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1. RESUMEN

Las enfermedades cardiacas son la principal causa de muerte en el mundo. Segun datos
de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), las enfermedades cardiovasculares generan
mas del 30% de todas las muertes a nivel mundial, es decir, mas de 17 millones de muertes
al afo y se estima que para el afno 2030 ocurran alrededor de 23,6 millones de decesos
relacionados con estas enfermedades. En México, para el afio 2014 se generaron 121,427
muertes relacionadas con enfermedades cardiovasculares. Los tratamientos mas utilizados
después de un episodio de infarto agudo al miocardio son los farmacos, sin embargo, estos
solo se enfocan en evitar el progreso de la enfermedad, por lo tanto, en el presente trabajo
se propone el uso de la ingenieria de tejidos como una alternativa al tratamiento del dafio
cardiaco. Con esta finalidad se disefiaron andamios nanofibrilares de PVA (poli- vinil
alcohol) utilizando la técnica de electrohilado. Los andamios se caracterizaron
fisicoquimicamente utilizando microscopia electrénica de barrido (MEB), microscopia de
fuerza atémica (MFA), espectroscopia infrarroja (FITR) y espectroscopia Raman. Después
de la caracterizacion fisicoquimica, los andamios fueron entrecruzados con metanol o
isopropanol para retardar su degradacién en medio acuoso y se realizdé un ensayo de
degradacion en PBS y colagenasa al 0.01%. Por otro lado se realizaron ensayos biolégicos
sembrando células H9c2 sobre los andamios de PVA y se evalué la adhesién celular, la
proliferacién celular, la interaccion célula-material y la expresidon de moléculas especificas
de tejido muscular cardiaco. Los resultados obtenidos mostraron que la técnica de
electrohilado nos permite obtener andamios nancfibrilares de PVA y el proceso de
entrecruzamiento fisico con metanol o isopropanol logré retardar el proceso de degradacién
de los andamios. Los andamios que mostraron una mejor respuesta en los ensayos de
proliferacién y expresion de moléculas especificas de tejido muscular cardiaco son los
andamios de PVA entrecruzados con metanol, lo que sugiere que estos andamios son los
candidatos para ser utilizados en estudios posteriores en el campo de la ingenieria de tejido

muscular cardiaco.




1. ABSTRACT

Cardiac diseases are the number one cause of death in the world. According to World Health
Organization (WHO), cardiovascular diseases generate more than 30% of all deaths in the
world (more than 17 million of deaths annually) and it is estimated that by 2030 will take
place around 23.6 million of deaths. In Mexico approximately 121, 427 deaths were related
to cardiovascular disease in 2014. The most commonly used treatments after of acute
myocardial infarction are drugs, however, this treatment is only focuses on preventing
disease progression, therefore, in this thesis work we proposed use tissue engineering
approach as treatment of heart damage. We designed nanofibrillar scaffolds of PVA (poly
vinyl alcohol) using the electrospinning technique. Scaffolds were characterized using
scanning electron microscopy (SEM), atomic force microscopy (AFM), infrared spectroscopy
(FTIR) and Raman spectroscopy. After physicochemical characterization, the scaffolds were
crosslinked with methanol or isopropanol to retard degradation in aqueous medium and the
degradation test was performed in PBS and collagenase 0.01%. Bioassays were performed
seeding H9c2 cells onto PVA scaffolds and we evaluated cell adhesion, cell proliferation,
cell-material interaction and expression of specific molecules of cardiac muscle tissue. The
results showed that the electrospinning technique allows make nanofibrillar scaffolds and
the physical crosslinking process allows retard degradation of these scaffolds of PVA. The
scaffolds that showed a better response in the assays of proliferation and expression of
specific molecules of cardiac muscle tissue were the scaffolds crosslinked with methanol,

therefore, these are candidates to be used in the field of cardiac tissue engineering.




2. INTRODUCCION
2.1 El sistema cardiovascular como sistema de transporte

El sistema circulatorio es el encargado de mantener los niveles adecuados de gases,
nutrientes y desechos en el liquido intersticial por medio del intercambio continuo entre este
liquido y la sangre circulante, para lograr este objetivo la sangre debe estar en constante
movimiento; el érgano encargado de generar este flujo constante de sangre, es el corazon,
ya que funciona como una bomba que impulsa el flujo de sangre a través de los vasos

sanguineos (Edwards et al., 1997).

El corazéon es un organo hueco formado de fibras musculares estriadas y matriz
extracelular. Posee cuatro camaras: dos auriculas (izquierda y derecha) y dos ventriculos
(izquierdo y derecho) que trabajan juntas y de manera coordinada para bombear la sangre
a través de una red de vasos sanguineos entre el corazédn y los tejidos periféricos (figura
1). Esta red de vasos sanguineos se divide en dos circuitos; el circuito pulmonar que
transporta sangre rica en dioxido de carbono del corazén hacia la superficie de intercambio
gaseoso de los pulmones y retorna sangre rica en oxigeno al corazén. El circuito sistémico
se encarga de transportar sangre rica en oxigeno del corazon al resto de los tejidos del
cuerpo, retornando sangre rica en diéxido de carbono al corazén. Ambos circuitos inician y
terminan en el corazén, siendo las arterias las encargadas de transportar sangre del

corazon mientras que las venas retornan la sangre al corazon (Edwards et al., 1997).

Figura 1. Anatomia del corazoén. Se ilustran las cuatro camaras del corazoén y los principales vasos sanguineos.
Modificado de Stanfield et al., 2008.




2.2 El corazén como 6rgano principal del sistema cardiovascular

El 6rgano del sistema circulatorio que genera la fuerza necesaria para el bombeo adecuado

de la sangre, es el corazon, cuya pared esta conformada por tres capas (figura 2):

- El epicardio o pericardio visceral: se encuentra formando la superficie externa del
corazon, es una capa serosa que cubre al corazon.

- El miocardio: estd compuesto de multiples capas de tejido muscular cardiaco
asociado a tejido conjuntivo, tejido nervioso y vasos sanguineos.

- El endocardio: es una capa de epitelio plano y tejido conjuntivo que recubre

internamente al corazon.

Figura 2. Organizacion histologica del corazén. Se ilustran las diferentes capas que conforman el tejido cardiaco.
Modificado de Stanfield et al., 2008.

