y significancia estadistica

150+
0.0165

100+

50

Angulo de contacto

4 10 28 34
Formulaciones

Figura  28. Gréfica de los angulos de contacto con significancia
estadistica.

2.6. Ensayos de degradacién

La degradacién juega un papel crucial en el diseio de biomateriales
destinados a la regeneracion corneal. Idealmente, el biomaterial implantado
debe degradarse a un ritmo que se ajuste a la regeneracion del tejido corneal.
Ademas, la velocidad de degradacion tiene un impacto directo en la estabilidad
dimensional de los hidrogeles: un material que se degrada rapidamente

perdera su estabilidad dimensional de la misma forma (M. Li et al., 2023).

En nuestra investigacion, se realizaron pruebas de degradacion hidrolitica a
las formulaciones seleccionadas utilizando soluciones con 3 valores de pH.
Sus etiquetas MES, PBS y Tris estan en funcion del buffer utilizado en la
elaboracién de cada solucion, siendo MES la solucién acida (pH 4.0), PBS la

solucién neutra (pH 7.0) y Tris la solucién alcalina (pH 10.0).
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Al cabo de tres semanas todas las formulaciones perdieron masa como se
puede observar en la grafica de la Figura 29. En ella es posible advertir que la
formulacion 34 es la mas degradada. Esto, posiblemente se deba a que en su
elaboracién se utiliza el doble de gelatina que en las otras formulaciones
utilizando el mismo volumen de reticulador, de este modo, una buena parte de
la gelatina no se encontraria reticulada y sus cadenas estarian expuestas a la

accion disolvente e hidrolitica de medio.

Degradacion pH 4 | Degradacion pH 7 |Degradacién pH 10

* %k
100- |—|
80-
X 60~
(1]
8 40-
=
20-
0_

4 10 28 34| 4 10 28 34| 4 10 28 34
Figura 29. Grafico de la degradacion hidrolitica de las formulaciones. porcentaje de
masa a las tres semanas de estar en solucién acida (MES), neutra (PBS) y alcalina (Tris).
La gelatina como se discutié previamente se disuelve en medios acidos y
basicos (Benjakul & Kittiphattanabawon, 2019), lo que podria explicar la mayor
tasa de degradacién observada en la formulacion 34. Por otra parte, la
formulaciéon 10 es la menos afectada por la degradacién. Posiblemente
asociado también a su composicidon (gelatina y Poli-D-lisina) y la afinidad
electrostatica entre los grupos carboxilo (acidos aspartico y glutamico) de la
gelatina (Hafidz et al., 2011) que pueden llevar una carga negativa a pH neutro
y alcalino. Mientras que la Poli-D-lisina es un polipéptido de lisina, tiene grupos
amino que son basicos y por lo tanto pueden llevar una carga positiva a pH
neutro y basico (Carey & Robert, 2011, pp. 1032-1033). Es importante notar

que el estroma corneal tiene un pH neutro y variaciones en su pH provocan
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alteraciones en su morfologia y transparencia (Huang & Meek, 1999; Kostyuk
et al.,, 2002), siendo asi, las formulaciones 4, 10 y 28 tienen tasas de
degradacion similares a pH neutro conservando el 75% de su masa inicial a

las 3 semanas, lo que nos permitiria trabajar con ellas a plazos mayores.

Al realizar el analisis estadistico entre las formulaciones, solo se observaron
diferencias significativas entre las formulaciones 10 que presentd la mayor

resistencia a la degradacion en las tres disoluciones y 34 a pH alcalino.

Otro parametro importante en la degradacion de los biomateriales es su
resistencia a la accién enzimatica. En nuestro caso, un implante corneal se
encontraria expuesto a la accion de las colagenasas y las lisozimas. Las
colagenasas son enzimas que descomponen el colageno en sus enlaces
peptidicos y estan relacionadas con las lesiones tisulares (Asociacion
Argentina de Dermatologia. & Cevallos, 2015) y las lisozimas presentes en la
lagrimas y responsables de la degradacién de la pared de algunas bacterias
al romper sus enlaces glucosidicos (Rennie & Parsons, 1981; Tanaka et al.,

2021) y también de la degradacion del quitosano (LonCarevic et al., 2017).

