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Il RESUMEN

Se caracterizaron fisicoquimica y biolégicamente membranas tubulares fibrosas de
poli(acido lactico) (PLA) y gelatina. Cuatro tipos de tubos fibrosos se elaboraron por la técnica de
electrohilado. En cada tubo se utilizé una composicién diferente (Fibras de PLA, fibras de gelatina,
fibras de la mezcla de PLA y gelatina y, por ultimo, fibras de PLA y gelatina con arreglo coaxial donde
el PLA fue el nucleo y la gelatina la coraza). A los tubos que contenian gelatina se les realizé un
tratamiento quimico de entrecruzamiento con genipina. Todos los materiales obtenidos se
caracterizaron por SEM, ATR-FTIR, TGA, DSC, XRD y diferentes ensayos mecanicos, también se
realizaron ensayos de viabilidad celular y microscopia confocal de células endoteliales de corddn
umbilical humano (HUVECs) en contacto directo con los materiales. Se observé que cuando la
gelatina se encontraba estable en el material (ya sea por interaccion quimica con el PLA o por
entrecruzamiento quimico), no se solubilizaba, facilitando que las HUVECs tuviesen una base firme
donde adherirse y desarrollarse. Las membranas tubulares tipo nucleo-coraza presentaron
solamente un 50% de viabilidad celular debido a la solubilidad de la gelatina que no se entrecruzé

con el PLA



IV ABSTRACT

A physicochemical and biological characterization were made to different tubular membranes
composed by poly(lactic acid) (PLA) and Gelatin. Four tubular membranes based on PLA and gelatin
were prepared by the electrospinning technique. Each of the four tubes had different arrangement
(PLA fibers, gelatin fibers, PLA-gelatin Blend fibers and PLA/gelatin Core/Shell fibers). The tubes
containing gelatin were crosslinked with genipin. All the manufacturated materials were
characterized by SEM, ATR-FTIR, TGA, DSC, XRD and different mechanical tests. Also, a viability essay
and a confocal microscopy of HUVECs in contact with the materials were carried out. The HUVECs
attached and grown on the materials when the gelatin was stable (either for chemical interaction
between with PLA or for chemical crosslinking) because the non-solubilization of the gelatin
provided a firm base to the cells. Only a 50% of cellular viability was observed in the fibers with

Core/Shell structure due to solubilization of non-crosslinked gelatin



1 INTRODUCCION

Las enfermedades cardiovasculares (ECV) son un conjunto de padecimientos que afectan
tanto al corazén como a los vasos sanguineos. Se consideran un enorme problema puesto que segun
datos de la organizacion mundial de la salud (OMS) el 39% de los fallecimientos a nivel mundial
durante el afo 2015 fueron consecuencia de una ECV. Enseguida se muestra una lista de las ECV

(segun la OMS) y una breve descripcidn del sitio donde se presentan:

e Cardiopatia coronaria: enfermedad de los vasos sanguineos que irrigan el musculo
cardiaco.

e Enfermedades cerebrovasculares: enfermedades de los vasos sanguineos que
irrigan el cerebro.

e Arteriopatias periféricas: enfermedades de los vasos sanguineos que irrigan los
miembros superiores e inferiores.

e Cardiopatia reumatica: lesiones del musculo cardiacoy de las vélvulas cardiacas debidas
a la fiebre reumdtica, una enfermedad causada por bacterias denominadas
estreptococos del grupo A.

e (Cardiopatias congénitas: malformaciones del corazdén presentes desde el nacimiento.

e Trombosis venosa profunda y embolia pulmonar: coagulos de sangre (trombos) en las
venas de las piernas, que pueden desprenderse (émbolos) y alojarse en los vasos del

corazony los pulmones.

Dentro de las ECV que involucran alglin padecimiento relacionado con los vasos sanguineos
se encuentran la cardiopatia coronaria, las enfermedades cerebrovasculares, las arteriopatias
periféricas y la trombosis venosa profunda. Entre estas la cardiopatia coronaria se caracteriza por la
formacién de un cimulo ceroso que termina tapando y endureciendo a las arterias que irrigan al

corazon, impidiendo que este sea nutrido y consecuentemente ocasionando un infarto.

Con el propésito de atender la cardiopatia coronaria se han elaborado diferentes procesos
invasivos, los cuales tienen la simple finalidad de reestablecer el flujo de sangre. Basicamente hay
dos métodos, uno que se encarga de extender el diametro de la arteria afectada expandiendo un

stent en el lumen de esta; y otro llamado revascularizacion sanguinea, en el cual se utiliza un injerto
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vascular como vehiculo para llevar el flujo sanguineo desde un sitio sano hacia el sitio afectado.
Ambos procedimientos se utilizan bajo consideracién del médico y tomando en cuenta las
condiciones del paciente. La revascularizaciéon sanguinea tiene como inconveniente el uso de
injertos vasculares ya sea del mismo paciente o de un donador. Si el injerto es del mismo paciente
es necesario realizar una cirugia para la extraccidn de este (comunmente la vena safena, situada en
la parte interior de la pierna en sentido del plano sagital) y si el injerto se extrae de un donador
siempre existe la posibilidad de rechazo por parte sistema inmune del receptor’=. Con el propdsito
de evitar una segunda cirugia o el uso de un aloinjerto, actualmente ya se han elaborado sustitutos
tubulares poliméricos compuestos de politetrafluoroetileno o de polietilentereftalato; sin embargo,
han surgido ciertas problematicas puesto que estos dispositivos presentan fallas mecdnicas como
goteo, extensidn en didmetro, ruptura, entre otros>*. Una segunda aproximacion es el uso de la
ingenieria de tejidos, la cual se basa en injertar un dispositivo al cual previamente se le han cultivado
componentes celulares con la intencidn de que se biomimetice la funcidn vascular y se favorezca la

biocompatibilidad y propiedades mecénicas del dispositivo®.

Para fabricar un injerto en ingenieria de tejidos, los materiales que lo conformen deben ser
biocompatibles y su estructura microscdpica debe favorecer la adhesién y desarrollo celular al punto
en el cual las células sembradas en este, secreten matriz extracelular y promuevan la formacion de
nuevo tejido>®. Uno de los materiales que se ha utilizado ampliamente en ingenieria de tejidos es el
polidcido lactico (PLA). Este poliéster es biocompatible, biodegradable, se puede manipular
facilmente, no es de alto costo y presenta propiedades mecénicas favorables’; a pesar de ello, se ha
observado que es conveniente mejorar sus caracteristicas en cuanto a fungir como anfitridn celular.
Por esta razdn, se sugiere el uso de PLA en combinacién con materiales que tienen una mayor

813 Entre estos tres materiales, el

bioafinidad, por ejemplo, polisacaridos, coldgeno o gelatina
colageno destaca puesto que en su estructura conserva secuencias de aminoacidos denominadas
motivos que resaltan por ser sitios de anclaje celular, no obstante, este material es costoso y su
tiempo de extraccidon muy largo. Por otra parte, resulta atractivo el uso de gelatina, una proteina de
bajo costo derivada de la hidrélisis parcial del coldgeno. En su secuencia, ésta conserva motivos que
le confieren las caracteristicas de adhesidn al coldgeno**’. Sin embargo, la solubilidad en agua de
la gelatina a temperaturas corporales es alta, pero este problema se puede solucionar

entrecruzandola quimicamente. De tal manera que si se plantea elaborar un andamio utilizando

gelatina es necesario incluir un entrecruzante que presente baja o nula citotoxicidad y que

11



preferentemente reaccione con la gelatina ya que este se puede liberar si el andamio se degrada.
Una molécula que en comparacion con otros entrecruzantes (dialdehidos, carbodiimidas,
diisocianatos) satisface estas necesidades es la genipina'®°. La genipina es un producto quimico
(extraido del fruto de la planta Gardenia jasminoides Ellis) que actia como entrecruzante
reaccionando preferentemente con grupos amina primarios. Tomando en cuenta la propuesta de
manufacturar un andamio tubular para ingenieria de tejidos vasculares utilizando PLA y gelatina
como materia prima, se propuso realizarlo por la técnica de electrohilado, puesto que ésta permite
procesar diferentes arreglos al mezclar polimeros y uno de los productos que se pueden obtener

mediante esta técnica son matrices micro o nano-fibrosas?>%..

Con la finalidad de mimetizar la estructura fisica de la matriz extracelular de un vaso
sanguineo, se fabricaron membranas fibrosas tubulares de didmetro promedio 4 mm. La materia
prima utilizada fueron los polimeros biocompatibles PLA y gelatina. Lo novedoso de este estudio
fue que la técnica de electrohilado hizo posible obtener diferentes arreglos tubulares en cuanto a
composicion y estructura de la fibra para asi comparar sus ventajas y limitaciones. Ademas, por un
tratamiento quimico de entrecruzamiento dirigido hacia la gelatina se logré evitar la solubilidad de
los componentes y asi mantener la estabilidad de las membranas tubulares. Se realizaron
caracterizaciones quimicas, fisicas, mecdnicas y celulares a las membranas tubulares como primer

paso de evaluacion hacia su funcién como injerto vascular biomimético.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBIETIVO GENERAL

Estudiar materiales tubulares electrohilados para su potencial desarrollo en ingenieria de

tejidos vasculares biodegradables.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Fabricar por la técnica de electrohilado membranas tubulares porosas basadas en PLA,
gelatina y genipina con caracteristicas adecuadas para su posible uso como andamios

celulares e injertos vasculares.

Caracterizar con apoyo técnicas de espectroscopia infrarroja, calorimetria diferencial de
barrido, andlisis termogravimétrico, microscopias electrénicas de barrido y de transmisiéon

los materiales obtenidos.

Evaluar las propiedades de biocompatibilidad y toxicidad de los andamios sembrados con

células HUVEC.

13



3 ANTECEDENTES

3.1 INGENIERIA DE TEJIDOS

La ingenieria de tejidos (IT) es una ciencia producto de la evolucién del drea de biomateriales
y se refiere a la utilizacidon de materiales, células y moléculas bioldgicamente activas en conjunto;
esto con la finalidad de crear un tejido. Por ejemplo, actualmente se pueden fabricar instrumentos
injertables que permiten la regeneracién de la piel de una manera adecuada, también se encuentran
dispositivos que funcionalmente sustituyen fragmentos de la vejiga, del hueso o de las valvulas

cardiacas®’.

Existen tres areas que la ingenieria de tejidos debe satisfacer para incrementar la
probabilidad de que la fabricaciéon de un dispositivo se concluya de maneta exitosa. Estas son, el
area de construccion del material, la tecnologia celular utilizada y la introduccidn del dispositivo al

sistema vivo.