El miocardio es la capa de tejido formado principalmente por cardiomiocitos, que son las
células musculares encargadas de generar la fuerza de contraccion, estas células poseen
un didmetro de 10-20 ym y una longitud de 50-100 um (Edwards et al., 1997; Stanfield et
al., 2009).




2.3 La matriz extracelular del miocardio

La matriz extracelular (MEC) es un componente importante del medio ambiente de las
células, debido a que provee sefales para regular el comportamiento celular, incluyendo la
proliferacion, adhesion, migracion y diferenciacion (Watt et al., 2013; Nakayama et al.,
2014). Dentro de la MEC del miocardio se encuentran albergadas células endoteliales,

fibroblastos, leucocitos y cardiomiocitos (Stanfield et al., 2009).

En el miocardio, la MEC es una red compleja formada por diferentes componentes
moleculares que tiene una funcién importante en la transferencia de fuerza mecanica
necesaria para las fases de contraccion y relajacién del ciclo cardiaco (figura 3). La cantidad
y composicion de proteinas que forman la MEC se adaptan a los requerimientos funcionales
del corazon (Rienks et al.,, 2014). Diferentes tipos de colagena, glucoproteinas
(principalmente fibronectina), proteoglucanos y elastinas, estan involucradas en la
organizacion y soporte de los cardiomiocitos. Mientras que los glucosaminoglucanos,
proteoglucanos y acido hialurénico permiten la hidratacién de la MEC y actuan como

lubricantes de la maquinaria cardiaca contractil (Pelouch et al., 1993).

La MEC del corazén esta formada principalmente por fibras de colagena tipo | y tipo I,
aproximadamente el 80% de la colagena pertenece a estos tipos. La triple hélice de la
colagena tipo | esta compuesta de dos cadenas de colagena a1y una cadena a2, que forma
fibras muy rigidas con diametros de hasta 3 um y un peso molecular de 130-140 kDa. La
colagena tipo lll esta formada de tres cadenas a1, tiene un peso molecular aproximado de
140 kDa, forma fibras pequefias y flexibles que rodean a los componentes celulares del
tejido (Hein et al., 2001). Estas fibras de colagena tienen una funcién muy importante en la
estructura y funcién del miocardio, debido a que funciona como soporte de la fuerza

contractil generada por los cardiomiocitos (Pelouch et al., 1993).

La fibronectina es una glucoproteina compuesta de dos cadenas, posee diversos sitios de
unién para factores de crecimiento, heparina, coldgena y diversas integrinas. Esta proteina
fibrilar tiene la capacidad de estirarse y contraerse, lo que le permite al tejido ser elastico.
Por otro lado la laminina es una proteina que pertenece a la familia de las proteinas

adhesivas y se encuentra principalmente en las membranas basales (Pelouch et al., 1993).




Figura 3. Matriz Extracelular (MEC) del miocardio en condiciones normales. Modificado de Rienks et al., 2014.

2.4 Infarto al miocardio y los tratamientos actuales

Las enfermedades cardiacas son la principal causa de muerte en el mundo. Segun datos
de Organizacion Mundial de la Salud (OMS), las enfermedades cardiovasculares generan
mas del 30% de todas las muertes a nivel mundial, es decir, mas de 17 millones de muertes
al afio y se estima que para el afio 2030 ocurran alrededor de 23,6 millones de muertes. El
aumento en la incidencia de estas enfermedades esta estrechamente relacionado con los
cambios en el estilo de vida a los que estan sometidos la mayoria de la poblacion. Estos
cambios involucran dietas altas en grasas, estrés, tabaquismo, obesidad y alcoholismo
(Mendis et al., 2011). México es un pais que no se encuentra exento de estos cambios en
el estilo de vida, segun datos del Instituto Nacional de Estadistica y Geografia (INEGI), las

e
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cardiopatias son la primera causa de muerte, especificamente en el afio 2014 se generaron
121,427 muertes relacionadas con enfermedades cardiovasculares (INEGI, 2014).

La causa mas comun de dafio cardiaco es la enfermedad de la arteria coronaria relacionada
con un episodio de infarto agudo al miocardio, que genera un dafio permanente en la pared
del musculo cardiaco dando como resultado una condicién de insuficiencia en el bombeo
sanguineo, debido a la formacién de tejido cicatrizal, pérdida masiva de cardiomiocitos y la
falta de capacidad de regeneracion del tejido. Este proceso es conocido como remodelacion

patoldgica (figura 4) y se puede dividir en cuatro etapas principales:

-La primera consiste en la muerte de los cardiomiocitos debido a una falta de oxigenacién

y nutrientes.

-La segunda es la fase de inflamacion, donde existe una migracion de los monocitos y

neutrdfilos a la zona necroética para remover los desechos de los cardiomiocitos muertos.

-La tercera estéa caracterizada por la presencia de fibroblastos, macréfagos, miofibroblastos,

la formacion de nuevos vasos sanguineos y el depdsito de proteinas de MEC.

-La fase final es la formacién de cicatriz, que son regiones con pocas células y ricas en

colagenas altamente entrecruzadas (Cleutjens et al., 1995 ).



https://www.google.com.mx/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=2&cad=rja&uact=8&ved=0CCsQ0gIoATAB&url=http%3A%2F%2Fes.wikipedia.org%2Fwiki%2FPar%25C3%25A9ntesis%23Corchetes_.5B_.5D&ei=1TViVJLmA8KqyATM2IGwDg&usg=AFQjCNG4VlTlkprOI2C5eC1W8jWSO1sOUg

Figura 4. Después de un episodio de infarto al miocardio, se lleva a cabo una remodelacion patoldgica del tejido
cardiaco. Este proceso esta caracterizado por el reclutamiento de macrofagos, la liberacidon de citocinas
inflamatorias y la sintesis excesiva de fibras de colagena por la activacion de fibroblastos. Modificado de Rienks
etal., 2014.