Romo et al. comparé la degradacion por colagenasa sobre peliculas de
gelatina reticulada y sobre peliculas de colageno, demostraron que la gelatina
presenta mayor resistencia a la accion de la enzima colagenasa manteniendo
porcentajes de masa cercanos al 80% a las 24 h, que el autor asoci6 al grado

de reticulacion con lactosa (Romo-Valera et al., 2021).

73



En nuestra investigacion, solo se evalud la degradacion con lisozima. Esta
resulto ser muy agresiva con las formulaciones que contenian quitosano
impidiendo su manipulacion en menos de 14 dias en muchos de los casos. La
grafica de la Figura 30 muestra el promedio de masas recuperadas al cabo de

2 semanas en solucion enzimatica.

Degradacion Enzimatica a 14 dias

* %k
* %k %k |
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* | % %
1
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X
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- !_I_[
0 I |
4 10 28 34

Formulaciones

Figura 30. Gréfica de la degradacién enzimatica. Porcentaje de masa al cabo de 14 dias
para las 4 formulaciones desarrolladas. Elaboracion propia.

Acorde al parrafo anterior, la lisozima no tendria el potencial de participar en
la degradacién de la gelatina ni de la Poli-D-lisina. Esto explicaria que la
formulacion 10 compuesta solo por gelatina y Poli-D-lisina lograban conservar
mas masa que las otras tres formulaciones. Entre los valores obtenidos, solo
los pares de formulaciones 4-28 y 10-28 no presentaron diferencias
significativas a un valor de p < 0.05. La degradacién de nuestras formulaciones
presenta a su vez una diferencias significativas entre la formulacion 34 y las

otras tres con valores de p inferiores a 0.001.

En resumen, la formulacion 34 es la que presenta mayores diferencias con las

otras formulaciones, ya sea en la degradacién hidrolitica en funcién del pH
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(particularmente en pH alcalino) como en la degradacion enzimatica. Siendo
la principal diferencia entre su composicién poseer el doble de la cantidad de
gelatina que el resto de las formulaciones. Siendo asi, es posible que gran
parte de la masa perdida corresponda a parte de la gelatina que no logro
reticular e inmerso en las soluciones degradantes se desprenderia con

facilidad del constructo.

2.7. Citocompatibilidad

Cuando un material, sin importar su origen natural o sintético, esta destinado
a interactuar con sistemas biolégicos se le denomina biomaterial (Biswas &
Datta, 2021). Los biomateriales son diversos, siendo la piedra angular de la
ingenieria de tejidos y medicina regenerativa por su potencial para imitar la
matriz extracelular y promover la regeneracion tisular acorde a sus disefos y
propiedades quimicas, fisicas, mecanicas y biolégicas, permitiendo su uso en
la creacion de tejidos biolégicamente funcionales, utilizando andamios, células
y factores bioactivos (Dharadhar & Majumdar, 2019) para la reparacion y
fijacion 6sea (Saraswathy et al.,, 2021), creacion de dispositivos médicos
(Festas et al., 2020) y para el tratamiento y reparacidon de heridas cutaneas
(Wei et al., 2022), entre otros (X. B. Chen et al., 2023; Han et al., 2022). Entre
las caracteristicas con las que deben contar los biomateriales, se encuentra la
citocompatibilidad. Este es un concepto particularmente importante en el
contexto del crecimiento celular y la regeneracién corneal (Romo-Valera et al.,
2021). Es de esperar que un biomaterial candidato pueda interactuar con su
entorno bioldgico sin provocar una respuesta inmune, proporcionar un
microambiente tridimensional para contener células vivas y apoyar la
diferenciacion guiada, permitir la secrecibn de matriz extracelular y la

regeneracion tisular (Reis & Gilsonnkhangg, 2019).

Evaluar la interaccion entre nuestras formulaciones y un entorno bioldgico in
vitro nos da informacion relativa su citocompatibilidad y una primera
aproximacion a su biocompatibilidad. Nosotros evaluamos nuestras 4
formulaciones seleccionadas de hidrogel utilizando fibroblastos. En la cornea,
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los fibroblastos son un tipo celular diferenciado de los queratocitos del estroma
y estan implicados en la respuesta inmune, diferenciacion y cicatrizacién de
heridas (S. E. Wilson, 2020).

