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Resumen. (250 palabras)

Introduccion: La agarosa nanoestructurada con fibrina es un material usado
recientemente en aplicaciones de bioingenieria, pero aun no conocen las
propiedades fisicas, mecanicas y las caracteristicas topograficas de superficie en
nanoescala.

Objetivo. revisar la teoria y contrastar con algunos resultados previos de laboratorio
en relacién con ensayos sobre andamios de hidrogeles de fibrina agarosa para los
valores de fuerza de perforacion, fuerza de adhesion, como propiedades fisicas y
modulo de elasticidad aparente como propiedad mecanica por valoraciéon con
microscopia de fuerza atomica.

Métodos: Se obtuvieron muestras de hidrogeles fibrina agarosa y se hizo un analisis
preliminar en microscopia de fuerza atdémica (AFM). Se revisaron articulos de las
bases de datos Pubmed, google scholar y sciencedirect, con unos algoritmos de
busqueda para extraer la informacion acerca de los parametros de analisis en AFM
en muestra de hidrogeles de fibrina-agarosa.

Resultados. Las pruebas preliminares mostraron que la punta piramidal sin

recubrimiento mostré una mejor penetracion en la superficie del material sin generar



desgarros o adhesion al material y no se requirié un adhesivo para fijar las muestras
debido a las caracteristicas del material. La revision tedrica mostré que para
muestras de hidrogeles lo ideal es hacer analisis de AFM en medio liquido con un
buffer, que también puede ser usado como medio de transporte. De igual forma se
recomienda usar cargas bajas y una constante entre k=0,01-0,9 N/m. El tiempo de
contacto ideal es de 100ms y una fuerza maxima de 100 pN por cada indentacion.

Conclusiones: La Microscopia de Fuerza Atdmica se puede usar para el analisis
en escala nanométrica de los geles de fibrina agarosa, pero requiere establecer

unos parametros estandarizados para evitar inconvenientes con las muestra.

Palabras clave (DeCS): Ingenieria de tejidos, Agarosa, fibrina, andamios del tejido,
materiales biocompatibles, regeneracion tisular dirigida, microscopia de fuerza

atomica, hidrogeles.

Abstract (250 words)

Introduction: The nanostructured agarose-fibrin is a material recently used in
bioengineering applications, but the physical, mechanical and surface topographic
characteristics at the nanoscale are still unknown.

Objective. Is to review the theory and contrast with some previous laboratory results
in relation to tests on hydrogel fibrin agarose scaffolds for the values of perforation
force, adhesion force, as physical properties and apparent modulus of elasticity as
mechanical property by evaluation with microscopy of atomic force.

Methods: Samples of agarose-fibrin hydrogels were obtained, and a preliminary
analysis was carried out in atomic force microscopy (AFM). Articles from the
Pubmeds, google scholar, and sciencedirect databases were reviewed with search
algorithms to extract information about the analysis parameters in AFM in a fibrin-
agarose hydrogel sample.

Results. Preliminary tests showed that the uncoated pyramid tip showed better
penetration into the material surface without creating tears or adhesion to the
material and an adhesive was not required to fix the samples due to the
characteristic of the material. The theoretical review showed that for hydrogel



samples, the ideal is to do AFM analysis in liquid medium with a buffer, which can
also be used as a means of transport. In the same way, it is recommended to use
low loads and a constant between k = 0.01-0.9 N/ m. The ideal contact time is 100ms
and a maximum force of 100pN for each indentation.

Conclusions: Atomic f microscopy can be used for the analysis on a nanometric
scale of fibrin agarose gels, but it requires establishing standardized parameters to
avoid inconveniences with the samples.

Keywords: Tissue Engineering, agarose, fibrin, scaffolds, Guided Tissue
Regeneration, atomic force microscopy,

Introduccion.

La ingenieria de tejidos es una ciencia multidisciplinar que tiene por objeto
desarrollar materiales y técnicas para regenerar tejidos vivos a partir de la aplicacion
de conceptos de ingenieria, biologia y otras disciplinas (1). Los tres componentes
importantes que sustentan la ingenieria tisular son las células, los andamios y las
moléculas de sefalizacion (2). Los andamios celulares deben tener propiedades
mecanicas adecuadas que permitan la interaccién biolégica con las células y
estructuralmente debe tener poros con un tamafo suficiente para permitir la

migracion de las células a través de la estructura(3, 4).