El tratamiento mas utilizado es la revascularizacion mediante angioplastia primaria y la
colocacion de stent. Cuando esta tecnologia no esta disponible, se recurre al tratamiento
fibrinolitico acompafado de anticoagulantes y antiagregantes que pueden generar
hemorragia y otros efectos secundarios severos. Otro tipo de farmacos utilizados estan
enfocados en disminuir la carga de trabajo y proporcionar proteccién contra factores
humorales toxicos sobreactivados en el dafo cardiaco, sin embargo no pueden controlar
adecuadamente la progresion de la enfermedad (Chen et al., 2008). En presencia de dafio
miocardico importante, por insuficiencia cardiaca, el transplante de corazén es la Unica
opcidn curativa, sin embargo, es una terapia invasiva y costosa. El numero de organos

disponibles para ser trasplantados es muy escaso y pueden existir complicaciones

e
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relacionadas con la respuesta inmune (Aguilar y Garabito, 2008). Dentro de los tratamientos
mas novedosos se encuentra la terapia celular que consiste en la transferencia de células
exbégenas a un miocardio enfermo para tratar de suplir con células nuevas parte del tejido
cicatrizado y fibroso, el objetivo de esta técnica es reparar, reemplazar o estimular células
alteradas, asi como restituir la masa miocardica funcional para mejorar la contractilidad
(Laflamme et al., 2005). Este tratamiento ya se ha aplicado en ensayos clinicos utilizando
células troncales mesenquimales (Quevedo et al., 2009) y células troncales cardiacas
(Hosoda, 2012), sin embargo se ha observado que no se obtiene un resultado exitoso en
todos los casos, lo que esta relacionado con la magnitud del dafo en el tejido, ya que
cuando el dafio es de gran extension, las células no son capaces de regenerar el tejido. Por
otro lado, las células no tiene un medio ambiente adecuado para adherirse, proliferar y
diferenciarse debido a que en la zona dafada, se encuentra tejido fibrotico y una gran
cantidad de citocinas inflamatorias (Laflamme et al., 2008). Por lo tanto en el presente
trabajo se propone la utilizacion de la ingenieria de tejidos como una opcion para el
tratamiento de dafio cardiaco por medio del disefio de andamios cardiacos que eviten la

formacion del tejido fibrético y reestablezcan la funcion del tejido danado en el paciente.

2.5 La Ingenieria de tejidos como disciplina para la regeneracién de tejido cardiaco

La ingenieria de tejidos es un campo nuevo que tiene como objetivo desarrollar sustitutos
biolégicos funcionales para restaurar o reemplazar tejidos dafiados por enfermedades o
lesiones a través del empleo de los principios de la biologia celular, la ciencia de los
materiales, y la biomedicina (Ye et al., 2014; Drury et al., 2003). Se basa en un concepto
relativamente simple: comienza con el desarrollo de un andamio (por ejemplo, un andamio
de polimero biodegradable), cuya forma puede ser a manera de pelicula delgada o fibrilar,
qgue se pone en contacto con células en cultivos celulares in vitro, y se puede adicionar o
no factores de crecimiento (figura 5). Cuando las células se multiplican proliferando,
interaccionan con el andamio llenando los poros interconectados de los andamios;
desarrollandose posteriormente un tejido tridimensional y una vez implantados en el cuerpo,
las células podran recrear sus funciones en el tejido deseado (Kam et al., 2013; Liu et al.,
2012).




Bioingenieria de Tejidos

Moléculas de

Células

senalizacion

Figura 5. Principio de la bioingenieria de tejidos. Modificado de Chen et al., 2008.
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En el caso de la ingenieria de tejido muscular cardiaco el objetivo es reparar la region
cardiaca infartada a través de la produccion de un tejido funcional que se integre
plenamente dentro del 6rgano (Muscari et al., 2014). Por lo tanto, el tejido construido debe

cumplir con cinco caracteristicas:

1) Debe ser contractil.

2) Ser fisiolégicamente estable.

3) Mecanicamente fuerte y a la vez flexible.

4) Permitir la vascularizacién lo mas rapido posible.

5) No inmunogénico (Zimmermann W.H. et al., 2004).

Con la finalidad de lograr este objetivo se han utilizado diversos materiales para la
construccion de andamios en donde se ha evaluado la respuesta de diversos tipos
celulares. Dentro de los materiales utilizados destacan los polimeros naturales y los

polimeros sintéticos (Tabla 1).

Tabla 1. Polimeros utilizados en la bioingenieria de tejidos de corazén

Polimeros Naturales

Gelatina Akhyari P. et al., 2002
Colagena Eschenhagen T. et al., 2002 y Kofidis T. et
al., 2002

Fibrina Christman KL. et al., 2004

Alginato Chandy T. et al., 2003
I

Poli (acido lactico) Leor J. et al., 2000

Poli (acido glicdlico) Leor J. y Cohen S., 2004

Poli (e-caprolactona) Pego A et al., 2003

Poli (hidroxibutirato) Ramsay B. et al., 1993

Poli (uretano) McDevitt T. et al., 2003
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Para poder cumplir con el objetivo anteriormente mencionado es necesario que los
materiales utilizados para la construccion de los andamios posean las siguientes

caracteristicas:

1) Biocompatible (no téxico)
2) Biodegradable
3) No inmunogénico (no despertar respuesta inmune)

4) Bioactivo (promover la adhesion, proliferacion y diferenciacion).

Tratando de cumplir con estas caracteristicas, en el presente trabajo se propone la

utilizacion de un polimero soluble como el poli vinil alcohol.

Otro componente importante de la ingenieria de tejidos son las células utilizadas para
construir el tejido in vitro. En el caso de la bioingenieria de tejido muscular cardiaco se han

utilizado diversos tipos celulares (Tabla 2).

Tabla 2. Células utilizadas en la bioingenieria de tejidos de corazén

Tipo celular Referencia

Células de corddn umbilical Kadner A. et al., 2004

Células troncales mesenquimales Devine, 2001

Células troncales embrionarias Zhang D. et al., 2013

Cardiomiocitos fetales Li R.K. et al., 2000

Fibroblastos Li R.K. et al., 2000

Células de musculo liso Matsubayashi, 2003

Cardiomiocitos neonatales Zimmermann W.H. et al., 2000 y Hussain A.
etal., 2013

2.6 El Poli (vinil alcohol) y su uso en la ingenieria de tejidos

El poli (vinil alcohol) o PVA es un polimero sintético ampliamente utilizado en la industria
textil, de adhesivos, alimentos y biomédicos (de Merlis et al., 2003). Se obtiene por la
hidrdlisis alcalina o acida del poli- acetato de vinilo, para remover los grupos acetato (figura
6). El grado de hidrolisis determina las caracteristicas fisicas, propiedades quimicas y
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mecanicas (Baker et al., 2012). El PVA es un material hidrosoluble, esto se debe a que su
estructura corresponde a un polimero altamente polar que le confiere la posibilidad de
formar puentes de hidrogeno inter e intra moleculares, lo que hace que este polimero posea
una fraccion cristalina importante. La existencia de estos enlaces de hidrégeno también
implica que posea un comportamiento mecanico apto para la fabricacion de fibras sintéticas
que ademas de una alta resistencia mecanica, tienen la capacidad de difundir agua

rapidamente (Perrilla, 1998).