Nuestros resultados evidenciaron una reducida adhesion de fibroblastos sobre
la formulacion 4, resultado que contrasté con una alta adhesién celular de las
otras 3 formulaciones. La principal diferencia entre la formulacion 4 y las otras,
radica en uno de los precursores reticulado junto a la gelatina. La formulacion
4 es la unica que no tiene Poli-D-lisina entre sus componentes y como se
menciono previamente, la Poli-D-lisina se relaciona con la adhesion celular y
su ausencia en la formulacion 4 seria la responsable de su baja adhesién
celular. Si bien, se desconoce el motivo por el cual ocurre dicha adhesion, es
asumido que se encuentra relacionada con la atraccion electrostatica entre las
cargas eléctricas negativa de la membrana celular y la positiva de la Poli-D-
lisina a pH fisiologico. La carga negativa de la membrana se fundamenta en la
distribucion heterogénea de sus fosfolipidos. Los fosfolipidos neutros como la
esfingomielina y la fosfatidilcolina se encuentran en su mayoria en la capa
externa de la membrana plasmatica. Los fosfolipidos anionicos como el acido
fosfatidico, fosfatidilserina, fosfatidiletanolamina, fosfatidilinositol bi y tri fosfato
se localizan principalmente en la capa interna de la membrana plasmatica. Los
grupos fosfato del grupo de cabeza lipidica tienen valores bajos de constante
de disociacion acida (pKa), lo que significa que tienen una carga negativa a
pH fisiologico. Esta carga negativa de fosfolipidos anidnicos es responsable
de la carga de la capa interna de la membrana plasmatica. Esta capa, atrae y
une iones cargados positivamente, proteinas y motivos peptidicos (Bogdanov
et al., 2020; Y. Ma et al., 2017). Como prueba de lo anterior, al medir la
proliferacion de fibroblastos sobre las 4 formulaciones, la numero 4 no cubrid
el 20% de la superficie observada. Por el contrario, en las formulaciones 10 y
28 los fibroblastos continuaron poblando la superficie hasta las 72 h.
Similarmente, la tasa de sobrevida de fibroblastos fue nula en la formulacion

4 mientras que, en las otras 3 formulaciones, supero el 80% de sobrevida.
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Respecto a nuestros resultados y al compararlos con los previamente
obtenidos por Ratanavaraporn et al., quien compard el cultivo de fibroblastos
en andamios de colageno y gelatina reticulados por el método de
deshidratacion térmica, encontraron que ambos andamios poseian
propiedades de biocompatibilidad y fisicoquimicas comparables entre si. Sin
embargo, los de gelatina se degradaban con mayor rapidez y, por ello,
requieren modificarse adicionalmente mezclandose con otros materiales o
mejorando la técnica de reticulacion para disminuir su velocidad de
degradacion (Ratanavaraporn et al., 2006). Por otra parte, Romo et al. evalué
células corneales epiteliales y fibroblastos en peliculas de colageno de soja y
gelatina reticulada con lactosa, comprobando que sus formulaciones de
gelatina con acido lactico poseian mejor viabilidad a las 72 h que aquellas de
colageno para ambas lineas celulares al igual que sus propiedades O6pticas,
que, segun el autor se debid a los métodos de preparacion y entrecruzamiento
del material (Romo-Valera et al., 2021). En particular, las conclusiones de
Romo et al. potencian la idea principal de nuestro trabajo de investigacién que
es reducir el costo de los biomateriales utilizados para el tratamiento de la
ceguera corneal, al confirmar que la gelatina puede competir con el colageno

en la investigacion relativa a sustitutos y regeneracion corneal.

En la Figura 31, el panel A contiene las fotografias de campo claro tomadas a
las formulaciones durante tres dias consecutivos. En ellas es evidente la gran
diferencia que existio entre los hidrogeles y la cantidad de células observables
en sus superficies. En la Figura 31B, se presentan las graficas y analisis de
significancia estadistica del area cubierta por células de cada formulacion (del
panel A), Es posible advertir que, al cabo de las 72 horas, la formulaciones 4
y 34 son las que tienen mayores diferencias respecto del control con valores
de p < 0.0001. Por su parte, el panel C de la Figura 31 muestra solamente las
fotografias de fluorescencia con un color azul para las células marcadas con
DAPI. Solo se muestran las formulaciones con adhesién celular, estas fueron
la 10, 28 y 34.
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La grafica de la Figura 31D representa la tasa de sobrevida celular
determinada a las 72 h. Entre las referencias consultadas no se indican valores
buenos o malos para en la evaluacion de la citocompatibilidad ya que, no es
una valor binario, mas bien son variables que se pueden modular en funcién
de una aplicacion especifica y al respecto, nuestros resultados evidencian el
potencial que tiene la Poli-D-lisina para ser considerada como parte de las

formulaciones y un posible modulador de la citocompatibilidad.