La industria ha tenido un interés creciente y progresivo en el desarrollo de nuevos
materiales para andamiaje. Uno de los retos en el desarrollo de estas estructuras
tridimensionales es lograr un biomaterial con buenas propiedades biomecanicas sin
que se pierdan las propiedades biologicas. Una de las alternativas para lograr este
proposito ha sido la utilizacion de mezclas de diferentes materiales durante el

desarrollo (3).

Recientemente se han realizado ensayos con hidrogeles, que son redes poliméricas

hidréfilas tridimensionales que pueden absorber y retener grandes cantidades de



agua, pueden generarse a través de la reticulacion fisica mediante fuerzas
cohesivas débiles, como los enlaces i6nicos o de hidrogeno y las interacciones van
der Waals, o la reticulacion quimica mediante fuerzas covalentes estables que
mejoran las propiedades mecanicas del hidrogel (5). La agarosa, es un hidrogel que
se obtiene en polvo y se puede gelificar mediante termoinduccidn en un
procedimiento sencillo y de bajo costo. Al pasar a un estado de gel, presenta una
densidad similar a los liquidos, pero su estructura se asemeja mas a la de un sélido.
Esta caracteristica le permite mezclarse con muchos otros materiales tanto liquidos

como solidos antes de que se gelifique (6, 7).

Se ha estudiado la combinacién de fibrina con agarosa como un método sencillo
para mejorar las caracteristicas de los hidrogeles (8). Una técnica reciente propone
realizar modificaciones a la agarosa por medio de la técnica de nanoestructuracion,
para mejorar las propiedades del material. Esta técnica se utiliza para mejorar la
calidad del biomaterial, implica realizar cambios en escala nanométrica que afectan
positivamente las propiedades de éste (9). Ademas, durante el proceso se pueden
ajustar las propiedades biomecanicas de los hidrogeles (10).

Los estandares de calidad de biomateriales indican que ademas de las propiedades
bioldgicas, deben cumplir con propiedades fisicas como la resistencia, microdureza
o elasticidad, entre otras (11). También deben tener propiedades mecanicas que
permitan una mejor interaccion con el tejido a reparar (12). Los métodos y ensayos
mecanicos para evaluar estas propiedades de los materiales ya estan
estandarizados (13). Las pruebas mecanicas mas comunes incluyen pruebas de
traccion y compresion. Cada aplicacion requiere un rango diferente para las
propiedades del tejido u érgano nativo (14).

La agarosa nanoestructurada con fibrina (0,1%) es un material recientemente
desarrollado y aunque ha sido eficientemente probado en diferentes tejidos in vitro
(15, 16), hay evidencia que demuestra optimas propiedades biologicas (17), las
propiedades fisicas, mecanicas y las caracteristicas topograficas de superficie no



han sido evaluadas en escala nanométrica. El objetivo del presente estudio es
revisar la teoria y contrastar con algunos resultados previos de laboratorio en
relacion con ensayos sobre andamios de hidrogeles de fibrina agarosa para los
valores de fuerza de perforacién, fuerza de adhesion, como propiedades fisicas y
modulo de elasticidad aparente como propiedad mecanica por valoraciéon con

microscopia de fuerza atomica.

MATERIALES Y METODOS

Tipo de estudio

Se realizé un estudio descriptivo, preliminar in vitro y una revision en la que se
ofrecieron elementos para analizar muestras de hidrogeles de fibrina-agarosa por

medio de microscopia de fuerza atdmica.
Hidrogeles de fibrina-agarosa

Las muestras de hidrogeles de fibrina —agarosa 0,1% se obtuvieron en los
laboratorios de investigacion de la Universidad Antonio Narifio. Se sigui¢ el
protocolo propuesto por la Universidad de Granada (19). La fibrina fue obtenida

desde plasma donado de un paciente en un banco de sangre.

Posteriormente, el plasma fue mezclado (en condiciones ambientales) con 75 ul de
acido tranexamico (Amcha fibrina®) en un tubo estéril. Después se afiadié 500 pl
de CaClzal 2% a la solucién para activar el proceso de polimerizacion de la fibrina.
Finalmente se adicion6 la agarosa tipo VIl pre diluida en PBS (0,02 g/ml) hasta
alcanzar la concentracion final de agarosa de 0.1%. El volumen final se ajust6 con
750 yl de DMEM (Medio de Eagle modificado por Dulbecco®). Finalmente se
vertieron 3ml en 10 placas de Petri y se llevaron a incubar a 37°C hasta lograr la
gelificacion completa (Figura 1A). Como control se utilizé un gel que consistia solo
en agarosa tipo VIl diluida en PBS (0,02 g/ml). Una vez generadas las muestras, 4
de los geles de fibrina-agarosa fueron sometidos a compresion plastica

(nanoestructuracion) a 450g. Las muestras fueron colocadas entre un par de



membranas de filtro de nylon con un tamano de poro de 0,22 um y se comprimieron
entre un par de papeles absorbentes estériles (Whatman de 3 mm de espesor), bajo

una superficie plana de vidrio durante 10 minutos (Figura 1B).