Figura 6. Reaccion de polimerizacion del acetato de vinilo e hidrdlisis del poli-acetato de vinilo para la obtencién
de poli-vinil alcohol. Modificado de Jiang, Y., 2009.

Por sus caracteristicas como son: la alta biocompatibilidad, no toxicidad, buena estabilidad
térmica y mecanica, este polimero ha sido ampliamente utilizado para la fabricacién de
membranas que permiten la liberacion prolongada de farmacos como: diclofenaco de sodio,
naproxeno, indometacina y rifampicina, entre otros (Shen et al., 2014). Otras aplicaciones
son la fabricacion de nanofibras con particulas de plata que poseen actividad anti-
microbiana en modelos in vitro e in vivo, asi como en sistemas de purificaciéon de agua
(Voigt, 2009) y en disefio de andamios utilizados en modelos in vitro o in vivo para la
regeneracion de diversos tejidos como hueso (Chang et al., 2013), cartilago (Shafiee et al.,
2011) y piel (Chandrasekaran et al., 2011).

Otra caracteristica importante del PVA es la alta solubilidad en agua. Por lo tanto este
polimero necesita ser entrecruzado para ser utilizado como hidrogel en diversas
aplicaciones. El entrecruzamiento puede ser fisico o quimico y ambos proporcionan
estabilidad estructural al polimero cuando entra en contacto con agua o fluidos corporales.
El grado de entrecruzamiento dicta la cantidad de fluido que es capaz de absorber el
polimero, lo que esta estrechamente relacionado con sus caracteristicas, fisicas, quimicas
y biologicas (Hassan et al., 2000). En diversos trabajos se han investigado diferentes

agentes entrecruzantes, entre los que destacan: aldehidos (glutaraldehido,

e
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paraformaldehido) (Shaikh et al., 2012), acido citrico (Hidber et al., 1995) y acido bdrico
(Manna et al., 2009) para el caso del entrecruzamiento quimico. Sin embargo, una
desventaja que presentan estos agentes es su alta toxicidad. Para el entrecruzamiento
fisico se han utilizado la radiacién gama, ciclos de congelamiento y descongelamiento y
agentes como isopropanol (Alves et al., 2011) y metanol (Yao et al., 2003) los cuales no

tienen toxicidad.

Una vez dentro del cuerpo, el PVA puede ser excretado por la via renal o hepatica. Para el
caso de PVA de bajo peso molecular la excrecién se da de manera rapida a través de los
glomérulos renales para ser eliminado por la orina. Mientras que el PVA de mayor tamario
se excreta a través del higado: las células del parénquima del higado endocitan el PVA
para ser transportado a través de los conductos biliares y la vesicula biliar hacia el intestino

y finalmente ser eliminado en las heces (Kaneo et al., 2005).

2.7 El electrohilado como técnica para la obtencion de fibras manométricas

La técnica de electrohilado es conocida desde 1987 pero ha ganado popularidad en los
ultimos afios debido a un aumento en el interés sobre la nanotecnologia. Con este método
se obtienen fibras de polimero con diametros que varian de 3nm hasta 5um. Dentro de las
aplicaciones de esta técnica estan las nanofibras cataliticas, sensores basados en fibras,
sistemas de filtracidon y con numerosas aplicaciones en la ingenieria de tejidos (Subbiah et
al., 2005).

La simplicidad y el bajo costo son caracteristicas que hacen atractiva a esta técnica. El
sistema consta de tres componentes principales; una fuente de poder de alimentacién
continua de alto voltaje, un colector con conexion a tierra y una jeringa conectada a una
bomba para un suministro constante del polimero (figura 7). Para poder realizar el
electrohilado del polimero, primero es necesario encontrar el disolvente apropiado para el
polimero y preparar la solucidon a una concentracién adecuada. Después la solucién es
depositada en la jeringa, cuyo flujo esta regulada por una bomba de infusidon. La solucién
de polimero es sometida a un campo eléctrico, cuando el campo eléctrico aplicado alcanza
un valor critico, las fuerzas eléctricas de repulsion superan las fuerzas de tension superficial
del polimero y se forma un cono de Taylor en la punta de la aguja de la jeringa del cual se
eyecta el polimero que es depositado en el colector, en este punto es cuando ocurre la

evaporacion del disolvente y la formacién de fibras (Bhardwaj et al., 2010).
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En el electrohilado existen varios parametros que nos permiten modificar la morfologia de
las fibras, entre estos parametros podemos encontrar: el peso molecular del polimero,
concentraciéon del polimero, el solvente utilizado, el voltaje aplicado, la velocidad de flujo
del polimero, la distancia de la punta de la aguja al colector y la humedad del medio
ambiente (Bhardwaj, et al., 2010).

Mediante el uso de esta técnica se han logrado obtener andamios fibrilares de diferentes
polimeros que han sido utilizados en la bioingenieria de diversos tejidos. El interés en la
fabricacion de andamios nanofibrilares radica en el objetivo de mimetizar la matriz
extracelular, ademas de que se ha observado que la topografia fibrilar permite tener un area

de superficie mayor que aumenta la unién celular (Bhardwaj et al., 2010).

Figura 7. Sistema de electrohilado. Se basa en la formacién un circuito eléctrico cerrado al cual se le aplica alto

voltaje.
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3. HIPOTESIS
La utilizacién de un andamio fibrilar de poli vinil alcohol (PVA) sintetizado a partir de la
técnica de electrohilado inducira la adhesion, proliferacién y expresion moléculas

especificas de cardiomiocitos cultivados sobre él.

4. OBJETIVO GENERAL
Evaluar la adhesién, proliferacion y expresion de moléculas especificas de cardiomiocitos

al ser al ser cultivados sobre un andamio electrohilado de PVA.