De esta forma damos por completado el segundo objetivo especifico, donde
se ha demostrado que las 4 formulaciones cuentan con propiedades 6pticas,
térmicas e hidratacion comparables a las del tejido corneal y al menos 3 de

ellas permitieron la adhesion de fibroblastos en su superficie.
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Figura 31. Citocompatibilidad de formulaciones. En A, imagenes de campo claro de las
formulaciones; en B. grafica del area porcentual ocupada por las células; en C imagenes
con tincion DAPI para evaluar la sobrevida celular; y en D, las graficas de sobrevida celular.
Elaboracién propia.
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3. Resultados y discusion del tercer objetivo especifico

Una de las ventajas de trabajar con materiales multilaminados es que el
conjunto de laminas apiladas puede contener distintas concentraciones de un
elemento con alguna actividad particular. De tal modo, se puede crear un
gradiente espacial dentro del andamio, como lo sugiridé Niu et al. en su
investigacion sobre andamios con gradiente integrado para la regeneracion
simultanea de hueso subcondral y cartilago (Niu et al., 2023). Esta idea de
aplicar gradientes al apilamiento laminar en la regeneracion corneal nos
permitiria crear ambientes idoneos para la reestructuracion tisular, acorde a
los cambios morfolégicos mencionados previamente en el estroma corneal.
Similar a lo realizado por He et al.,, quienes desarrollaron estructuras
bilaminadas para la regeneraciéon corneal compuestas por diacrilato de
polietilenglicol (PEGDA) y metacrilato de gelatina (GelMA). Este ultimo es un
polimero fotocurable, junto a un fotoiniciador como el fenil-2,4,6-
trimetilbencenoil fosfinato, utilizado por He. El constructo bilaminar se realizé
con una bioimpresora 3D del tipo de procesamiento digital de la luz. Esta
bioimpresora permitié fotocurar la mezcla de hidrogeles en forma de domo. Si
bien no crearon las laminas de forma individual (como en nuestro caso), en su
bioimpresién utilizaron dos biotintas con una mezcla de los polimeros
mencionados, diferenciados por las lineas celulares destinadas a regenerar el
estroma y al epitelio. Por lo tanto, la uniéon de las capas que formaron su
constructo bilaminar fue la propia reticulacion in situ de sus polimeros (B. He
etal., 2022). Esta forma de crear sistemas bilaminados sobre un sustrato unico
tiene cierta aproximacién con la construccion de nuestro hidrogel trilaminar, el
cual construimos al sumergir y apilar las laminas en solucion de hidrogel con

la cual se entrecruzaron in situ.

Varios anos antes, Pérez et al. también crearon un material bilaminar para la
regeneracion corneal. Unieron secciones de tejido corneal de conejo a un
hidrogel de poli(6xido de etileno), entrecruzados covalentemente por radiacion

de haces de electrones (Perez et al., 1995). La reticulacion por radiacion de
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haces de electrones es una técnica mediante la cual un material es
bombardeado por electrones de alta energia que, al interactuar con la materia,
pueden romper los enlaces mas susceptibles (como los enlaces de hidrogeno)
y formar radicales libres y con ellos nuevos enlaces. El poli(éxido de etileno)
es un polimero biocompatible, reticulable por este método en sus grupos
terminales -OH (Mahdy et al., 2022).

En nuestro caso, los adherentes fueron las laminas de cada formulacién y
como adhesivo utilizamos una solucién basada en la formulacion 10 por tener
la mayor transmitancia en el espectro UV-vis (Figura 23). Cuando el adhesivo
se introdujo entre las laminas hidratadas en agua, estas no lograron una buena
adhesion, separandose algunas de ellas con facilidad al ser manipuladas como
se puede ver en la Figura 30A. Una mejor adhesion interlaminar se presento

cuando las laminas eran hidratadas en la formulacion cemento (Figura 30B).

Figura 32. Fotografias de los constructos trilaminares liofilizados. En A se observa la baja
adhesion interlaminar obtenida al hidratar las laminas en agua. En B sistemas trilaminares
bien adheridos cuando sus laminas son hidratadas en el adhesivo

La Figura del anexo A3 muestra fotografias por microscopias de campo claro
de un constructo trilaminar hidratado y luego de ser liofilizado.