En el drea de construccion del material se toma principalmente en cuenta el disefio del
dispositivo para IT, los materiales que lo compondran y la técnica con la que estos van a ser
procesados. Por ejemplo, se tendrian que tomar en cuenta diferentes paradmetros de disefio para la
fabricacion de un dispositivo para IT éseo que para uno de IT vascular, puesto que la morfologia 'y
mecanica que soportan estos dos tejidos es sumamente distinta. Por consiguiente, los materiales a
usar también tendrian que satisfacer diferentes necesidades y, por ultimo, la manera en que los

dispositivos se fabricaran requerira de diferentes consideraciones.

La tecnologia celular involucra el tipo de linea celular utilizada. Las lineas celulares pueden
ser autégenas, aldgenas o xendgenas, cada una con sus diferentes ventajas y desventajas. Por
ejemplo, siempre es conveniente inocular células autdgenas con el fin de asegurar
biocompatibilidad. Sin embargo, esto resulta dificil puesto que, en muchos casos, es preferible la
disponibilidad inmediata del injerto a que este esté compuesto por células autdgenas; es ahi cuando
se tienen que utilizar lineas celulares aldgenas o injertos exégenos. La seleccion de una linea celular
qgue permita tener acceso al injerto sin desgastar o arriesgar la vida del paciente, siempre sera lo

mas conveniente.
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El reto con respecto a la introduccion del injerto en humanos empieza con la implantacion
de estos en modelos animales. Sin embargo, no hay modelo animal que cumpla con las
caracteristicas de un humano al cien por ciento, y, aln falta desarrollar metodologias que avalen los
resultados tanto en animales como en intentos hacia humanos. Por tanto, hay mucho recorrido por

avanzar para poder satisfacer las necesidades en cuanto a un dispositivo en ingenieria de tejidos?*

24

3.1.1 Ingenieria de tejidos vasculares

La ingenieria de tejidos vasculares tiene la intencidon de fabricar un injerto vascular que
cumpla con todas las caracteristicas necesarias para fungir como tal; por ejemplo, geometria
adecuada, resistencia mecdnica, biocompatibilidad, que evite la inflamacién o la formacién de

codgulos, etc. No obstante, el ideal no se ha conseguido.

Actualmente existen varios dispositivos de teflén y dacrdn (poliéster) que son implantables
y relativamente duraderos. Sin embargo, estos no han sido efectivos en vasculaturas de diametro
peguefio (<6mm) puesto que al paso del tiempo tienden a fallar mecanicamente, deformarse y/o
activar la respuesta inflamatoria. Se han realizado varias investigaciones en las que se han
sintetizado, funcionalizado o recubierto (con materiales de mayor biocompatibilidad como
coldgeno) a diferentes materiales sintéticos (como los de uso comercial) con la finalidad de mejorar

la capacidad de hospedaje celular.

En un estudio Kobayashi H y colaboradores?® sembraron células endoteliales de aorta de
rata sobre un tubo manufacturado de PTFE recubierto con coldgeno. Observaron una buena
confluencia celular y permeabilidad. Sin embargo, se realizaron ensayos in vivo y se observé
activacion plaquetaria y formacidn de trombos puesto que las células sembradas se desprendieron

y la sangre del modelo animal tuvo contacto con el colageno.

Lee Y.y colaboradores?® modificaron quimicamente la superficie de un tubo de poliuretano
comercial (chronoflex) injertando dipiridamol y observaron que el injerto tenia buena respuesta
celular In vitro. Sin embargo, los resultados obtenidos /n vivo mostraron lo contrario, no se encontré
una mejora en cuanto a la disminucidn de formacidn de codgulos en los grupos que tenian

15



dipyridamole con respecto a los de solo polimero. No obstante, las caracteristicas mecanicas del
material no satisficieron las necesidades bioldgicas una vez que el dispositivo fue injertado. Por otra
parte, el uso de albumina y el inhibidor de las vias del factor tisular en la funcionalizacion de
andamios de PTFE ha brindado resultados favorables en cuanto a la agregaciéon plaquetaria?’. No
obstante, los estudios en esta area se mantienen con bastante actividad puesto que no se ha logrado
fabricar un material que sea lo suficientemente compatible y que conserve las caracteristicas
mecanicas necesarias para fungir como injerto vascular. Por consiguiente, se ha buscado la
obtencion de dispositivos vasculares de diferentes maneras; por ejemplo, técnicas basadas en
andamio que utilizan materiales naturales o sintéticos, o también, llevando a cabo técnicas con
matrices descelularizadas y procesos de autoensamblaje?®?°. En los siguientes parrafos se describe
en qué consiste cada una de las formas de fabricar un injerto vascular por ingenieria de tejidos y

avances actuales.

3.1.2 Técnicas basadas en andamios

Los métodos basados en andamios tienen gran importancia puesto que las células en cultivo
no forman estructuras tridimensionales, es entonces donde por medio de un andamio se
proporciona el soporte para que las células formen una estructura tridimensional y puedan adoptar

la morfologia de un tejido.

3.1.3 Técnicas con matrices descelularizadas

Dentro de los andamios naturales se encuentran aquellos en los que se toma como base a
componentes tisulares de origen animal (Figura 1), estos tienen que ser tratados quimicamente con
el fin de obtener materiales descelularizados que no generen respuesta inmune. Por ejemplo, se
han realizado ensayos en modelos caninos utilizando injertos fabricados a partir de la submucosa
intestinal. Los resultados han sido favorables, después de 90 dias de implantacién los andamios
presentaron estructura histolégica similar a la de las venas adyacentes??. En otro estudio se observé
una conducta mecanica mejor en andamios descelularizados derivados de vasos sanguineos
porcinos que en aquellos que no habian sido descelularizados. También observaron buenas
conductas de citocompatibilidad de células endoteliales de vena safena humana, sugiriendo que
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estos materiales pudiesen ser un buen sustituto vascular. Sin embargo, diferentes estudios sugieren
la optimizacién de los procesos de descelularizacion, puesto que este altera de diferentes maneras
las caracteristicas fisicas y quimicas de los materiales. Por otra parte, la variedad en cuanto a la
fuente del andamio resulta en la necesidad de la protocolizacién de su fuente y un método aplicable

para ingenieria de tejidos vasculares®®

& Descelularizacién
Extraccion el e

e N

de TEJId0~ (

Moldeo

Siembra Celular

l Injerto Vascular

Fabricado por

Ingenieria de Tejidos

Figura 1 Ingenieria de Tejidos con matrices descelularizadas?®
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3.1.4 Procesos de autoensamblaje

En cuanto a los procesos de autoensamblaje la ingenieria de tejidos se apoya de las técnicas
de impresidn celular y la agregacidon de microtejidos en donde células y matriz extracelular se
manipulan fisicamente para dar la forma del tejido deseado (Figura 2). Por ejemplo, el enfoque
utilizado por Cytograft™ consiste en la fabricacién de un andamio laminar en el que se cultivan
fibroblastos con sustancias que promueven la formacién de matriz extracelular para posteriormente
enrollarlo alrededor de un soporte de acero inoxidable que se encuentra cubierto de pintura de
teflén y dejarlo en condiciones de cultivo por 10 semanas con la finalidad de implantarlo. Aunque
las laminas celulares Cytograft™ han tenido éxito en algunos ensayos clinicos, el tiempo de
manufacturacidon puede estar por arriba de las 40 semanas y se observd que no funcionaron
adecuadamente cuando se utilizaron como sustitutos de arteria coronaria3®3!, La figura 2 representa
3 diferentes técnicas de autoensamblaje que se manejan en IT, la primera corresponde al concepto

utilizado por Cytograft™

//;; = /*//@

Moldeo de Ldmina Celular

Moldeo de agregados celulares

//F%

Bioimpresion CeIuIar

Figura 2. Procesos de Ingenieria de Tejidos por autoensamblaje?®
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3.1.5 Andamios con materiales naturales

La finalidad de utilizar polimeros naturales como andamio es que los materiales
fabricados tengan una alta biocompatibilidad en comparacidon con los materiales sintéticos.
Comunmente se han utilizado polimeros como colageno, gelatina, fibrina, fibroina derivada de seda,
quitosano, entre otros>*>3%34, Se ha observado que generalmente las matrices obtenidas con estos
materiales presentan propiedades mecanicas insuficientes, es por este motivo que cominmente se

utilicen en conjunto con materiales sintéticos con la finalidad de reforzar los dispositivos para IT.

3.1.6 Andamios con materiales sintéticos

La facil produccién y bajo costo en la fabricacién de andamios con materiales sintéticos
biodegradables como poliésteres y poliuretanos, ha permitido una gran cantidad de ensayos
clinicos. Por ejemplo, se obtuvieron buenos resultados colocando injertos vasculares de un
copolimero de PLLA y Policaprolactona (PCL) reforzados con Polidcido glicélico. En 25 pacientes
tratados se observé que al paso de 7 afos no hubo ruptura, formacidon de aneurisma, calcificacion
ni infeccién en la zona tratada. Algunos pacientes fallecieron por causas exdgenas al tratamiento y
en ellos se realizé andlisis histoldgico, con el cual se demostré la formacion de tejido vascular y que
el material se habia degradado por completo?®. Cabe mencionar que las medidas de los injertos
fueron de entre 12 y 24 mm de diametro y que las zonas de insercién eran de flujo alto y baja
presion. Se considera que un valor importante a considerar en la busqueda de materiales para
Ingenieria de tejidos vasculares es que minimamente soporten las presiones de la vena safena (1599
+ 877 mmHg)*>. Por otra parte, Yu E. y colaboradores®? elaboraron tubos con poliuretano
termoplastico y fibroina de seda utilizando la técnica de electrohilado y observaron que a relaciones
definidas de ambos materiales las propiedades mecanicas del material se comparan con los de una
arteria coronaria y también observaron buena viabilidad y compatibilidad ante células endoteliales.
Los autores sugirieron la realizacion de ensayos con modelos animales con el fin de comprobar si

los materiales pueden realmente fungir como injerto vascular.
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Una alternativa para mejorar las propiedades mecanicas de un andamio es someterlo a
cultivo celular dindmico en un biorreactor. Se ha observado que las caracteristicas mecanicas son
mas elevadas cuando un andamio se somete a cultivo dindmico en comparacion con el estatico®.
Fuera de esto, la finalidad de obtener un injerto que esté listo para utilizar justo en el momento de
una urgencia aun no se cumple, por consiguiente, algunos investigadores plantean el uso de
materiales que aparte de cumplir con los requisitos fisicos y mecanicos puedan ser implantados sin
un pretratamiento celular para que cuando el dispositivo sea injertado las células del hospedero
puedan invadirlo y formar tejido propio del hospedero. En los siguientes capitulos se describen

brevemente las cualidades de los materiales que se utilizaron en este proyecto.