4.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS
-Fabricar andamios fibrilares poliméricos de PVA que favorezcan la adhesién, proliferaciéon

y expresion de moléculas propias de musculo cardiaco.

-Evaluar la degradacion de los andamios electrohilados de PVA después de ser sometidos

a dos diferentes procesos de entrecruzamiento fisico.

-Establecer el efecto de la morfologia superficial de los andamios poliméricos de PVA en la
adhesion y proliferacion de cardiomiocitos embrionarios de ratéon en cultivos celulares in

vitro.

-Evaluar la interaccion célula-material de los cardiomiocitos embrionarios de ratén
sembrados sobre los andamios electrohilados de PVA, utilizando microscopia de

fluorescencia.

-Determinar la expresion de moléculas especificas de tejido muscular cardiaco en cultivos
celulares de cardiomiocitos embrionario de ratdén, sembrados sobre los andamios
electrohilados de PVA por medio de RT-PCR.
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5. ANTECEDENTES

La ingenieria de tejido cardiaco se basa principalmente en el uso de materiales sintéticos o
biologicos y de células del corazén para reconstituir el tejido muscular cardiaco in vitro que
posteriormente puede utilizarse para la sustitucion de miocardio enfermo in vivo. Este
enfoque esta basado en los principios generales de la ingenieria de tejidos propuestos por
Langer y Vacanti a principios de la década de 1990. La construccion de tejido cardiaco
idealmente debe mostrar propiedades funcionales y morfologicas del musculo cardiaco
nativo y permanecer viable después de la implantacién. La integracion mecanica, eléctrica,
y funcional en la arquitectura de 6érganos deberia resultar en una mejor funcion sistélica y
diastolica del miocardio enfermo. Durante los ultimos diez anos, diferentes grupos han

contribuido al campo de la ingenieria de tejido cardiaco (Zimmermann et al., 2004).

Ye et al., en 2014 plantearon el uso de un andamio construido de PVA para ser aplicado en
la bioingenieria de tejidos suaves. Ellos proponen el uso de PVA debido a su alta solubilidad
en agua, no toxicidad, biocompatibilidad y su capacidad de biodegradacion; remarcando
que una estructura altamente porosa permite la adhesion, proliferacion y migracion celular,
ademas de un suministro adecuado de nutrientes, factores de regulacion y oxigeno a las

células.

Tobita et al., en 2006 construyeron un andamio 3D en forma cilindrica a partir de MEC de
tejido cardiaco embrionario y evaluaron la respuesta de cardiomiocitos embrionarios al ser
sembrados sobre estos andamios, debido a que se ha observado que estas células tienen
la capacidad de regular la proliferacion, funcion contractil y arquitectura miocardica como
respuesta al medio ambiente. Por otra parte Pego et al., en 2003 disefiaron un andamio de
un co-polimero de carbonato de trimetileno y D,L-lactida altamente poroso en el que se
sembraron cardiomiocitos embrionarios y observaron que estos andamios poseen
propiedades mecanicas adecuadas y promueven la adhesién y proliferacién de dichas
células. Tomando en consideracion estos resultados, en el presente trabajo se propuso la
utilizacion del PVA como material para la construccién de un andamio nanofibrilar, lo que
nos permitié generar una gran cantidad de poros; estos andamios también fueron evaluados

bioldgicamente utilizando cardiomiocitos embrionarios de rata.
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6. MATERIAL Y METODOS

6.1. Diseno y caracterizacion morfolégica y quimica de los andamios electrohilados
de PVA.

La elaboracién de los andamios poliméricos se realizd utilizando una soluciéon de PVA
(Elvanol® 50-42), parcialmente hidrolizado al 5% en peso, el cual se disolvié en 40% etanol
absoluto (J.T. Baker®): 60% agua bidestilada [vol:vol] bajo agitacion magnética a 80°C
hasta su disolucion.

Una vez preparada la solucion polimérica, se fabricaron las nanofibras por la técnica de
electrohilado, para lo cual, se agregaron 5 ml de la solucién polimérica dentro de un inyector
con aguja hipodérmica de 0,5 mm de didmetro; la solucion polimérica fue inyectada a una
velocidad de 0.70 ml/h utilizando una bomba de infusién KD scientific®. La aguja fue
conectada a la terminal positiva del generador de alta tension (Spellman®) a 15 kV y el
colector de las fibras fue conectado a tierra, cuya separacion fue de 15 cm opuesta a la

aguja.

6.2 Entrecruzamiento de las nanofibras de PVA

Los andamios electrohilados de PVA fueron sometidos a un proceso de entrecruzamiento
(cross-linking) para evitar su rapida degradacion. Como agentes entrecruzantes se
utilizaron metanol (J.T. Baker ®) e isopropanol (J.T. Baker ®). Los andamios fueron
sumergidos en los entrecruzantes durante 24 horas, para después realizar su esterilizacion
con luz UV por media hora y permitir la completa evaporacién del entrecruzante en una
campana de flujo laminar durante 24 horas para su posterior utilizacién en las técnicas de

caracterizacioén y ensayos biologicos.

6.3 Caracterizacion morfoldgica y quimica de los andamios electrohilados de PVA

Los andamios de PVA fueron recubiertos con polvo de oro y la morfologia fue analizada
utilizando microscopia electrénica de barrido (MEB) (Field Emission Jeol JSM-7600f). Para
analizar el diametro de las fibras de los andamios de PVA a partir de las micrografias de

MEB, se utilizé el software Image J (National Institutes of Health, USA).
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Se utilizé un microscopio de fuerza atdomica (MFA) en la modalidad de contacto (JEOL,
JSPM-3210) para obtener los mapeos y rugosidad de la interconexion porosa de las
membranas electrohiladas.

Finalmente se evalué la estructura quimica de los andamios de PVA utilizando
espectroscopia Infrarroja (FITR) y espectroscopia Raman (Microscopio Confocal Raman
Alpha 300AR, WITEC®), esto con la finalidad de evaluar si la técnica de electrohilado o el

método de entrecruzamiento modificaron la estructura quimica del polimero.