En la construccién de los hidrogeles multilaminados, la forma en que se unen
sus laminas es un factor crucial y determinante en sus propiedades. La
eleccion de la quimica de unién depende de la aplicacion especifica y de las
propiedades deseadas del adhesivo, como resistencia, reversibilidad,

estabilidad y respuesta a estimulos externos sin dejar de lado que los

81



hidrogeles tienen superficies humedas, deformables y una reducida cantidad
de grupos funcionales disponibles (Bovone et al., 2021). Conforme a lo
anterior, es muy probable que la baja densidad de grupos funcionales
expuestos en las superficies de los hidrogeles hidratados en agua no logro
crear una cantidad adecuada de enlaces covalentes entre las laminas
adheridas. Esto no sucedié en el conjunto de laminas que se hidrataron en el
adhesivo. En estas ultimas, el adhesivo penetra e hidrata completamente las
laminas. De este modo, nuestro adhesivo cubre una mayor superficie de
contacto de los adherentes y por consecuencia, tiene una mayor probabilidad
de crear enlaces covalentes y asi la adhesion pudo sostenerse. La Figura del
anexo A4 tiene una imagen de microscopia SEM en la cual se destaca con

colores el adherente y el adhesivo de un constructo trilaminar.

La Figura 31 tiene imagenes de microscopia SEM de los constructos creados
con la formulacion 4. En ellas, los sistemas trilaminares para la formulacion 4
en laimagen SEM de la Figura 31A se ve con claridad extensas separaciones

interlaminares cuando son hidratadas en agua. Mientras que, en la imagen

Figura 33. Microscopias SEM de sistemas trilaminares de la formulacion 4. En A hidratados
en agua, en B hidratados en adhesivo.
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SEM de la Figura 31B, el sistema trilaminar construido hidratando las laminas

en el adhesivo muestra sus laminas firmemente unidas.

Otro conjunto de imagenes SEM de los sistemas trilaminares se encuentran
en la Figura 32. En ella se muestran estructuras trilaminares construidas por
laminas hidratadas en agua Figuras 32B-E y las construidas con laminas
hidratadas en el adhesivo en las Figuras F32F-I. Al observar con detencién
dichas imagenes de los hidrogeles, no fueron muy similares a la imagen SEM
corneal de la Figura 32A. Resultd evidente como el método por el cual fueron
hidratadas, nos permitié6 modificar sus estructuras, algo importante cuando se
requiera construir estructuras personalizadas modificando el numero y espesor

laminar.

Cornea Formulaciones trilaminares

Figura 34. Microscopias SEM de cérnea y formulaciones trilaminares. En A una seccion
transversal corneal; B-E estructuras a partir de laminas hidratadas en agua; F-I estructuras
a partir de laminas hidratadas en adhesivo. Elaboracion propia.
Profundizando en el tema de la adhesidn, esta se orienta principalmente a la
descripcion de las interacciones que permiten unir un material a otro. En el
caso de los hidrogeles con fines regenerativos, Bovone y Taboada las
describen como 4 "uniones de adhesion" o interacciones por las que un

hidrogel se puede unir a otra superficie, sea o no otro hidrogel. Estas
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interacciones son las covalentes, covalentes dinamicas, electrostaticas y
"otras interacciones" (Bovone et al., 2021; Taboada et al., 2020). Brevemente,
los enlaces covalentes permanentes C-C, C-N, Si-O-Si proporcionan uniones
de adhesion fuertes e irreversibles. Dichos enlaces requieren que los
adherentes posean grupos funcionales complementarios 0 que sean
modificados quimicamente para que los tengan (Yang et al., 2020). De forma
similar realizamos la construccion de nuestros sistemas trilaminares, donde
utilizamos una mezcla de hidrogeles (gelatina y Poli-D-lisina) y un agente de
reticulacion (el glutaraldehido) como adhesivo. Este adhesivo se reticulaba in
situ, formando enlaces covalentes entre los grupos amino disponibles en las
laminas de las formulaciones, los grupos amino de la Poli-D-lisina y la gelatina

disueltas del adhesivo con los grupos aldehidos del glutaraldehido.