3.2PLA
El 4cido lactico (C3HeOs, Figura 3) es una molécula producto de la fermentacion lactica de
algunos microorganismos procariontes y de la respiracion celular anaerobia. El acido lactico tiene

un centro quiral, por lo que presenta dos estereocisémeros. Uno es el dextrégiro acido (D-(+)-

lactico) y el otro es el levdgiro (acido L-(-)-lactico). El isémero L es el que tiene importancia bioldgica
puesto que la mayor parte de los microorganismos producen a este estereoisémero. A la mezcla

racémica se le denomina D,L-acido lactico.

OH
HO

(@)
Acido lactico

Figura 3 Acido Lactico

El poli(acido lactico) es un poliéster sintético fabricado a partir del acido lactico (Figura 4).
Ha sido utilizado ampliamente en asuntos biomédicos puesto que su composicion quimica le

permite ser un material biodegradable y biocompatible. Las propiedades quirales del acido lactico
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permiten obtener al polimero en variadas relaciones enantioméricas y de esta manera modificar sus
propiedades fisicas y quimicas. Por otra parte, en comparacion con otros compuestos quimicos
bioactivos, este tiene facilidad de procesamiento y presenta propiedades mecanicas convenientes

para algunas aplicaciones biomédicas.

O
- n

Poliacido lactico

Figura 4 Poliacido lactico

Los materiales biodegradables y sus aplicaciones médicas han sido estudiados

extensivamente durante las ultimas 4 décadas. Las ventajas que estos ofrecen con respecto a los
materiales no degradables radican en que, si se realiza un injerto utilizando como material de apoyo
a un polimero degradable, este no se tendra que extraer del cuerpo y por consiguiente puede
considerarse un dispositivo con biocompatibilidad a largo plazo®. Unos de los polimeros sintéticos
biodegradables que cominmente se utilizan en aplicaciones médicas son los poliésteres derivados
de productos naturales, por ejemplo, el PLA, el poliacido glicdlico (PGA) y la policaprolactona (PCL).
Estos tres materiales han sido aprobados por agencias regulatorias de varios paises para su uso en
medicina utilizdndose como implante’. Este interés ha propiciado la constante investigacién de

estos poliésteres, innovando su proceso de obtencion, modificando sus propiedades quimicas y su

morfologia.

3.2.1 PLA en Ingenieria de Tejidos

Como se menciond anteriormente el PLA ha sido modificado de diferentes maneras con la

finalidad de aprovechar sus cualidades y aplicarlas en ingenieria de tejidos. Los tratamientos que se
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le han dado se podrian dividir en dos enfoques, PLA modificado quimicamente y mezclas de PLA con
otros compuestos biocompatibles. En los siguientes parrafos se describe como funcionan estos

procesos y se menciona brevemente lo que actualmente se ha hecho.

3.2.4 PLA modificado quimicamente

La intencién de modificar quimicamente el PLA es variar su velocidad de degradacion,
propiedades mecdnicas e incrementar su biocompatibilidad. La adicién de diferentes grupos
funcionales conlleva a diferentes propiedades fisicas. Por ejemplo, en un estudio A. Ospina y
colaboradores®® injertaron coldgeno a la cadena de PLA utilizando anhidrido maléico como agente
enlazante. Observaron que las propiedades mecanicas y la respuesta celular ante el material
sintetizado eran mejores que aquel material fabricado con solo PLA. Por otra parte, cuando el acido
lactico es copolimerizado con acido glicdlico se obtiene el poli(acido lactico-co-glicdlico) (PLGA) el
cual presenta mejores propiedades en cuanto a cristalinidad (mas bajas que los homopolimeros de
los materiales individuales) permitiendo obtener un perfil de degradacidn que puede ser modificado
con respecto a la cantidad adicionada de acido glicélico. También, se fabricaron geles de quitosano
injertado con PLA y se observé que el Injertar PLA a la cadena de quitosano se logré disminuir la
cristalinidad de este. Ademads, se han realizado modificaciones quimicas con plasma de diferentes
origenes (Oxigeno, Helio, Nitrégeno) con la finalidad de modificar quimicamente la superficie de
matrices elaboradas con PLA. Se observé que los tratamientos con plasma no afectaron la velocidad
de biodegradacién en suelo. Por otra parte, los tratamientos con plasma de amoniaco (NHs) y
oxigeno (0,) incrementaron la hidrofilicidad de las matrices poliméricas y también se observé una
mejora en la conducta celular de células musculares y nerviosas en contacto con el material tratado
con plasma con respecto al que no se trat6®. La mejora de los materiales se encuentra en constante
evolucién y otra manera de optimizar sus propiedades (hacia alguna aplicacién en especifico) ha
sido el generar materiales compuestos. En el siguiente subtema se describe de manera breve lo que
es un material compuesto y algunos avances en cuanto a ingenieria de tejidos y PLA como

componente en un material compuesto.
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3.2.5 PLA mezclado con otros materiales

Se le denomina material compuesto o composito a aquel material elaborado a partir de la
combinacion de dos o mas materiales distintos. La finalidad de elaborar un material compuesto es
gue éste presente las propiedades caracteristicas de los materiales que lo conforman, por ejemplo,
Bryan W Tillman y colaboradores* elaboraron andamios electrohilados combinando PCLy coldgeno
con la finalidad de favorecerse de las caracteristicas mecdanicas del PCL y de las de buen anfitrion
celular del colageno. Las membranas tubulares elaboradas con este material compuesto soportaron
el flujo sanguineo durante un mes sin que la permeabilidad y calidad de andamiaje del dispositivo
fuera afectada, sugiriendo que este material compuesto podria utilizarse como sustituto vascular.
Tuerdimaimaiti Abudula y colaboradores*, elaboraron andamios vasculares utilizando fibrillas de
celulosa reforzadas con PLA y polibutileno succinato, observaron que cuando los materiales se
encontraban combinados las conductas mecanicas del andamio eran comparables a las de un vaso
sanguineo nativo. En otro estudio se elaboraron andamios de celulosa bacteriana (CB) recubiertas
con colageno, sumergiendo varias capas de peliculas de CB en una solucién acida de colageno. Se
observé que el material espumoso obtenido incrementd su resistecia mecanica y que podia soportar
en cultivo a fibroblastos de ratén. Los autores recomendaron el uso del dispositivo como apédsito
para heridas*’. Otro enfoque para mejorar las propiedades mecdanicas de los materiales es
mezclarlos no solo con polimeros sino con materiales cerdmicos o con sales metalicas, por ejemplo,
se observd que al mezclar PLA con fosfato de calcio el mddulo eldstico incrementd hasta ser
comparable con aquel de un hueso nativo. También el PLA ha sido combinado con éxidos metalicos
como alumina y Titania con la finalidad de obtener propiedades mecanicas que encajen con
aplicaciones ortopédicas®. Existen numerosas mezclas de materiales ya elaboradas y también por
elaborar, lo que da paso a la investigacion de materiales compuestos, en el caso de este proyecto,

de compositos con actividad bioldgica.
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3.3 GELATINA

3.3.1 Generalidades de la Gelatina

La gelatina es un biopolimero natural que se obtiene a través de la hidrdlisis acida o alcalina del
colageno de los huesos, tendones y piel de animales. Existen dos tipos de gelatina, la gelatina tipo
Ay la tipo B. La hidrdlisis alcalina de piel y huesos animales a un periodo de tiempo y temperatura
apropiados resultan en la obtencién de gelatina tipo B. Por otra parte, la hidrdlisis acida utilizando
HCl y H,SO4 resulta en la obtencién de la gelatina tipo A. La gelatina es soluble en polioles como
glicerol y propilenglicol y en varios compuestos organicos como trifluoroetanol, dcido acético y
formamida. Debido a que la gelatina es soluble en agua caliente, existe la necesidad de mejorar su

estabilidad para poder utilizarse como biomaterial implantable.

Las propiedades mecanicas de la gelatina pueden ser mejoradas utilizando métodos de
entrecruzamiento quimico. Los entrecruzantes comunes son EDC (1-etil-3-(3-12-dimetil
aminopropil)carbodiimida, glutaraldehido, polifenoles y genipina. De entre estas sustancias destaca
la genipina, puesto que se ha visto que presenta buenos rendimientos como entrecruzante y su

toxicidad es baja en comparacion con los otros materiales®®,

El uso de la gelatina ha ganado mucha importancia en los campos de la ingenieria biomédica,

ingenieria de tejidos, en la industria de los cosméticos y la comida debido a las siguientes razones:

e Presenta buena relacidn de costo/eficiencia y rapida disponibilidad

e Es biodegradable y biocompatible

e Presenta antigenicidad minima (por ser derivado de la degradacion del colageno)

e Presenta secuencias RGD que promueven la adhesidn celular por medio de integrinas (RGD:
Arginina-glicina-acido aspartico).

e Sus grupos funcionales son quimicamente modificables, puede ser mezclada con un gran
numero de polimeros naturales y sintéticos para su uso como andamio en el desarrollo de

dispositivos para ingenieria de tejidos cardiovascular, de hueso, ocular y muscular®.
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3.3.2 Gelatina en Ingenieria de Tejidos

Se han elaborado muchas investigaciones en cuanto a la inclusiéon de la gelatina en
ingenieria de tejidos. Por ejemplo, los resultados en los estudios de Wanyiao Xia y colaboradores*,
demostraron que fue posible regenerar cartilago eldstico de animales inmunocompetentes
utilizando un andamio poroso de gelatina y quitosano, sugiriendo que el material fabricado puede
utilizarse en ingenieria de tejidos de cartilago. Mengyan Liy colaboradores* mezclaron gelatina con
polianilina con la finalidad de crear un andamio inteligente que permitiera que las células sembradas
(mioblastos cardidcos de rata) respondan a estimulos eléctricos. Los resultados en cuanto a
biocompatibilidad y adhesion celular fueron convenientes. Sin embargo, la respuesta celular en
cuanto a estimulos eléctricos sigue sin concluir. Sio Mei Lien y colaboradores® fabricaron andamios
porosos de gelatina (50 a 500 um) con la intencién de observar si la diferencia en tamafo de poro
generaba alglin cambio en cuanto a la conducta celular de condrocitos. Observaron que las células
presentaban un mayor crecimiento, proliferacion y expresién de componentes de matriz
extracelular cuando el tamafio de poro estaba por encima de 250 um. Xiaohua Liu y colaboradores?,
fabricaron matrices porosas de nanofibras de gelatina con hidroxiapatita hipotetizando que estos
andamios fungirian de una manera adecuada en el cultivo de osteocitos. Observaron que el material
presentaba mejores pardmetros mecanicos y celulares cuando este contenia hidroxiapatita que
cuando era solo de gelatina. Laleh Ghasemi M y colaboradores® manejaron la técnica de
electrohilado para la elaboracién de nanofibras con orden aleatorio y alineado utilizando
Policaprolactona mezclada con gelatina. Con estos estudios comprobaron la hipétesis planteada en
la que estos andamios podrian sostener células nerviosas. Observaron que a una relacién de
PCL:Gelatina de 70:30 p/p las células nerviosas presentaban mejor afinidad por el andamio que a
una proporcién de 50:50, otro dato interesante fue que las células tuvieron mejor interconectividad
cuando se sembraron sobre los andamios con fibras alineadas que con fibras al azar. La gelatina se
ha aplicado de diferentes maneras con la intencién de incrementar la biocompatibilidad de los
materiales con los que se ha combinado y se ha visto que ha presentado buenos resultados. Las
cualidades mencionadas anteriormente y los buenos resultados que ha arrojado en investigacion es

lo que la vuelven un buen recurso para ingenieria de tejidos.
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3.4 ELECTROHILADO