Todos los hidrogeles preparados tenian una forma similar a un disco, y la direccion
de la nanoestructuracién coincidié con el eje principal de la muestra en forma de
disco (Figura 1C). Finalmente, las muestras nanoestructuradas fueron recortadas

en tamafno de 5 x 5 cm para someterlas a los analisis biomecanicos.

Figura 1. Obtencion de hidrogeles de fibrina-agarosa 0,1%

A.Fibrina agarosa sin y con nanoestructuracion

Anidlisis de microscopia de fuerza atémica (AFM)

Una vez obtenidas las muestras fueron llevadas inmediatamente en una caja de
petri pequena sin medio liquido al laboratorio de microscopia de la Universidad de
Los Andes y se analizaron en el microscopio de fuerza atomica (Asylum Research,



modelo MFP-3D-BIO) para realizar analisis topograficos de superficie y pruebas

biomecanicas con nanoindentacion dinamica.

Cada muestra de fibrina -agarosa fue transferida a una caja de petri pequefa y
luego se esperd 5 minutos hasta que lograran la adhesion a la superficie de la caja.

Luego se vertieron 1,5 ml de PBS para hacer el analisis en AFM en medio liquido.

Para la caracterizacion de superficie se utilizd una punta de 15 nm piramidal
(100x0,8 pym) sin recubrimiento (TR800PSA) con una constante (k=0,15 N/m) y una
frecuencia de resonancia de 24 kHz. El tiempo de contacto fue de 100ms y se uso
una fuerza maxima de 100 pN por cada indentacién.

Se utilizé la teoria general de contacto mecanico para el calculo de la fuerza,
adhesion y modulo elastico calculado, a partir de modelos basados en la teoria de
Hertz. Por otra parte, se evaluo la topografia del hidrogel por medio del calculo de
la rugosidad media Ra en 5 puntos de la muestra seleccionados aleatoriamente.Se
utilizé el software de uso libre (Gwyddion®) para realizar las reconstrucciones
tridimensionales. Se obtuvo promedios y desviaciones estandar de las variables
topograficas y biomecanicas.

Recomendaciones teodricas

Se realiz6 una recuperacion de articulos cientificos de los ultimos cinco afios
utilizando el algoritmo “ fibrina agarosa nanoestructurada” y “Microscopia de Fuerza
Atomica” en espafol e inglés en las bases de datos PubMed, ScienceDirect y

Google académico.

Los articulos se seleccionaron por titulo y resumen y sirvieron de base para realizar
las recomendaciones cuando se estudian las propiedades fisicas y mecanicas en
hidrogeles de fibrina agarosa en contraste con los hallazgos en las pruebas

preliminares de laboratorio.
Consideraciones éticas.

El estudio fue aprobado por el comité de ética de la Universidad Antonio Narifio
mediante el numero de radicado 20160801.. Para su formulacion y desarrollo se



tuvo en cuenta tanto los contenidos de la declaracion de Helsinki (20) para los
aspectos bioéticos en general, asi como, las recomendaciones vigentes en
Colombia, la resolucion 8430 de 1993 para investigacion en salud, en la que se
clasifica este estudio como de riesgo minimo (21).

Resultados

Se obtuvo 4 muestras de gel de fibrina agarosa nanoestructurado de los cuales 2
tenian concentracion 0.5% y los otros 2 de 1%. De cada concentracion se produjo
dos matrices con diferente espesor. Las muestras gelificadas se nanoestructuraron
y se llevaron inmediatamente al laboratorio de analisis de AFM y se sumergieron en
PBS (hasta 1 mm por encima). Luego de este procedimiento, se realizd el analisis
dinamico.