6.4 Ensayo de degradacion

Se evalud la degradacion de los andamios electrohilados de PVA y entrecruzados con
isopropanol o metanol. Como medios de degradacion se utilizaron PBS (SIGMA®) y
colagenasa al 0.01% (SIGMA®); los andamios fueron sumergidos en estos medios durante
15, 30, y 45 min a 37°C en una atmosfera de 5% de CO» y 100% de humedad.

Después de los tiempo de degradacion establecidos, se recolecté el medio para medir el
pH y analizarlo por espectroscopia Raman (Microscopio Confocal Raman Alpha 300AR,
WITEC®). El ensayo se realizd por triplicado y los resultados se compararon con PVA
electrohilado sin entrecruzar, como referencia del patréon de bandas en espectroscopia

Raman se utilizé el PVA electrohilado sin entrecruzar.

6.5 Cultivo Celular

Para caracterizar la biocompatibilidad de los andamios hilados de PVA se utilizé la linea
celular de cardiomiocitos embrionarios de rata H9c2 (ATCC). Los cardiomiocitos se
mantuvieron en medio de cultivo DMEM (CORNING®) suplementado con 10% de suero
fetal bovino (SFB, CORNING®), una solucion de antibiéticos (penicilina (100 Ul/ml),
estreptomicina (100 pg/ml) y fungisona (0.3 pg/ml), 2mM de glutamina y 50mM de
aminoacidos no esenciales. Los cultivos se mantuvieron a una temperatura de 37°C y en

una atmaosfera de 95% de aire y 5% de CO2 en un ambiente con 100% de humedad.

6.6 Ensayo de Adhesion Celular

Para establecer el efecto de los andamios fibrilares de PVA sobre la adhesién celular, los

cardiomiocitos embrionarios fueron cultivados en contacto directo sobre los andamios a una
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densidad celular de 1x10* células/mL y se cultivaron durante 2, 4, 6, y 24 horas. Las células
adheridas a las membranas de PVA se evaluaron por medio del ensayo de cristal violeta.
Pasado el tiempo de cultivo experimental, las células se lavaron con PBS y se fijaron con
paraformaldehido (PFA) al 4% por 20 minutos. Después se lavaron con PBS y se incubaron
con una solucion de 0.1% de cristal violeta durante 10 minutos. Finamente las células se
lavaron con agua bidestilada y el colorante se extrajo con 300 pL de dodecil sulfato de sodio
(SDS) al 1%. De la solucién obtenida se tomaron 100 uL que se colocaron en una placa de
96 pozos para ensayos de ELISA y se leyd en un espectrofotometro (ChroMate,
AWARENESS®) a 550 nm. Los cultivos controles positivos fueron las células sembradas
sobre el plato de cultivo, mientras que los controles negativos fueron las células sembradas

sobre peliculas delgadas de PVA

6.7. Ensayo de Proliferaciéon Celular

Para poder correlacionar el papel regulador de la viabilidad de los cardiomiocitos con la
interconexion porosa de las membranas poliméricas de PVA, se realizd el ensayo de
naranja de formazan CCK-8 (DOJINDO®), basado en la habilidad de la enzima
deshidrogenasa mitocondrial para oxidar una sal de tetrazolio [2-(2-methoxy-4-nitrophenyl)-
3-(4-nitrophenyl)-5-(2,4-disulfophenyl)-2H-tetrazolium, monosodium salt] a un producto
soluble de color naranja. Los cardiomiocitos embrionarios de raton (H9c2) fueron cultivados
a una densidad celular de 1x10* células/mL durante 3, 5, y 7 dias de cultivo. Después de
cada periodo experimental, las células fueron incubadas con WST-8 a 10% del volumen
total del pozo, a 37°C por 4 horas. Transcurrido el tiempo de incubacion se retird el
sobrenadante y se llevo a cabo la lectura de absorbancias en un lector de ELISA (ChroMate,
AWARENESS®), para obtenerse la densidad optica a una longitud de onda de 450 nm.
Debido a que la generacion del producto naranja es (directamente) proporcional a la
actividad oxidativa de la enzima deshidrogenasa, los valores que se obtuvieron de
absorbancia a 450 nm se correlacionaron al valor con la actividad metabdlica de las células

vivas.
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6.8. Ensayo de interaccion célula — material

Para poder observar como las células H9c2 interaccionan sobre los andamios
electrohilados de PVA, se realizo el ensayo de cell tracker (Thermo Fisher Scientific®). Para
este ensayo, se sembraron los cardiomiocitos embrionarios de ratén sobre los andamios de
PVA durante 24 horas, posteriormente se les retird el medio de cultivo y se les agrego la
solucion colorante previamente calentada con la que se incubd durante 45 min. Se retir6 la
solucion colorante y se incubd con medio de cultivo por 30 min. Finalmente las células se
fijaron con PFA al 4 % durante 15 min, para ser observadas con microscopia de
fluorescencia (Axio Imager A2 Zeiss). Cabe sefialar que las incubaciones se llevaron a cabo

bajo condiciones de cultivo estandar y entre cada paso se realizé un lavado con PBS.

6.9. Expresién de moléculas especificas de tejido cardiaco

Con la finalidad de poder cuantificar la expresion de genes especificos de tejido cardiaco,
se llevo a cabo la técnica de RT- PCR con el kit ONESTEP RTPCR (invitrogen®). Para este
fin se sembraron cardiomiocitos embrionarios de ratdbn H9c2 sobre andamios electrohilados
de PVA entrecruzados con metanol o isopropanol a una confluencia del 80% durante 24
horas. Posteriormente se extrajo el RNA total de los cultivos utilizando el método de
extraccién fendlica con Trizol (Invitrogen Life technologies®), siguiendo las instrucciones
del fabricante. Este método se basa en el uso de una solucion monofasica de fenol e
isotiocianato de guanidina para la lisis de las células y la extraccion del RNA total con
cloroformo, formando dos fases, una organica y una acuosa, esta ultima a partir de la cual
se precipita el RNA con isopropanol. Finalmente se llevo a cabo la RT-PCR de un solo paso
con los siguientes parametros (tabla 3) para la amplificacién de los genes de: aMHC,
colagena |, GATA4, pleiotropina, troponina T y como gen constitutivo GAPDH. Los oligos
utilizados se muestran en la tabla 4. La expresion se verific6 mediante la visualizacion de
los productos de PCR en gel de agarosa al 2%, finalmente se midi6 la densidad de las

bandas obtenidas en la RT-PCR para obtener los resultados cuantitativos.
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Tabla 3. Condiciones utilizadas en la RT-PCR.