Otro valor con importancia es la porosidad. La Figura 33 tiene las graficas que
donde fue posible comparar los valores obtenidos, luego del procesamiento de
imagenes con el software ImagedJ. Vimos en dicho grafico, que el tamafo de
los poros corneales (31.8 um?) no se alejaba de los obtenidos en los hidrogeles
trilaminares 4 (23.0 um?), 10 (28.5 ym?) y 34 (24.5 ym?). Por el contrario, el
hidrogel trilaminar de la formulacion 28 tuvo poros con un tamano en promedio
cercano al doble del corneal (59.5 um?). Estadisticamente solo la formulacion
28 presentd una diferencia estadisticamente significante respecto de la
porosidad corneal. Esta diferencia, posiblemente esté relacionada a la
presencia de microburbujas de aire contenidas entre las laminas al ser

adheridas y a la seccion analizada.

Los poros de los hidrogeles tienen influencia en la viabilidad y migracién celular
(Hori et al., 2018; Pezeshkpour et al., 2021). A nivel ocular, también se ha
reportado la implicancia de los poros de los hidrogeles y utilizados en el estudio
de la regeneracién corneal. Al respecto, Khosravimelal et al, realizaron una
revision de varios hidrogeles para la regeneracion corneal, en su revision
indico que hidrogeles porosos a base de acido hialurénico, PEG y poloxamero,

y HEMA tienen estructuras porosas que potenciaron la viabilidad celular
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Figura 35. Grafico del tamafio de poro de cérnea y los hidrogeles
trilaminares.

corneal (Khosravimelal et al., 2021). Es importante notar que la porosidad de
los hidrogeles esta condicionada al método de produccion y su reticulado
(Annabi et al., 2009; Xiao et al., 2011). Acorde a nuestros hallazgos y la
bibliografia, creemos que es posible optimizar la estructura tridimensional y
tamafno el de los poros de nuestros hidrogeles y asi, optimizar la
citocompatibilidad tanto con los fibroblastos utilizados en esta investigacion,
como también en otros modelos celulares, especialmente de origen corneal
como las epiteliales, queratocitos estromales y las células madre del limbo

esclerocorneal.

De forma complementaria, a las estructuras trilaminares se evalué su
transmitancia. Debido al aumento de espesor del material, se asumié una
reducciéon de sus transmitancias acorde a la ley de Lambert-Beer que
establece la directa dependencia de la absorbancia con la longitud del camino
optico y la concentracion de los constituyentes del espécimen estudiado (L. Li
et al., 2022). Dicha suposicién, se plasmdé cuando comparamos las

transmitancias de las 4 formulaciones mono y trilaminares graficadas en la
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Figura 34. En dichas graficas, fue evidente la disminucion de la transmitancia
entre los hidrogeles monolaminares y los trilaminares. Entre los 300 nm y 400
nm la transmitancia de las formulaciones trilaminares tuvo disminuciones, que
van desde un 96% en la formulacién 4 hasta un 8% en la formulacion 10
respecto de sus valores monolaminares. En el rango visible (450 nm-700 nm),
en promedio la transmitancia disminuyo en un 6.9%. Si bien, seria provechoso

obtener los coeficientes de absorcion de nuestros materiales, por ser utiles en
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Figura 36. Graficas de transmitancia para hidrogeles monolaminares y trilaminares. En A
las transmitancias monolaminares y en B transmitancias trilaminares. Elaboracién propia.

la personalizacion de las propiedades Opticas y geométricas en la elaboracion
de nuestros materiales, este no era el objetivo del presente trabajo. Sin
embargo, creemos que es indispensable abordar esto posteriormente, puesto
que, conocer esos coeficientes nos permitiria, disefiar la geometria de

hidrogeles multilaminares de forma personalizada.

Adicionalmente, nuestro material demostro tener la flexibilidad necesaria para
adoptar la forma de un domo, imitando la curvatura corneal, cuando se
construyé el material trilaminar sobre un molde convexo con una curvatura
similar al corneal. Estos hidrogeles trilaminares con forma de domo fueron
analizados por tomografia de coherencia 6ptica y sus imagenes se pueden
observar en la Figura 35. Con esta herramienta, fue posible evaluar el espesor
central de cada constructo cuando estan completamente hidratados, siendo