Se efectud un ensayo inicial con puntas redondas, que son las indicadas para el
analisis de materiales biologicos elasticos, pero se encontré mucha adhesion en
diferentes puntos de la muestra (Figura 2a) y rupturas en varias zonas. Se opto6 por
realizar el analisis con el mismo calibre de puntas pero con recubrimiento, para
evitar la adhesion que ocasionaba el problema, esto, sin embargo, no logré disminuir
la dificultad en la medicién (Figura 2b). Finalmente se utilizé una punta piramidal sin
recubrimiento que mostré6 una mejor penetracion en la superficie del material (

Figura 2c)

Figura 2
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Una vez realizado el analisis dinamico se hizo una prueba preliminar de superficie

en un area de 20 x 20 ym y se evaluaron caracteristicas superficiales.

ll. Recomendaciones tedricas para ensayos de evaluacién de propiedades

biomecanicas en hidrogeles de fibrina agarosa nanoestructurados.

Se realiz6 una recuperacion de articulos cientificos de los ultimos 10 anos utilizando
el algoritmo “Fibrina Agarosa”y “Microscopia de Fuerza Atémica” en inglés (“Fibrin-
Agarose” AND “Atomic Force Microscopy”) en las bases de datos PubMed,
ScienceDirect, y Google académico. Se utilizdé el operador légico “AND” en
busquedas avanzadas en cada una de las bases de datos. Dada la escasa
informacion producida en relacion con el problema y para cumplir con el objetivo de
la investigacion se realizaron adicionalmente busquedas manuales con el objeto de

establecer y seleccionar los documentos mas relevantes.

Una vez realizada la busqueda en las bases de datos, se encontraron n=2 articulos

en PubMed , n=4 articulos en ScienceDirect, y n=5 en Google Académico.
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Discusion.

Los biomateriales usados en ingenieria de tejido deben cumplir con ciertas
propiedades fisicas y/o quimicas. Con las recientes técnicas de nanoestructuracion
de los biomateriales es necesario también realizar estudios de las propiedades en
escala nanométrica, por medio de técnicas como la Microscopia de fuerza atémica.
Uno de los retos para analizar materiales bioldgicos con esta metodologia es
identificar bien los parametros de analisis como el medio, la fuerza, el tipo de punta,
la teoria de analisis, entre otros. El objetivo del presente estudio es revisar la teoria
y contrastar con algunos resultados previos de laboratorio en relacion con ensayos
sobre andamios de hidrogeles de fibrina agarosa para los valores de fuerza de
perforacion, fuerza de adhesién, como propiedades fisicas y modulo de elasticidad
aparente como propiedad mecanica por valoracion con microscopia de fuerza

atomica.

Para poder obtener un buen analisis de muestras biolégicas con microscopia de
fuerza atémica (AFM) se requiere establecer una serie de parametros previos a la
lectura de las muestras. Gautier y et al en 2015 publicaron la estandarizacion de



parametros para realizar analisis de AFM en muestras bioldégicas como células y
tejidos (18). Dentro de los diferentes aspectos reportados se establecio la
importancia de realizar una calibracion previa del cantiléver. En este estudio,
también se hizo la calibracién antes del analisis de las muestras, en el que se puso
el andamio de fibrina-agarosa nanoestructurada en el lector del microscopio de
fuerza atdmica y se posiciono el laser en varias ocasiones sobre la muestra hasta
obtener el maximo de reflexion. Similar a lo propuesto por Gautier y et al, en el
presente estudio también se hicieron correcciones adicionales por cambios en el
indice de refraccion del medio, para posteriormente ajustar la posicion del fotodiodo
y obtener la mas alta deteccion de la sefal.

Una vez calibrado el equipo se debe determinar la fuerza previamente a la lectura
de las muestras. En este estudio se utiliz6 una fuerza de 100 pN segun los
parametros reportados por Gautier (18) en el que plantea diferentes fuerzas segun
el tipo de muestra, si son células o tejidos biolégicos y la misma naturaleza de los
tejidos. Esto es importante a tener en cuenta porque con mucha fuerza se puede
destruir la muestra, o por el contrario con muy poca no se alcanzaria a realizar un

escaneo correcto.

Una de las recomendaciones de preparacion de las muestras sugeridas por Gautier
(18) es que no se utilice agua como medio para analisis de AFM en medio liquido.
En el presente estudio se utilizé buffer fisioldgico salino (PBS) como lo sugiere Park
y et al, en su estudio (19), en el que analizaron muestras de un gel de agarosa al
2% y 3% y utilizaron también PBS. Esto se debe a que posiblemente el agua puede
generar interacciones electrostaticas que pueden alterar los resultados y el PBS no

contiene iones que afecten estas condiciones.