El electrohilado es un proceso muy interesante y de los mas eficientes en cuanto a la produccién de
fibras de polimeros. El intervalo de didmetro de fibra que este proceso puede generar va desde
varios micrémetros hasta nandmetros. El proceso de electrohilado utiliza un campo eléctrico que se
aplica gradualmente entre la aguja metalica de una jeringa y un colector conductor (Figura 5) hasta
lograr que la tensién superficial de una gota de la solucién de polimero que se encuentra en la punta
de una jeringa se venza, haciendo que ésta se transforme en un cono (cono de Taylor) que
posteriormente forma un chorro que tiende a viajar hacia un colector debido a que este tiene carga
opuesta a la que se le aplica a la solucion polimérica. Mientras el chorro viaja hacia el colector, se
va estirando y el solvente se va volatilizando, de tal manera que, cuando el material es recolectado,

se encuentra en forma de fibras que pueden contener trazas de solvente.

Colector rotatorio

Jeringa con solucion N
{ \
olimérica g \
P Fibras  \ "\
\\ . \
e
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-
(;\1 ,]
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Aplicacion de alto
Voltaje

Figura 5 Esquema del proceso de electrohilado
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En general, las fibras producidas por electrohilado tienen una textura suave y un nucleo sélido. Este
tipo de fibras ha sido utilizado ampliamente y, ademas, el margen de uso de las fibras puede
mejorarse debido a que la técnica de electrohilado es manipulable de tal manera que posee la
capacidad de generar estructuras especificas, por ejemplo, fibras porosas, huecas, en arreglo
coaxial, con materiales disueltos o mezclados en ella; lo que ofrece una ventaja en cuanto al nimero
de aplicaciones. El proceso puede modificarse para obtener membranas porosas al azar u orientadas
paralelamente. Es por eso que las fibras fabricadas por electrohilado ofrecen una alternativa ideal
para aplicaciones en ropa de seguridad, catdlisis, biosensores, ingenieria de tejidos, liberacién de
farmacos, membranas para filtros o plantillas para formar nanotubos funcionales. Los pardmetros
manipulables en el proceso de electrohilado se pueden generalizar en dos: aquellos que involucran
a la solucién y aquellos que son inherentes al mismo proceso. En la Tabla 1 se resume como es que

cada una de estas variables afecta en el proceso de electrohilado.

3.4.1 Parametros de la Solucién para Electrohilado

Todos los pardmetros tienen un intervalo de manejo en el cual por debajo o encima
dificilmente es posible electrohilar. La tabla 1 describe como es que estos parametros influyen en

las caracteristicas de las fibras producidas esta la técnica.

Tabla 1. Conductas al Modificar los Parametros de Electrohilado

Parametro

Incremento

Decremento

Concentracidén Solucién

Viscosidad Solucion

Voltaje Aplicado

El diametro de fibra aumenta.
En exceso es imposible que el

proceso se lleve a cabo puesto
que la aguja se taponea con la
solucion polimérica

El didametro de fibra aumenta

(Se comporta de la misma
manera que con la concentracién
de la solucion)

El didametro de fibra aumenta

El didmetro de fibra disminuye y
empieza a haber formacién de
I6bulos hasta llevar el proceso a
electroaspersién

El didmetro de fibra disminuye
(Se comporta de la misma
manera que con la concentracién
de la solucion)

El didmetro de fibra disminuye.
Por debajo de umbral no se logra
la formacidn del cono de Taylor
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Velocidad de Flujo

Distancia entre Colector y Aguja

Se ha observado que el didametro
y (si la fibra es porosa) el poro de
fibra aumenta con un aumento
en la velocidad de flujo en el caso
de poliestireno

Un flujo alto resulta en la
formacidn de perlas debido a la
incapacidad de que se seque la

muestra antes de llegar al
colector
Distancias muy largas se

manifiestan con la presencia de
perlas en las fibras. La distancia
Optima del proceso es aquella en

Una baja velocidad de
alimentacién es deseable porque
de esta manera el solvente se
alcanza a volatilizar
completamente en el transcurso
de la punta de la aguja al
colector.

Sin embargo, por debajo del
umbral se observa aspersién o
una mala formacién de cono de
Taylor

Distancias muy cortas se
manifiestan con la presencia de
perlas en las fibra y alta carga de
solvente

la que el material recolectado no
tiene solvente

3.4.2 Electrohilado Aplicado a Ingenieria de Tejidos

El uso de la técnica de electrohilado en ingenieria de tejidos deriva de su capacidad para
crear soportes con propiedades fisicas y quimicas adecuadas para contener células y dejar que se
desarrollen sobre ellos hasta el punto de generar un tejido nuevo. Puesto que la estructura fisica de
las membranas obtenidas por electrohilado simulan fisicamente a la matriz extracelular y los
materiales que pueden ser procesados por esta técnica son muchos (incluidos polimeros sintéticos
y biopolimeros), se han generado amplias y numerosas investigaciones en al drea de andamiaje
celular utilizando materiales fabricados por esta. Enseguida se muestra una imagen con micrografias

de matrices obtenidas por electrohilado (Figura 6).
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Figura 6 Fibras con arreglo coaxial fabricadas por electrohilado®

Brito Pereiray colaboradores®® elaboraron matrices poliméricas de fibroina de seda y nanoparticulas
magnéticas con la intencidn de generar andamios que fueran sensibles a estimular magnéticamente
el crecimiento tisular. Se observé que cuando las nanoparticulas magnéticas eran incorporadas al
material este formaba estructuras fibrosas con didmetro de fibra mas delgado en comparacién con
aquellas que eran solo de fibroina. Por otra parte, se demostré que el agregar las nanoparticulas
magnéticas hasta un 20 % no generd conductas citotdxicas. Abdalla Abdal-hay y colaboradores®,
reforzaron un tubo membranoso de PCL agregando una segunda capa de PU y posteriormente lo
entrecruzaron térmicamente con el fin de mejorar sus propiedades mecdnicas y asi poder aplicarlos
en ingenieria de tejidos vasculares. Se tuvo éxito en cuanto a los pardmetros de presion a la ruptura,
moddulo elastico, esfuerzo cedencia y citocompatibilidad lo cual hace que el material sea
potencialmente aplicable en ingenieria de tejidos vasculares. En otras investigaciones Marta S.
Carvalho y colaboradores®? elaboraron andamios electrohilados con una combinacién de matriz
extracelular derivada de HUVECs y PCL, con la combinacidn de materiales obtuvieron una
membrana con mayor resistencia mecanica que la de la matriz extracelular y con una conducta de
hospedero celular mejor que la de solo PCL. El equipo de investigacion sugirié realizar
modificaciones en cuanto a la aspereza de los materiales obtenidos para mejorar las conductas de

diferenciacion celular. Jodo C. Silva y colaboradores® elaboraron membranas de fibras alineadas
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utilizando poliglicerol sebacate (PGS), PCL y kartogenina con la finalidad de obtener membranas
para uso en cartilago. Se obtuvo un material con las dimensiones comparables a las fibras de un
cartilago animal; aquellas fibras que tenian kartogenina promovieron la diferenciacion de células
madre estromales a condrocitos. Los resultados sugirieron que el material puede ser utilizado en las
estrategias de generacién de cartilago. En resumen, la técnica de electrohilado realmente permite
fabricar matrices aplicables en ingenieria de tejidos, el uso de diferentes materiales para generar

estructuras variadas da apertura a seguir investigando en la fabricacién de andamios electrohilados.
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4 MATERIALES Y METODOS

4.1 MATERIALES

e Los productos utilizados fueron PLA 2002D (Nature Works).
e Gelatina tipo A derivada de piel de porcino (Sigma Aldrich).
e 2,2,2 —Trifluoroetanol. (Sigma Aldrich).

e Genipina. (Sigma Aldrich).

e Frascos de vidrio para almacenaje de 80 mL

e Medio de cultivo DMEM Suplementado con 10% de Suero fetal bovino (Caisson Labs)
e Resarzurina de Sodio, (Sigma Aldrich).

e Calceina AM (MERCK Co.).

e Azul de metileno (Sigma Aldrich).

e Células endoteliales HUVEC de la coleccién ATCC, CRL-1730

4.2 METODOS

4.2.1 Preparacion de Membranas Tubulares electrohiladas de PLA, Gelatina, Mezcla PLA/Gelatina,

PLA/Gelatina en Arreglo Coaxial

Cada membrana fabricada se nombré tomando en cuenta su composicién y arreglo al
electrohilarse, los nombres asignados fueron PLA para la membrana de solo PLA, Gelatina para la
membrana de Unicamente gelatina, Mezcla para la membrana con los dos materiales presentes en
la misma solucién de electrohilado y, por ultimo, coaxial para aquella membrana cuya composicion
fue de fibras con arreglo nucleo/coraza, para esta se utilizaron las soluciones de PLA y gelatina
mencionadas anteriormente, cada una puesta en una jeringa diferente, estas se unian
concéntricamente en la seccién de las agujas, esto con la finalidad de que se formara el arreglo

coaxial estando como nucleo el PLA y como coraza la gelatina.
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Para la preparacion de la membrana PLA una cantidad correspondiente al 14% en P/V de
PLA con respecto al volumen de 2,2,2-trifluoroetanol fue puesta en un frasco de almacenamiento
de 50 mL, posteriormente, el solvente fue agregado mientras el material se encontraba en agitacién
magnética. La membrana tubular de gelatina fue fabricada utilizando una solucién al 14 % P/V y La
solucidn fue preparada colocando el polvo de gelatina en un frasco de almacenamiento para
después agregar el solvente mientras el material se encontraba en agitacion. La solucidn utilizada
para la fabricacion de la membrana mezcla se elaboré colocando en un frasco de almacenamiento
una cantidad equivalente a una relaciéon 100:30 de PLA y Gelatina, esta mezcla fue agitada a mano
durante un minuto para posteriormente agregar el solvente correspondiente y llevarla a agitacion
magnética. Todas las soluciones se dejaron en agitacion por 24 horas con la finalidad de que todo el

sustrato que las compuso se disolviera por completo.