los siguientes valores obtenidos para los hidrogeles trilaminares de la
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formulacion 4: 429 uym (Figuras 35A); de la formulacién 10: 534 um (Figura
35B); de la formulacion 28: 494 uym (Figura 35C) y de la formulacion 34: 797
um (Figura 35D). Estos valores se encuentran cercanos a los de corneas
humanas cuyos valores rondan las 526 ym (Annamary Stanislaus et al., 2021).
Para nuestro interés, es importante senalar que el espesor del hidrogel podria
ser personalizado variando los volumenes utilizados en la creacion de las
laminas. La superficie de los constructos eran lisas y transparentes como una
cornea natural en la tomografia de coherencia 6ptica. También se pueden
apreciar lineas de hiperreflectancia éptica que recorren toda la extension de
los hidrogeles y que, corresponde a las interfaces de las laminas apiladas.
Estas son completamente esperables, pues, como ya se habia mencionado
previamente, las laminas y el adhesivo tienen distinto indice de refraccion vy,
ademas, como se vio en las imagenes SEM, los hidrogeles trilaminares

presentan cambios morfolégicos a lo amplio de su espesor.

Figura 37. Tomografias de coherencia éptica de hidrogeles trilaminares con forma de
cornea. en A la formulacién 4; en B la formulacién 10; en C la formulaciéon 28 y en D la
formulacién 34.
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Con lo anterior en mente, podemos inferir que es posible construir nuestros

hidrogeles trilaminares con geometrias personalizables.

Para finalizar la seccién de resultados, es importante advertir a los lectores
que nuestro trabajo presento limitaciones que mermaron, pero no impidieron
la ejecucion de los objetivos planteados. Entre estas limitaciones, encontramos
los acontecimientos sanitarios y revueltas sociales vividas en pais mientras se
desarrollaba esta trabajo. Estas impidieron la ejecucion de varias de las
pruebas y ensayos que se harian por colaboracion fuera de la Universidad y
en el extranjero. Debido a lo anterior, fue necesario realizar una serie de
cambios en la estructura y ejecucion del proyecto original y de esta forma
poder desarrollar una investigacion algo reducida, pero solida en su forma y
ejecucion sin perder su foco, que era la busqueda de materiales asequibles
que puedan reemplazar los costosos biomateriales actuales destinados a la
regeneracion y tratamiento de la ceguera corneal. Asi, aportar con nuestros
materiales a mejorar la accesibilidad e impulsar la innovacion y el progreso en
este ambito critico de la medicina regenerativa. A modo de proyeccion de la
investigacion realizada, creemos que incorporar a la investigacion parametros
como la difusion de gases, optimizacion e implicancia de los espesores y
numero de laminas en la construccidn de los hidrogeles y sin dejar de
considerar los coeficientes de absorbancia de la ley de Lambert Beer de
nuestros materiales. Sumar a estos, evaluar la citocompatibilidad con otras
células corneales (epiteliales, endoteliales y estromales) y finalizar con la
incorporacion de la bioimpresion, una nueva e innovadora herramienta que nos
permitira crear los constructos multilaminares con una distribucion y control
espacial de sus constituyentes, pensando en la aplicaciéon personalizada de

nuestros modelos a las necesidades especificas de los pacientes.
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VI. CONCLUSIONES
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Las propiedades fisicoquimicas evaluadas a los constructos laminares
seleccionados a partir gelatina, quitosano y Poli-D-lisina tienen el potencial de
ser utilizados en modelos para el desarrollo de materiales destinados a imitar
propiedades corneales utilizando una pequefia fraccién del costo de los

materiales actuales como el colageno.

De las formulaciones seleccionadas, las que contenian Poli-D-lisina
presentaron adhesion y proliferacion celular con fibroblastos y dandoles el
potencial para ser utilizadas como plataformas para el cultivo de células

corneales en ingenieria de tejidos.

La mezcla de gelatina y Poli-D-lisina puede ser utilizado como agente
hidratante y adhesivo entre laminas de las formulaciones seleccionadas para
la construccion de estructuras multilaminares con geometrias que pueden

asemejar la curvatura corneal.
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ANEXOS

Imagenes Complementarias

Figura A1. Equipamiento utilizado. A:eEspectrofotometro UV-vis; B: espectrofotometro IR;
C: campana; D: estufa de vacio; E: liofilizador; F microscopio de campo claro; G: Camara
de radiacién UV; H: placa calefactora con agitador magnético; I: CNC laser. Elaboracion

propia.
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Esquema de la reticulacién con glutaraldehido
La Figura A2 muestra el esquema que detalla los pasos involucrados en el
proceso de reticulacidn con glutaraldehido con gelatina, quitosano y poli-D-

lisina, utilizando como ejemplo la reaccion entre, un grupo aldehido del

glutaraldehido y la amina del péptido lisina.