Radic y et al utilizaron puntas siliconadas (TESP®, Veeco®) para realizar los
analisis de muestras de geles marinos que tienen una estructura similar al gel de
agarosa utilizado en presente estudio, en el cual, se hizo pruebas con puntas
siliconadas pero no mostraron diferencias (20). Para la presente experiencia

realizada también se utilizaron puntas redondas similares a las utilizadas por Blinc



y col, en su estudio en el que usaron puntas redondas de SisNs4 para evaluar
muestras de fibrina durante el proceso de fibrindlisis (21). En el presente estudio se
usaron piramidales porque las redondas fueron mas suceptibles a adherirse a la

muestra, como se observo en los graficos anterioremente expuestos.

Por otra parte, las recomendaciones de Radic y et al (20) tienen que ver con que se
realice una adquisicion de imagenes en el modo contacto de n=512 muestras por
linea, similar a los parametros del estudio que se realizé aqui en el que también se
utilizé la misma resolucion de escaneo. Aunque Radic utilizé el software
Nanoscope™ (Digital Instruments, version V531r1) y para el ensayo del presente

estudio se utilizo el software Gwidion de uso gratuito.

Las graficas de fuerza y deflexion obtenidas en el presente estudio mostraron
diferentes errores tanto en la fase de aproximacion como en la de retraccién, que
fueron ajustadas en el proceso de calibracion. Gautier obtuvo graficas en donde
evidenciaron picos asociados con la adhesion del material, que coincide con las
reportadas en este estudio (18). Estos picos se observan comunmente por la misma

naturaleza de los geles.

También, en el articulo de Li y et al, reportaron que se debe utilizar una constante
entre 0,03 <N/m a 0,09 N/m, para este estudio se utiliz6 una K=0,1N/m. De igual
forma utilizaron el mismo buffer de preparacion de las muestras para el analisis en

medio liquido (22).

Maaloum M y et al, en 1997 reportaron el primer trabajo de microscopia de fuerza

atomica sobre muestras de geles de agarosa en diferentes concentraciones entre



el 1% y el 5%, en el trabajo, tan solo hicieron mediciones del tamafio del poro pero
no realizaron analisis biomecanicos de las muestras (23). Identificaron una relacion
directa entre tamano del poro y concentracion del gel, los geles de menor
concentracion tenian tamafos de poro mas grandes. En los resultados del presente
estudio no fue posible determinar el tamafno de poro dado que ni se presento la

posibilidad de adhesién sobre la muestra.

Finalmente, en cuanto a las propiedades mecanicas y fisicas de los hidrogeles, y en
particular las propiedades elasticas tienen una alta importancia en el campo de la
ingenieria de tejidos. Los tejidos bioldgicos exhiben una amplia gama de valores de
modulo elastico con diferencias hasta de cientos de pascales(Pa). Alam y et al,
encontraron que el modulo elastico de los hidrogeles de agarosa esta relacionado
con la concentracion de los componentes y se puede ajustar segun las necesidades
de uso y aplicacion del biomaterial (24). Usaron concentraciones de 2%, 3% ,4%,
5%, y 6%, en el que evidenciaron optimos resultados con estas concentraciones,
estas fueron distintas a las que se utilizaron en este estudio que fueron de 0,5% y
1% lo que indica que quizas sea la variable que no permitio la correcta obtencion de

imagenes desde el AFM y tendria que ser valorado en posteriores estudios.

Este estudio tuvo como limitaciones en la parte tedrica que solo se tuvieron en
cuenta los estudios cientificos en idioma inglés y espafol, y en tres bases de datos.
En cuanto a la parte experimental la limitacion fue el numero de muestras llevadas
para prueba. Se sugiere realizar el estudio de AFM en la muestra de fibrina-agarosa
con analisis triplicados y siguiendo los parametros que se determinaron en esta

revision.



Conclusiones

Cuando se realiza un estudio de las propiedades fisicas de fuerza de perforacion y
fuerza de adhesion y modulo de elasticidad aparente por valoracion con microscopia
electronica de fuerza atomica se aprecia que se deben usar una punta piramidal
sin recubrimiento, sin necesidad de adhesivos para inmovilizar las muestras .La
revision tedrica mostré que para muestras de hidrogeles lo ideal es hacer analisis
de AFM en medio liquido con un buffer, que también puede ser usado com medio
de transporte. De igual forma se recomienda usar cargas bajas y una constante
entre k=0,01-0,9 N/m. El tiempo de contacto ideal es de 100ms y una fuerza maxima
de 100 pN por cada indentacién. El analisis se puede hacer con modelos adaptados

a partir de la teoria Hertziana.
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