El sistema de electrohilado se compuso por una jeringa de 5 mL (marca HENKE SASS WOLF,
modelo D-78532), una fuente de poder (marca SPELLMAN, modelo CZE 1000R), una bomba para
jeringa (marca kdScientific, modelo 2568C0O) y un mandril con un colector de aluminio con
dimensiones de 5 mm y 120 mm de didmetro y largo, respectivamente. En todos los procesos se
utilizé 2,2,2-trifluoroetanol como solvente. Para cada uno de los materiales se variaron los
parametros de electrohilado donde los cambios de voltaje fueron entre 10 y 18 kV variando 1 kV en
cada ensayo, la distancia se varid entre 10 y 18 cm variando de 0.5 cm, los flujos que se manejaron
fueron de 2, 4, 6 8 y 10 mL-min?, las concentraciones variaron entre 13, 14y 15% P/V. Enla Tabla

2 se muestran los parametros obtenidos para electrohilar cada uno de los productos finales.

Tabla 2. Parametros de electrohilado seleccionados para producir los productos finales

Voltage (kV) Distancia (cm) flujo (mL-min?) Concentracién
PLA 15 12.5 10 14 % p/v
Gelatina 15 16.5 10 14 % p/v
Mezcla 11 15.5 10 10:3 Relacién masa
PLA:Gelatina
Coaxial 17 16.5 10 14/14 % p/v

PLA/Gelatina
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4.2.2 Entrecruzamiento de Gelatina con Genipina en las Membranas Tubulares

El tratamiento de entrecruzamiento fue llevado a cabo colocando cada una de las
membranas en un tubo de ensayo con tapén para después agregar una solucion de genipina en
etanol al 0.5% p/v hasta completar el 4% del peso de la cantidad de gelatina que cada muestra
contenia. Los tubos se mantuvieron en agitacion mecdanica a 37°C durante 7 dias, después de eso,
las muestras fueron retiradas de los tubos y lavadas tres veces con 3 mL de etanol, a continuacion,
estos fueron secados a vacio durante 4 h. En la figura 7 se pueden observar dos fotografias que
representan a las membranas tubulares antes (a) y después (b) de haber sido tratadas con genipina.
Solo los tubos que contenian gelatina cambiaron de un color blanco a uno azul verdoso. El cambio
de color observado es producto de la reacciéon de entrecruzamiento. Los tubos que recibieron el
tratamiento fueron nombrados con una C al inicio de la palabra, indicando que el material ha sido

entrecruzado (para cada de ellos los nombres fueron CGelatina, CMezcla y CCoaxial).

Figura 7 Membranas antes (a) y después (b) del tratamiento de entrecruzamiento con

genipina

4.2.3 Microscopia Electrénica de Barrido

La morfologia microscépica de las membranas tubulares se estudié utilizando un
microscopio electrénico de barrido (JEOL, modelo 5410LV) con un voltaje de aceleracién de 20kV.

Cada muestra fue recubierta con oro antes de llevar a cabo el andlisis.
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4.2.4 Microscopia Electrénica de Transmision

Las fibras de la muestra coaxial se estudiaron por Se realizé una microscopia electrénica de
transmisién (JEOL 2010 F) a con la finalidad de observar si presentaban un arreglo nucleo-coraza, a
un voltaje de aceleracion de 200 kV. Las fibras fueron extraidas de la membrana utilizando unas
pinzas, después, se colocaron cuidadosamente entre dos rejillas con la intencidon de que estas

guedaran fijas durante la observacidn.

4.2.5 Espectroscopia de Infrarrojo con Transformada de Fourier (FTIR)

El andlisis por FTIR se realizé con la finalidad de evidenciar alguna interaccién entre los
materiales que conforman las membranas. Las espectroscopias se llevaron a cabo con un equipo
Perkin Elmer FT-IR modelo Frontier utilizando el accesorio de reflectancia total atenuada (ATR). El
espectro fue obtenido en el intervalo de 4000 a 400 cm™ con una resolucién de 4 cm™ en el modo

de transmitancia.

4.2.6 Analisis Termogravimétrico

El andlisis termogravimétrico fue llevado a cabo con la intencion de observar si la estabilidad
térmica de los materiales era modificada una vez que la gelatina se entrecruzaba o una vez que
aquellos interactuaban entre si. Los experimentos se realizaron usando un equipo Perkin ElImer Pyris
1, utilizando muestras de 3 mg. El ensayo se realizd en un intervalo de 25 a 900°C, a una rampa de
calentamiento de 10 °Cmin, utilizando un crisol de alimina. Todos los andlisis se llevaron a cabo

en una atmdsfera inerte bajo flujo de nitrégeno seco.
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4.2.7 Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC)

Se realizé un estudio por DSC a todos los materiales con la intencidon de observar cambios
fisicoquimicos en las muestras debido al tratamiento de entrecruzamiento. Para llevar a cabo el
analisis se utilizé un equipo Perkin Elmer DSC 8500. La masa utilizada para cada espécimen fue de
entre de 5 a 8 mg. Todos los ensayos se llevaron a cabo en atmésfera de nitrégeno utilizando un
contenedor de aluminio. El intervalo de temperatura que se analizé fue de 25 a 250°C utilizando una

rampa de calentamiento de 10 °C-min

4.2.8 Difraccion de Rayos X

El andlisis de difraccion de rayos X se llevd a cabo con la finalidad de observar si el proceso
de electrohilado modificaba la cristalinidad de las muestras. Para ejecutar el analisis los materiales
fueron cortados en cuadros de 1 cm por lado. El experimento se corrié con un equipo de
difractometria Rigaku modelo Dmax2100 utilizando radiacién de Cu-Ni (A=1.54184 A) con un
potencial de 30kV. Los difractogramas fueron escaneados en un intervalo de 4 a 80° a una velocidad

de escaneo de 2°-min™.

4.2.9 Analisis Mecanico

Se realizaron diferentes ensayos mecdnicos bajo tension uniaxial con la intencién de
observar si los materiales fabricados cumplen con las caracteristicas mecdanicas para fungir como un
injerto de vaso sanguineo. Las pruebas que se realizaron fueron de deformacidn longitudinal y radial
(utilizando las muestras en forma tubular) y resistencia a la sutura (en fragmentos de las muestras
con dimensiones de 1 cm?). Los ensayos mecanicos se realizaron con una maquina Universal Instron
ElectroPuls System, modelo E1000, utilizando una celda de carga de 100 N y una velocidad de

deformacién de 200 mm-min™.
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Para determinar la deformacién longitudinal se cortaron muestras de 50 mm de largo. Se
utilizaron dos adaptadores de acero templado con una forma cilindrica y dos sujetadores tipo cincho

para sostener los extremos de las muestras.

Para llevar a cabo el ensayo de deformacién radial, los tubos se cortaron a 10 mm de largo,
dos varillas de acero de 2 mm de didametro se pasaron por el lumen de las muestras. Se sujetaron
los extremos de los tubos con unos adaptadores de aluminio para poder llevar a cabo la

deformacion.

Para calcular la retencién a la sutura, los tubos fueron cortados en varias muestras
cuadradas de 10 mm de lado y estas se pincharon y sujetaron con hilo de sutura a un nivel de 2 mm
despegado de una de las orillas, el otro extremo de las muestras se sujetd con las pinzas de la
maquina de ensayos mecanicos y la sutura en un garfio inmovil. Posteriormente se llevd a cabo la
deformacién y se midid la fuerza a la cual la sutura rompia el material. La Figura 8 muestra
fotografias de los sistemas para los ensayos de deformacién longitudinal, radial y retencion de

sutura.

ENSAYO LONGITUDINAL

ENSAYO RADIAL

RESISTENCIA A LA SUTURA

Molde Para
sujetar

Molde Para ——0p Pinzas =
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Muestra cuadrada e

Muestra Tubular = i Sentido de la
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Molde Para Y
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ESentido dela

Sujetadores = : Deformacion

Muestra Tubular '
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Figura 8. Esquemas de los sistemas de deformaciéon mecdnica para los ensayos de tension

longitudinal, radial y retencion de sutura.
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4.2.10 Cultivo y Viabilidad Celular

La técnica de cultivo celular es utilizada para mantener en constante multiplicacién a células
gue no se encuentran dentro de su ambiente usual, para esto se utiliza medio de cultivo y placas de
cultivo, el medio contiene suplementos como suero fetal bovino que proporciona factores de
crecimiento para las células y antibidticos que permiten que no haya contaminacién con agentes
microbianos ambientales, mientras que la placa de cultivo es el contenedor transparente donde las
células se pueden soportar y al mismo tiempo ser observadas al microscopio. Al traspase de células
a otro contenedor (esto es necesario ya que las células se encuentran en constante reproduccion y
pueden sobrepoblar el contenedor y entrar en un proceso de muerte celular debido a la falta de

espacio) se le denomina subcultivo.

Para realizar el ensayo de viabilidad celular se cultivaron células endoteliales de vena de
corddn umbilical humano (HUVEC) manteniéndolas en incubacién a 37°C con una atmodsfera con 5%
de presion de CO; en medio de cultivo DMEM suplementado con 10 % de suero fetal bovino y 1%
de solucion de penicilina/estreptomicina, realizando cambio de medio cada dos dias. Las células se

trabajaron al 8* ciclo de cultivo.

Para cuantificar la viabilidad de las células HUVEC en contacto con los materiales, se realiz
un ensayo colorimétrico utilizando resazurina como indicador. Las mediciones de absorbancia se

realizaron con un lector multi-modal de microplacas marca BioTek modelo Synergy HTX.