Etapa

Transcripcion Reversa
Desnaturalizacion inicial
Desnaturalizaciéon*
Hibridacion™

Extension*

*Esta programacion se repitié por 40 ciclos

Extension final

Preservacion

Temperatura Tiempo
45° 45 min
94° 2 min
94° 30 seg
50° 1 min
68° 2 min
68°

10 min
4° 0

Tabla 4. Secuencias de oligos utilizados en la RT-PCR.

Nombre
Pleiotropina

GAPDH
Colagenal |
Troponina T
o MHC

GATA4

6.10 Analisis estadistico

Secuencia

Fw: 5'-GGATGACCCCAAATAGC-3’

Rv: 5-GAAAGGCAGGATGATGACC-3’
FW: 5'-AGCCACATCGCTCAGACAC-3’

RV: 5'-GCCCAATACGACCAAATCC-3°

Fw: 5'-AAAGAAGACCACCACCAAATTCC-3’
Rv: 5-TAGTCATAGTTCCCGATGC-3’

Fw: 5'-GCGGAAGAGTGGGAAGAGACA-3’
Rv: 5'-CCACAGCTCCTTGGCCTTCT-3"

Fw: 5'-GATGCCCAGATGGCTGACTT-3’

Rv: 5'-GGTCAGCATGGCCATGTCCT-3’

Fw: 5'-CTGTGCCAACTGCCAGAC-3’

Rv: 5- TGATGTCTGACTGACAGGAGATG-3"

Dependiendo del tipo de experimento, los resultados se muestran como figuras

representativas o como promedios + desviacion estandar. Los datos se analizaron por

ANOVA de dos vias y la prueba post Tukey para determinar la significancia estadistica de

los resultados, considerandose como significativo un p<0,05. Para realizar el analisis

estadistico se utilizo el software GraphPad Prism 7.
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7. RESULTADOS

7.1. Sintesis y caracterizacion fisicoquimica de los andamios electrohilados de PVA

El uso de andamios electrohilados de PVA en la ingenieria de tejido cardiaco debe cumplir
con ciertos requerimientos, uno de los mas importantes es la morfologia y el diametro de
las fibras. Para poder cumplir con este requerimiento se realizaron diferentes ensayos para
establecer las condiciones adecuadas de electrohilado, asi como la concentracion
adecuada del polimero.

Se utilizd microscopia electronica de barrido (MEB) para observar la morfologia y el
diametro de las fibras de los andamios. Las micrografias nos permitieron observar que con
las condiciones utilizadas para la sintesis como:15 kV, 15 cm de distancia entre la punta de
la aguja y el colector, una velocidad de flujo de 0.7 ml/hr y una solucion de PVA al 5% se
pueden obtener andamios fibrilares (figura 8) con diametros que van de 25 a 250 nm y un
promedio de fibra de 104 nm (figura 9).

Figura 8. Micrografias de MEB de los andamios electrohilados de PVA al 5%. A y B muestran los andamios

electrohilados de PVA a un aumento de 3000X. C y D muestran los andamios electrohilados de PVA a 2000X.
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Figura 9. Histograma que muestra la distribucion y el diametro promedio de los andamios electrohilados de PVA
al 5%.

A través de uso de la MFA logramos obtener informacién acerca de la topografia superficial
de los andamios electrohilados de PVA. En la figura 10 podemos observar la topografia de
dos fibras de PVA electrohilado cuyas dimensiones en el eje Z son aproximadamente de
300 y 600 nm.
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Figura 10. Micrografia de MFA donde se muestran los patrones de rugosidad de los andamios electrohilados de
PVA.

Los resultados del analisis de espectroscopia infrarroja nos permiten observar las bandas
caracteristicas de los grupos funcionales del PVA. La banda presente en los rangos de
3,550-3,200 cm™" corresponde a la los grupos O-H, en los rangos 2,840-3,000 cm™ se
encuentran los grupos C-H, en los rangos 1,750-1,735 cm™ se encuentran los grupos C=0,
en 1,141 cm™ estan los grupos C-O, la banda presente en el rango de 1,150-1,085 cm™
corresponde los grupos C-O-C y finalmente la banda en el rango de 1,461-1,417 cm™
corresponde a los grupos CH> (Mansur, et al., 2008) con lo cual pudimos comprobar que la

técnica de electrohilado no afecto la estructura quimica del polimero (figura 11).
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Figura 11. Espectro IR de los andamios electrohilados de PVA. Se muestran las bandas de los enlaces

caracteristicos del PVA.

Una vez obtenidos los andamios electrohilados de PVA con las caracteristicas adecuadas
fue necesario probar diferentes procesos de entrecruzamiento que nos permitiera evitar la
rapida degradacion del polimero en solucién acuosa. Se utilizaron dos métodos de
entrecruzamiento fisico, los andamios se entrecruzaron utilizando isopropanol o metanol.
Con la finalidad de verificar que los métodos de entrecruzamiento no afectaran la estructura
quimica de los andamios obtenidos, estos también se sometieron a analisis de

espectroscopia Raman (figura 12).
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Figura 12. Espectro Raman del PVA sin tratamiento (PVA), del PVA electrohilado sin entrecruzar (PVA-EH), del
PVA electrohilado y entrecruzado con isopropanol (PVA-EH-ISOP) y del PVA electrohilado y entrecruzado con
metanol (PVA-EH-MET).

7.2. Degradacion de los andamios electrohilados de PVA

Con la finalidad de evaluar cual método de entrecruzamiento permitia retardar la
degradacion de los andamios de PVA, se realizé el ensayo de degradacion a los 15, 30, y
45 min. Se utilizaron dos medios de degradacion (PBS y colagenasa al 0.01%) donde fueron
colocados los andamios tratados con diferentes agentes entrecruzantes. Finalmente, los
andamios fueron retirados del medio para medir el pH en el medio de degradacion y se
analiz6 el medio de degradacion a los 45 min por espectroscopia Raman. Como control se

utilizaron los andamios electrohilados sin entrecruzar.
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Después de someter estos andamios al proceso de degradacion pudimos observar
diferencias en la presencia de algunas bandas, lo cual relacionamos con la presencia de
ciertos grupos funcionales del PVA en el medio de degradacion.