Figura A2. Esquema de la reaccion entre las aminas y aldehidos. Esta reaccién gobierna
la reticulacién de los precursores gelatina, quitosano y Poli-D-lisina por medio de
glutaraldehido. En A un esquema resumido de la reaccion y en B un esquema completo
con los 5 pasos que involucran la reaccién. Modificado de Quimica Organica, novena

edicion (p. 709) por Carey y Giuliano, Mc Graw Hill Education.
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Paso 3: deshidratacién que comienza con la protonacion del hemiaminal en

H
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Paso 4: el hemiaminal protonado pierde agua para formar un carbocation.
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Paso 5: el carbocation es el acido conjugado de la imina. La transferencia
de un protoén al agua forma la imina
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Imagenes de los constructos trilaminares

Figura A4. Microscopias de campo claro de hidrogel trilaminar. En la fotografia A un

hidrogel trilaminar hidratado y en la fotografia B el mismo hidrogel trilaminar liofilizado.
Elaboracién propia.

Figura A3. Microscopia SEM de hidrogel trilaminar destacando adhesivo y adherente.
Arriba una seccion transversal que muestra los detalles del hidrogel y el adhesivo. Abajo,

el recuadro destaca en color rojo el adhesivo sobre y entre laminas (adherentes) de color
verde. Elaboracion propia.

124



Figura A5. Microscopia SEM de hidrogeles trilaminares elaborados. Formulacion 4 en A;
formulacion 10 en B; formulacion 28 en C y formulacion 34 en D. Elaboracion propia.
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Estructuras moleculares, protonacion y solubilidad de alginato y
quitosano.

Las estructuras moleculares de los precursores alginato y quitosano fueron los
polisacaridos pensados inicialmente para construir la estructura de nuestro
material de interés. En las primeras disoluciones, el alginato y el quitosano se
observaron precipitados; para el alginato en solucion acida y para el quitosano
en solucion neutra. Parte de la explicacion de esos resultados se atribuy¢ al
estado de protonacion adquirido por el quitosano al abstraer un protén de un
ion hidronio de la solucién acida. Para representar graficamente esos cambios
se utilizo el software MarvinSketch v.23.5. Este software, nos permitio
mediante algoritmos de simulacion prestablecidos, conocer los estados de
protonacién y crear una curva de solubilidad en funcién del pH para alginato y
quitosano. Para el caso del alginato, su estructura muestra sus grupos
carboxilo en su configuraciéon de ion carboxilato (Figura A6 A) en solucion
acuosa a pH 7.4. Al reducir el valor del pH en la simulacion a 2.2, algunos
carboxilos se protonan al abstraer protones del hidronio circundante (Figura
A6 B). La solubilidad del alginato en funcion del pH de la disolucion es
graficada en la Figura A6 C. En dicha grafica la baja solubilidad alcanzada del
alginato se corresponde con los precipitados hallados en la disolucion de acido
acético. De igual forma, la Figura A7 contiene las estructuras para el quitosano
a pH 7.4 (Figura A7 A), estructura protonada a pH 2.2 (Figura A7 B) junto a su
curva de solubilidad (Figura A7 C).
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Consentimiento informado

Por medio de wuna colaboracién fue posible conseguir algunas
caracterizaciones de tejido corneal humano. Este, correspondia a un
remanente quirurgico donado para investigacion. La Figura A8 tiene la
fotografia del Consentimiento Informado compartida por la colaboracién de
Fallon Garcia, Magister Ciencias Médicas mencion Biologia Celular y Biologia
Molecular de la Universidad de Valparaiso.

L sy

RED OFTALMOLOGICA CONSENTIMIENTO INFORMADO
En Vifa Del s, Clinics ORtalmolégica 1SV a 1a fecha de 3 @OVMEE 0 e
2022.

1. Este estudio que se realizard se titula: “Caracterizacion de sustitutos
corneales generados a partir de hidrogeles multilaminares”.

2. El proposito de este estudio es proponer un protocolo de procesamiento
morfométrico para la fabricacién de sustitutos corneales.

3. Se solicita la donacién de remanente corneal nativo para el estudio de este
mediante técnicas histolégicas a realizar en laboratorio de morfologia de la

Universidad de Valparaiso.
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