En una placa de poliestireno transparente para cultivo celular (TCPS) de 96 pocillos se
colocaron 10,000 células endoteliales sobre fragmentos circulares de 6 mm de didmetro de cada
uno de los tubos fabricados. Posteriormente, se dejaron en incubacién. Al paso de 24 h, se aspiré el
medio de cultivo y se colocé medio de cultivo nuevo con resazurina a una concentracion de 10
mg/mL, se regresd la placa a incubacién y ahi permanecié durante 4 h. Después, la placa se sacod y
leyé en un lector de placas a longitudes de onda de 570 y 600 nm. Se utilizé la ecuacién 1 para el
calculo de viabilidad. Los ensayos se realizaron por triplicado y se utilizé el TCPS como control

positivo y medio de cultivo como blanco.
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Viabilidad celular (%)= ((SGOOXA”O)'(E”OXAGOO) )x100 Ecuacién (1)
(e600%Cs70)-(€570%Ce00)

Donde €g00 Y €570 son el coeficiente de extincion molar de la resazurina a 600 y 570 nm
respectivamente, Asoo Yy As7o son las absorbancias de las muestras a 600 y 570 nm, y por ultimo, Ceoo

y Cs70 son las absorbancias de los controles a las mismas longitudes de onda.

4.2.11 Analisis Celular por Microscopia Confocal

Se utilizd un microscopio confocal Nikon A1R con la finalidad de observar la morfologia que
las HUVECs adoptaron una vez que estas se sembraron sobre los materiales. Para llevar a cabo el
analisis, las muestras poliméricas se cortaron en rondanas de 6 mm de diametro y se colocaron en
placas de cultivo de 44 pocillos, posteriormente los especimenes se esterilizaron con 200 ulL de
etanol al 70%, una vez que las muestras estuvieron secandose durante 4 dias a 45°C se procedié con
la siembra celular. Cuidadosamente se colocd sobre cada una de las muestras una gota de 50 pL de
medio DMEM que contenian 5,000 células, esto con la finalidad de asegurar que todas las células
qguedaran sobre el material. Después de la siembra los materiales se llevaron a incubacién por2 hy
se agregod a cada pocillo 500 ul méas de medio DMEM, para posteriormente teifiirlas con calceina-AM

y observarlas con el microscopio.
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5 RESULTADOS Y DISCUSION

Después de realizar la preparacion de las membranas, estas fueron caracterizadas por
diferentes técnicas. en total se trabajaron con 6 materiales que se seleccionaron por presentar
mejores caracteristicas visuales y de manejo manual. A continuacién se presentan los resultados

obtenidos a partir de las diferentes técnicas aplicadas a los materiales.

5.1 ANALISIS MORFOLOGICO POR SEM

La seccién (k) de la Figura 9 muestra las micrografias a 2000X de cada una de las muestras
antes (columna izquierda) y después (columna derecha) del proceso de entrecruzamiento quimico
con genipina. La membrana de PLA tiene una estructura con fibras con una superficie lisa. Por otra
parte, la muestra CPLA presentd una tendencia a encogerse debido al contacto con los solventes
polares utilizados en el proceso de entrecruzamiento. No hay evidencia de que el encogimiento haya
sido porque el entrecruzante haya reaccionado con el PLA. La membrana de gelatina estd
compuesta por listones con una apariencia lisa. Después del tratamiento de entrecruzamiento, los
listones tendieron a enrollarse y la superficie lisa tendié a ser un poco rugosa, producto de la
compactacién del material provocada por el entrecruzamiento quimico. La membrana Coaxial esta
compuesta por fibras con una superficie suave y también se pueden observar fibras de menor
didmetro. La muestra CCoaxial tiene una estructura diferente a la Coaxial puesto que cuando la
gelatina se entrecruzo se despegé del nucleo de PLA probablemente debido a la rigidez provocada
por la reaccidn de entrecruzamiento. La membrana de Mezcla (PLA/gelatina) presenta fibras de
diferentes tamafios con superficie un poco rugosa. La falta de miscibilidad entre el PLA y la gelatina
permite que se observen diferentes tonalidades de gris en cada fibra. Sin embargo, para la
membrana CMezcla las tonalidades se homogenizaron y no se observaron estructuras deformadas
como en la membrana CCoaxial. La seccion (I) de la Figura 9 muestra la distribucién de diametro de
las muestras PLA, Gelatina, Mezcla y Coaxial. Se puede observar que la distribucidon de diametro es
asimétrica y con poblaciones mayores a diametros menores para aquellos materiales que contienen

PLA. Por el contrario, la distribucién del espesor de los listones que componen a la membrana de
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gelatina tiende hacia la derecha. Se observa una distribucion de diametro con una desviacion
estdndar muy alta para la membrana PLA, con la presencia de menores poblaciones de fibras de

mayor tamafio con un valor de diametro promedio de 0.957 + 0.619 um.
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Figura 9. Seccién (k) Micrografias SEM a 2000X de las muestras PLA (a), CPLA (b), Gelatina
(c), CGelatina (d), Coaxial (e), CCoaxial (f), Mezcla (g) y CMezcla (h). Seccidn (I) Distribucién de

didmetro de fibra de las muestas PLA, Gelatina, Coaxial y Mezcla.
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Los rangos de cada curva y el didametro promedio de las fibras fueron de 0.148 a 2.874 um
con un didmetro promedio de 0.957 + 0.619 um para las fibras de PLA, 2.923 a 7.901 um con un
ancho promedio de 5.908 * 1.154 um para los listones de gelatina, 0.915 a 4.058 um con un grosor
promedio de 2.258 + 0.713 um para las fibras Coaxial y, por ultimo, un intervalo de 0.691 a 19.112

pim con un didmetro promedio de 5.453 + 3.560 um para las fibras de la muestra mezcla.

5.2 ANALISIS DE LA ESTRUCTURA NUCLEO-CORAZA POR TEM

La figura 10 muestra una micrografia TEM de una fibra de la muestra Coaxial. Se puede
observar la estructura nucleo-coraza como lo indican las flechas, una flecha sefiala el ntcleo de PLA,
otra sefiala la coraza de gelatina. El borde de la rejilla en la que se deposité la fibra para el andlisis

se indica con letras de color blanco.

Rejilla

Nucleo
(1.1

2 um

Figura 10. Micrografia TEM de una fibra con estructura nucleo-coraza proveniente del

material Coaxial
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5.3 ANALISIS Quimico POR FTIR

En la seccidn (a) de la figura 11 se pueden observar los espectros FT-IR de las membranas
PLA, Gelatina, Coaxial y Mezcla. Las vibraciones caracteristicas del grupo éster del PLA
correspondientes a los estiramientos vibracionales del enlace carbonilo (C=0) y carbono-oxigeno (C-
0) se encuentran a 1756 cm™y 1183 cm™ respectivamente®*>*, En el espectro correspondiente a la
membrana gelatina se pueden observar tres sefiales principales que pertenecen al grupo amida
(CONH), estas sefiales usualmente se nombran por amida I( 1633 cm™, estiramiento del grupo C=0
con contribuciones de vibraciones CN, CCN y NH), amida Il (1533 cm™ correspondiente al tijereteo
NH vy a la vibracién fuera de plano del enlace CO y CC) y amida Il (1444 cm™ correspondiente a
vibraciones NH y CN)>>%¢, Por otra parte, La banda amida | de los espectros Coaxial y Mezcla se
encuentra desplazada de 1633 cm™ a 1638 y 1650 cm™ respectivamente. Esto indica una interaccion
entre el PLA y la gelatina para el caso de las dos membranas, también se puede observar que la
sefial del grupo carbonilo del PLA (C=0) se encuentra desplazada a menor energia para ambos casos
(Coaxial y Mezcla) debido a la interaccién por puente de hidrégeno entre los grupos N-H de las
amidas de la gelatina y los C=0 de la estructura del PLA. En la seccién (b) de la Figura 11 se muestra
una representacién grafica de la interaccion entre los dos componentes de la membrana. Ademas,
si se toma como referencia al grupo carbonilo (C=0) del PLA (1756 cm™) la intensidad de las sefiales
que corresponden al grupo amida son mayores en el espectro Coaxial que en el espectro Mezcla

debido a la cantidad de gelatina utilizada en sus composiciones, 50 y 30%, respectivamente.
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Figura 11. Espectro ATR-FTIR de las membranas PLA, Gelatina, Coaxial y Mezcla (a).

Representacion molecular de la interaccidn entre PLA y Gelatina (b).

La seccidn (a) de la figura 12 muestra los espectros ATR-FTIR de las membranas Gelatina y
CGelatina. En el espectro de CGelatina se pueden observar dos bandas que no se observa en la
muestra Gelatina; a 1732 cm™, correspondiente al grupo carbonilo (C=0) de la genipina, y otra a
1045 cm? correspondiente a una vibracién CN de una amina terciaria producto de la reaccidn
guimica entre la gelatina y la genipina. En la seccién (b) de la figura 12 se puede observar una
representacion grafica de esta reaccidn quimica. En resumen, mediante ATR-FTIR se pudo confirmar
una interaccion por puente de hidrégeno entre el PLA y la gelatina y también que la reaccion de

entrecruzamiento de la gelatina se llevé a cabo.
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Figura 12. (a) Espectro ATR-FTIR de las membranas Gelatina y CGelatina, (b) representacion
grafica de la reaccidn entre Gelatina y Genipina (b)>"°.

5.4 ANALISIS DE LA ESTABILIDAD TERMICA POR LA TECNICA DE TGA

Aunque la aplicacion de los materiales no requiere su uso en altas temperaturas, el andlisis
se realizd con la intencion de observar si el entrecruzamiento hizo que los perfiles de estabilidad
térmica de las muestras cambiaran y también si estos resisten a temperaturas de esterilizacion. La
figura 13 muestra las curvas TGA de todas las muestras fibrosas, PLAy CPLA (a), Gelatina y CGelatina
(b), Coaxial y CCoaxial (c) y, por ultimo, Mezcla y CMezcla (d). El set completo de experimentos se
realizd cuatro horas después de que las muestras fueron secadas a vacio durante 4 horas. Casi todos
los materiales a excepcién del PLA presentaron una caida alrededor de los 100 °C debido a la
presencia de agua en ellos. Como es de esperar, las membranas compuestas por solo gelatina (b)
son los materiales mas higroscépicos, mostrando una caida correspondiente a la pérdida de un 10%
de agua para ambos casos (antes y después del entrecruzamiento). Las muestras Coaxial y Mezcla
retuvieron alrededor de 5% de agua antes y después del entrecruzamiento. Los perfiles

termogravimétricos de las membranas PLA y CPLA se componen de una sola caida con un maximo
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de velocidad a 364.6 + 0.4 and 363.9 + 1.3 2C. La degradacién de Gelatina y CGelatina ocurre en tres

pasos, el primero correspondiente a la pérdida de agua como se menciond anteriormente; el

segundo paso corresponde a hidrdlisis y oxidaciéon® y se encontraron a 330.9 +0.7 and 330.6 + 0.4

°C para ambos casos, la Ultima caida se encontrd a 755.2 + 10 y 778.2 + 20 °C, respectivamente. La

curva TGA para las membranas Coaxial y CCoaxial estdn compuestas por tres pasos con el

correspondiente a degradacion del PLA a 339.7 £+ 5.7, 347.8 = 2.2. Un perfil similar se encontrd para

las muestras Mezcla y CMezcla con la caida de masa correspondiente al PLAa345.8+2.3y345.1+

1.8 °C respectivamente. No se encontraron cambios estadisticamente significativos en los pasos de

degradacion debido al tratamiento de entrecruzamiento. Esto fue analizado con un ANOVA de una

sola via y por ensayo multiple de rango de Duncan (p < 0.05).
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5.5 ANALISIS DE LAS TRANSICIONES TERMICAS DE LOS MATERIALES POR LA TECNICA DE DSC

La figura 14 muestra los termogramas DSC de las muestras PLA y CPLA (a), Gelatina y
CGelatina (b), Coaxial y CCoaxial (c) y, por ultimo, Mezcla y CMezcla (d). El termograma de la muestra
PLA presenta dos picos endotérmicos; el primero a 74 °C corresponde a una transicion vitrea (Tg) y
el segundo a 165 °C respresenta la transicién por fusién del material , Tm®%. Por otra parte, la
membrana CPLA no presenta transicion de Tg posiblemente porque la presencia de genipina hace

mas rigidas las cadenas de PLA, como se discute abajo.

No se considera que el PLA y la genipina hayan reaccionado sin la presencia de gelatina
puesto que el entrecruzante tiene efecto frente a los grupos amino de la gelatina. Sin embargo, la
genipina tiene un efecto en la Tm del PLA, haciendo esta sefial endotérmica mas aguda, con un valor

de 166 °C, es decir, un grado mas que el PLA en pellets (granulos).

La gelatina presenta una curva de desnaturalizacidn amplia con un maximo de flujo de calor
a 118 °C el cual no cambia cuando el material se entrecruza en contraste con el desplazamiento de
10 °C cuando este se entrecruza con glutaraldehido®. La curva DSC de la membrana Coaxial muestra
cada una de las transiciones de sus componentes. En el caso de la muestra Mezcla no se observa
una notoria Tp (temperatura de desnaturalizacidn) y se plantea que esto es debido a que la
interaccion entre los materiales conduce a la desnaturalizacién de la proteina, caso similar se
presenta en el trabajo de J. Bidone y colaboradores®. La Tg de los materiales Coaxial and Mezcla
sugieren que sus componentes estan interactuando entre si puesto que esta transicion se encuentra
desplazada 13 y 4 °C, respectivamente, con respecto a la de solo PLA®*. Cuando los materiales son
tratados con genipina, la transicidon vitrea del PLA desaparece para todos los casos indicando que
las cadenas de PLA no se relajan debido al tratamiento de entrecruzamiento quimico de la gelatina.
Por otra parte, el analisis DSC fue utilizado para calcular el grado de cristalinidad (Xc) del PLA. Fue
posible observar una correlacién entre la cristalinidad del PLA en las muestras tratadas y no tratadas
con el entrecruzante. El Xc del PLA en las muestras CMezcla y CCoaxial es mas alto que en las

muestras Mezcla y Coaxial.
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Figura 14. Termogramas DSC de las muestras PLA y CPLA (a), Gelatina y CGelatina (b), Coaxial
y CCoaxial (c), Mezcla y CMezcla (d).

5.6 ANALISIS DE CRISTALINIDAD POR DRX

Los patrones de difraccidon de los pellets de PLA y el polvo de gelatina se muestran en la
seccion (a) y (b) de la Figura 15. Mientras que en la seccion (c), (d), (e) y (f) se muestran los patrones
de difraccién de las membranas (PLA y EPLA), (Gelatina y CGelatina), (Mezcla y CMezcla) y (Coaxial
y CCoaxial) respectivamente. En la seccidn (a) y se puede observar un patrén de difraccién claro de
un PLA semi-cristalino antes de ser electrohilado, mostrando los picos tipicos a 16.56° y 19.01°
(dngulo de Bragg)®®. En la seccidn (c) se observan patrones de difraccién con sefiales muy anchas.

En el caso del PLA la sefial es ancha pero intensa en la regidn de cristalinidad del PLA en pellets. Esto
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indica que durante el proceso de electrohilado el material solidific6 muy rapidamente por
evaporacién del solvente, generando, en consecuencia, defectos en las estructuras cristalinas del
PLA. Este efecto es mas pronunciado en la gelatina pues la sefal es mds ancha y de menor intensidad
que en la gelatina en polvo. Un efecto similar es esperado para las fibras Mezcla y coaxial.

El patrén de difracciéon resurge en las fibras CMezcla y CCoaxial sugiriendo que el proceso
de entrecruzamiento con genipina hace mas lenta la cinética de cristalizacion de las fibras,
facilitando el autoensamblaje del PLA y de la gelatina. El patrén no aparece cuando el tratamiento
de entrecruzamiento es aplicado a la membrana compuesta de solo PLA, sugiriendo que el
entrecruzamiento de la gelatina es el que promueve un mayor grado de cristalinidad en el PLA. Esto
correlaciona con los datos obtenidos en DSC puesto que el porcentaje de cristalinidad del PLA

incrementa cuando las muestras son entrecruzadas como se muestra en la Figura 14.
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5.7 PROPIEDADES IMECANICAS DE LAS MEMBRANAS TUBULARES BAJO TENSION LONGITUDINAL, RADIAL Y

ENSAYO DE RESISTENCIA A LA SUTURA

La Tabla 3 muestra las propiedades mecdanicas de las membranas tubulares de PLA y de los
materiales entrecruzados. La muestra CGelatina no pudo ser analizada porque esta perdié su forma
cuando se sometid al proceso de entrecruzamiento. El Material CMezcla mostré el mayor mdédulo
eldstico, con un valor de 68 + 2 KPa en deformacidn radial (DR) y 526 + 78 kPa en deformacién
longitudinal (DL) seguido de la muestra CCoaxial con un médulo eldstico de 25 + 3 KPa (DR) y 119 +
12 KPa (DL). Por ultimo, el PLA mostré valores de 12.2 £ 0.3 KPa (DR) y 170 + 40 KPa (DL). En el caso
de esfuerzo de cedencia para la deformacién radial, la muestra CMezcla mostré un esfuerzo mas

alto, seguido por las membranas Coaxial y PLA.

Por otra parte en el ensayo longitudinal se obtuvieron esfuerzos de cedencia andlogos para
las muestras CMezcla y PLA. La deformacidn a la ruptura resulté mas alta para el material PLA en
ambas orientaciones, radial y longitudinal, esto debido a la rigidez adquirida por la combinacidn de
ambos materiales y el tratamiento con genipina. La muestra CMezcla presenté el valor de retencion
a la sutura mas bajo 86 * 3 gf, mientras que una conducta similar fue encontrada para las muestras
PLA y CCoaxial donde los valores fueron 170 + 10 y 169 * 3 gf respectivamente, se sugiere que el
comportamiento similar entre la muestra de PLA y la CMezcla sea debido a que los materiales que
componen las membranas permanecen integros en toda la fibra, en cambio en el material CCoaxial
pudieron haber existido zonas en donde la integridad nucleo coraza se perdia y por consiguiente el
material se debilitaba. En resumen, los materiales no tienen las propiedades mecdnicas de un vaso
sanguineo. Sin embargo, estas podrian ser modificadas manipulando el diametro de fibra. En
general la muestra CMezcla presenté las propiedades mecanicas mds altas en comparacién con PLA
y CCoaxial, esto puede ser justificado por las interacciones quimicas de sus componentes; mientras
en el material CMezcla los materiales estan interactuando en toda la estructura, en la muestra

CCoaxial los materiales solo se encuentran interactuando en la interfaz del ndcleo/coraza de la fibra.
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Tabla 3. Resumen de las propiedades mecdanicas de los materiales

PLA CCoaxial CMeazcla
Mddulo Elastico 12.2 + 0.3 DR 25+ 3 DR 68 +2 DR
(KPa) 170 £ 40 DL 119+ 12 DL 526 + 78 DL
Esfuerzo de cedencia 340+ 11 DR 308 £22 DR 982 + 80 DR
(KPa) 2520 +390DL 1370 £ 360 DL 2320+ 390 DL
Deformacién a la ruptura 105 +3 DR 32 +5DR 49 + 4 DR
(%) 104 £ 6 DL 40+ 3 DL 15+3 DL
Retencidn de sutura (gf) 170+ 10 86+3 1693

(DR) Deformacién Radial. (DL) Deformacién longitudinal.

5.8 ENSAYO DE VIABILIDAD CELULAR

Con la finalidad de comparar a los materiales basados en PLA y Gelatina en cuanto a su
habilidad de fungir como anfitridn celular, se realizd6 un ensayo de viabilidad celular utilizando
células endoteliales de vena de corddn umbilical humano (HUVECs). Las caracteristicas fisicas de la
muestra CGelatina impidieron que este andlisis se llevara a cabo sobre esta muestra. En la seccion
(a) de los graficos de barras de la figura 16 se puede observar la viabilidad celular de las HUVECs
interactuando con los materiales de solo PLA y gelatina. Para el caso de la gelatina, la membrana
tuvo que disolverse en el medio de cultivo y las células se sembraron sobre la placa de poliestireno.
La viabilidad celular permanecié por encima del 80% hasta después de 5 dias de cultivo, esto sugiere
que los materiales no presentan un comportamiento téxico. La seccion (b) de la figura 16 muestra
el grafico de barras de la viabilidad celular de las HUVECs sembradas sobre los materiales Mezcla,
CMezcla, Coaxial y CCoaxial. Se puede observar que la actividad celular disminuyd por debajo del 75
% desde el primer dia para aquellas células que fueron sembradas sobre la muestra Coaxial y
Ccoaxial mientras que para las muestras Mezcla y CMezcla esta actividad permanecid por encima
del 80%. Sobre la muestra CCoaxial se presentd mayor viabilidad que la membrana que no tenia el
tratamiento de entrecruzamiento. Esto sugiere que la baja viabilidad celular se puede atribuir a la

disolucién de gelatina en el medio de cultivo.

51



140 140
- - PLA . Mezcla

§1 20 a - Gelatina §1 20 Coaxial - CCoaxia
5907 8

S S

o 80 5

O T O]

o 60 °

@ i ®

ko] o

= 40 =

° i o

®© ©

S 204 >

=
1 3 5 1 3 5
Dias de Cultivo Dias de Cultivo

Figura 16. Graficos de barra de la viabilidad de HUVECs sembradas sobre los materiales (a)
PLAy Gelatina, (b) Mezcla, CMezcla, Coaxial y CCoaxial. Se realizé un ANOVA y una prueba multiple
de rango de Duncan utilizando el software statGraphics. El asterisco (*) indica los grupos

estadisticamente diferentes a un nivel de (p < 0.05)

5.9 ANALISIS CELULAR POR MICROSCOPiA CONFOCAL

La figura 17 muestra las micrografias de las células HUVECs después de 24 horas de haber
sido sembradas sobre los materiales Coaxial, CCoaxial, Mezcla y CMezcla. Las células que estaban
sobre el material Coaxial presentan una morfologia redondeada indicando una débil capacidad de
adhesion, mientras que en la muestra CCoaxial la estructura de las células muestra tendencia a
extenderse. Por otra parte, las células sembradas sobre los materiales Mezcla y CMezcla mostraron
una morfologia mas extendida y en direccion de las fibras. La tendencia a extenderse es mds notoria
en las muestras de la mezcla de materiales, puesto que en estos la gelatina permanece en ellos y no
se disuelve eventualmente, como se indica en la Figura 18 del espectro de ATR-FTIR de las
membranas después del proceso de cultivo. Las bandas amina | y amina Il alrededor de 1630 y 1530

cm (indicadas con una flecha) respectivamente decrecen por la disolucién de gelatina.
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Figura 17. Micrografia confocal de HUVECs teiiidas con calceina-AM y sembradas sobre las

muestras (a) Coaxial, (b) CCoaxial, (c) Mezcla y (d) CMezcla.
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Figura 18. Espectros ATR-FTIR de las muestras Coaxial, CCoaxial, Mezcla y CMezcla después

de haber estado 5 dias en cultivo.
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La técnica de electrohilado permitié generar fibras de distintos materiales, estos fueron
analizados por diferentes técnicas y cada una reveld caracteristicas del material en diferentes
aspectos, por ejemplo, con la técnica SEM se observé la morfologia de las membranas, donde se
mostré que a excepcion de la membrana Gelatina (compuesta por listones), todas estaban
compuestas por fibras. Con la técnica de TEM se evidencio la presencia del arreglo nucleo coraza en
le membrana Core/Shell. Con los resultados de la técnica de ATR-FTIR se apoya la hipétesis de que
se presento el entrecruzamiento entre la genipina y la gelatina; También se evidencia la interaccién
quimica entre los materiales PLA y Gelatina cuando estos formaron las fibras de las membranas
Mezcla y Coaxial. Se realizéd un andlisis termogravimétrico con la intencién de observar si el
entrecruzamiento de la gelatina incrementaba la resistencia térmica de las membranas. Se
observaron resistencias térmicas similares para todos los materiales antes de después del

tratamiento quimico.

Los ensayos de calorimetria de barrido diferencial se realizaron con la intencién de observar
las transiciones térmicas de los diferentes materiales y determinar si éstos se afectaron de alguna
manera debido al tratamiento de entrecruzamiento. Se observé que la Tg del PLA no se presentaba
cuando el material estaba en contacto con genipina y también cuando la gelatina de las muestras
Mezcla y Coaxial fue entrecruzada, en el primer caso se sugiere que existen trazas de genipina que
impiden que las cadenas en estado amorfo del PLA se laxen impidiendo que la transicién vitrea se
presente; en el segundo caso se propone que la rigidez aportada al material debido al
entrecruzamiento quimico de gelatina genera un efecto similar sobre las cadenas en estado amorfo
del PLA. Por otra parte, se observa que en la membrana mezcla, la gelatina no presenta una
transicion de desnaturalizacion tan prolongada puesto que la interaccidn con el PLA ha hecho que
aquella se desnaturalice. Los resultados de DRX arrojan datos interesantes, puesto que se observa
que el autoensamblaje del PLA se presenta de una manera mas ordenada cuando los materiales son
sometidos al proceso de entrecruzamiento, lo cual correlaciona con los porcentajes de cristalinidad

calculados por DSC.

En cuanto a las propiedades mecanicas de los materiales se observa que la muestra CMezcla
presentd las propiedades mecanicas mas altas en comparacién con PLA y CCoaxial, esto puede ser

justificado por las interacciones quimicas de sus componentes; mientras en el material CMezcla los
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materiales estan interactuando en toda la estructura, en la muestra CCoaxial los materiales solo se

encuentran interactuando en la interfaz del nicleo/Coraza de la fibra.

Los ensayos celulares revelan que la viabilidad celular de las HUVECs se ve altamente
afectada debido la incapacidad de adherirse al material Core/Shell, resultado de la constante
disolucién de la gelatina (las células no se adhieren y disminuyen su viabilidad al no tener una base
solida donde adherirse debido a que la gelatina se va disolviendo paulatinamente). Por otra parte,
en donde la gelatina permanecia en el material las células se extendian y su viabilidad no se veia

altamente afectada.

6 CONCLUSIONES

Mediante la técnica de electrohilado ha sido posible obtener membranas tubulares utilizando PLA

y gelatina como materia prima.

La microestructura fibrosa y el cambio que estas presentaron debido al entrecruzamiento quimico
fue revelada por microscopia electrénica de barrido. Se observé que el tratamiento quimico no
afecta la estructura membranosa de los especimenes. Sin embargo, en la muestra CCoaxial la coraza

de gelatina tendia a quebrarse.

Los diferentes andlisis realizados comprueban la presencia e interaccion de los materiales. No se
observan cambios drasticos en las propiedades térmicas, sin embargo, la conducta mecanica de los

materiales es modificada dependiendo de como estos interactian entre si.

Las células HUVEC en contacto con los tubos fibrosos PLA, Mezcla y CMezcla muestran una viabilidad
por encima del 80 % al paso de 5 dias, indicando que los materiales no afectan en gran medida el
desarrollo de esta linea celular. Sin embargo, en cuanto a las que estuvieron en contacto con
fragmentos de los tubos Coaxial y CCoaxial la viabilidad se afecta desde el primer dia puesto que la
gelatina tiende a disolverse cuando no esta entrecruzada quimicamente o mezclada con el PLA. La

muestra que presenta mejores conductas como hospedero celular es la CMezcla.

55



Entre los materiales fabricados con ambos componentes (PLA y Gelatina) el material que mejores
propiedades presentd fue el CMezcla, ya que en general conserva las propiedades mecanicas mas

altas y funge como mejor anfitrién celular que el Coaxial, CCoaxial y Mezcla

56



7 ANEXOS

Como producto de este trabajo se generd un articulo de investigacion cientifica, Titulado:
Electrospun tubes based on PLA, gelatin and genipin in different arrangements for blood vessel

tissue engineering. Con numero de registro DOI: https://doi.org/10.1007/s00289-019-03057-7.

Ponencias presentadas:

TECNOLOGICO NACIONAL DE MEXICO, INSTITUTO TECNOLOGICO DE HUATABAMPO

SIMPOSIO OnPlay 2016 PRESENTACION ORAL “Electrohilado e ingenieria de Tejidos vasculares” 25
DE OCTUBRE DE 2016.

TECNOLOGICO NACIONAL DE MEXICO, INSTITUTO TECNOLOGICO DE HUATABAMPO SIMPOSIO
OnPlay 2018 PRESENTACION ORAL “POLIMEROS” DE NOVIEMBRE DE 2018.
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Enseguida, se muestran las figuras ampliadas que corresponden a la seccién de “Resultados y

discusion” de esta tesis.

Analisis Morfolégico por SEM

Micrografias SEM a 2000X de las muestras PLA (a), CPLA (b), Gelatina (c), CGelatina (d),
Coaxial (e), CCoaxial (f), Mezcla (g) y CMezcla (h).
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Distribucidn de didmetro de fibra de las muestas PLA, Gelatina, Coaxial y Mezcla.



Analisis de la Estructura Nucleo-Coraza por TEM

Rejilla

Coraza
(1.5 um)

2 um

Micrografia TEM de una fibra con estructura nucleo-coraza proveniente del

material Coaxial
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Analisis Quimico por FTIR
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Analisis de la Estabilidad Térmica por la Técnica de TGA
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Analisis de las Transiciones Térmicas de los Materiales por la Técnica de DSC
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Analisis de Cristalinidad por DRX
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(a) Patrén DRX de los pellets de PLA, (b) polvo de gelatina, (c) muestras PLA y CPLA, (d)
Gelatina y CGelatina, (e) Mezcla y CMexcla, (f) Coaxial y CCoaxial.
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Ensayo de Viabilidad Celular
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Graficos de barra de la viabilidad de HUVECs sembradas sobre los materiales (a) PLA y
Gelatina, (b) Mezcla, CMezcla, Coaxial y CCoaxial. Se realizé un ANOVA y una prueba multiple de
rango de Duncan utilizando el software statGraphics. El asterisco (*) indica los grupos

estadisticamente diferentes a un nivel de (p < 0.05)
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Andlisis Celular por Microscopia Confocal

Micrografia confocal de HUVECs tefiidas con calceina-AM y sembradas sobre las muestras

(a) Coaxial, (b) CCoaxial, (c) Mezclay (d) CMezcla.
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Espectros FTIR de las muestras Coaxial, CCoaxial, Mezcla y CMezcla después de haber

estado 5 dias en cultivo.
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8 PERSPECTIVAS

Realizar modificaciones a los materiales elaborados para que estos puedan liberar diferentes
agentes quimicos. Por ejemplo, anticoagulantes, factores de crecimiento, antibiéticos, extractos de
plantas medicinales regionales, etc.

Realizar ensayos de optimizacion del proceso de entrecruzamiento de la gelatina en los materiales
fabricados con el propdsito de establecer un método de entrecruzamiento que permita obtener
propiedades mecdnicas mejoradas.

Realizar ensayos de biodegradacidn de los materiales fabricados con la intenciéon de conocer las
cinéticas de degradacidon de estos y saber si los tiempos de degradacién coinciden con los de
formacidn de diferentes tejidos.

Incluir otro tipo de técnicas con las que se puedan fabricar materiales tubulares, tales como,
extrusién y sinterizado de laminas enrolladas.

Incluir otro tipo de materiales biodegradables (coldgeno extraido de piel de tilapia) y no
biodegradables (Teflén en combinacidn con otros materiales) en la fabricacién de injertos vasculares
con la intencidn de satisfacer las necesidades que hasta hoy se precisan.

Generar un biorreactor especializado para el cultivo de tejidos tubulares con la finalidad de poder
ensayar los materiales en un ambiente con flujo pulsado.

Las posibilidades de trabajo se vuelven numerosas si tomamos en cuenta que existen una gran
diversidad de biomateriales que se pueden utilizar.
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