Para los andamios degradados en PBS se puede observar la presencia de bandas
correspondientes a los enlaces C-H, CH, y C-C lo cual relacionamos con la presencia de
moléculas de PVA en el medio de degradacién, también pudimos observar que existe una
mayor intensidad de las bandas mencionadas en los andamios sin entrecruzar, lo cual esta
relacionado a un proceso de degradacion mas rapido en estos andamios (PVA-EH). Por lo
anterior pudimos deducir que los métodos de entrecruzamiento utilizados nos permitieron

retardar la degradacion de los andamios electrohilados de PVA en PBS (figura 13).
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Figura 13. Espectro Raman del medio de degradacion de los andamios de PVA degradados en PBS. PVA
electrohilado sin entrecruzar (PVA-EH); PVA electrohilado sin entrecruzar y degradado en PBS (PVA-EH- PBS);
PVA electrohilado, entrecruzado con isopropanol y degradado en PBS (PVA-EH-ISOP- PBS); PVA
electrohilado, entrecruzado con metanol y degradado en PBS (PVA-EH-MET- PBS).
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En los andamios degradados en colagenasa al 0.01% se observé que la degradacion es
mas rapida en los andamios sin entrecruzar ya que no se obtuvo ningun espectro, ademas
de que los andamios se disolvieron completamente a los 45 minutos de incubacion en
colagenasa al 0.01%, lo que relacionamos con una degradacion total de la molécula
polimérica de PVA. Para el caso de los andamios entrecruzados se observa la presencia
de bandas correspondientes a los grupos: C-H, CH,, C-O y C-C-O, lo que nos indica la

presencia de moléculas del PVA en el medio de degradacion (figura 14).
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Figura 14. Espectro Raman del medio de degradacion de los andamios de PVA degradados en colagenasa al
0.01%. PVA electrohilado sin entrecruzar (PVA-EH); PVA electrohilado sin entrecruzar y degradado en
colagenasa (PVA-EH-COLG); PVA electrohilado, entrecruzado con isopropanol y degradado en colagenasa
(PVA-EH-ISOP- COLG); PVA electrohilado, entrecruzado con metanol y degradado en colagenasa (PVA-EH-
MET- COLG).

Asimismo, se midié el pH de los medios de degradacion a los diferentes tiempos evaluados,
con la finalidad de saber cémo se iba modificando el pH de los medios en el proceso de
degradacion debido a que estos cambios de pH podrian modificar la respuesta bioldgica de

los cardiomiocitos embrionarios.
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En la figura 15 se puede observar como el pH del PBS tiende a disminuir conforme aumenta
en tiempo de degradacion. En los andamios que no estan entrecruzados se observa una
acidificacion mayor y mas rapida del pH, mientras que en los andamios entrecruzados con
isopropanol o metanol el medio es menos acido y los valores de pH son muy similares, lo
cual podria estar relacionado con un proceso de degradacion mas lento en los andamios
entrecruzados. La acidificacion del medio podria deberse a los grupos que se liberan del

PVA hacia el medio de degradacion.
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Figura 15. Ensayo de degradacion a los 15, 30 y 45 min. pH del medio de degradacién (PBS) de los andamios
de PVA sin entrecruzar (PVA-EH-PBS), de los andamios de PVA entrecruzados con isopropanol (PVA-EH-
ISOP-PBS) y de los andamios entrecruzados con metanol (PVA-EH-MET-PBS).

En la figura 16 se puede observar que los grupos de andamios presentan un
comportamiento diferente. En los andamios sin entrecruzar el pH disminuye hasta los 30
min y a los 45 min se estabiliza. Para los andamios entrecruzados con isopropanol el pH se
mantiene a los 15 min, sin embargo a tiempos mayores el pH sigue una tendencia a
disminuir. Los andamios entrecruzados con metanol a los 15 min aumentan el pH del medio,

mientras que a los 30 disminuye y a los 45 min se mantiene.
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Figura 16. Ensayo de degradacion de los andamios electrohilados de PVA en colagenasa al 0.01%, a los 15,
30 y 45 min. pH del medio de degradacion de los andamios de PVA sin entrecruzar (PVA-EH-COLG), de los
andamios de PVA entrecruzados con isopropanol (PVA-EH-ISOP-COLG) y de los andamios entrecruzados con
metanol (PVA-EH-MET-COLG).

7.3. Adhesion celular

Después de la caracterizacion fisicoquimica de los andamios electrohilados de PVA, se
realizé la caracterizacion bioldgica, la cual consistié en ensayos de adhesién, proliferacion,
interaccion célula-material y expresion de moléculas especificas de tejido cardiaco.

Para evaluar si nuestros andamios eran capaces de promover la adhesién de los
cardiomiocitos embrionarios de rata (H9c2), se realiz6 el ensayo de cristal violeta, el cual
es un método que indirectamente nos permite medir colorimétricamente las células
adheridas.

Se evalud la adhesion a 2, 4, 6, y 24 horas de cultivo sobre los andamios electrohilados de
PVA entrecruzados con metanol (M) o entrecruzados con isopropanol (I), como control
positivo se utilizo el plato de cultivo y como control negativo una pelicula delgada de PVA a
la que nombramos film (figura 17). Se puede observar que existe una diferencia
estadisticamente significativa entre el control (Film: pelicula delgada de PVA) y el andamio
electrohilado de PVA, en los andamios entrecruzados con metanol a las dos horas de

cultivo, a las 4 horas esta diferencia ya no se mantiene, sin embargo a las 8 horas la
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diferencia vuelve a hacerse significativa y se mantiene hasta las 24 horas haciéndose mas
evidente. Cuando se compararon los andamios entrecruzados con isopropanol con su
control negativo pudimos observar que se presenta una diferencia significativa hasta las 4
horas, mientras que a las 6 horas esta diferencia ya no se presenta. Sin embargo a las 24
horas la diferencia se hace mas evidente.

Por otra parte no se observé una diferencia estadisticamente significativa entre los
andamios electrohilados de PVA entrecruzados con metanol y los entrecruzados con
isopropanol en ningun tiempo evaluado. Sin embargo, a las 24 horas de cultivo se puede
observar una tendencia de aumento en la adhesion en los andamios entrecruzados con
isopropanol, teniendo valores de adhesién cercanos a los que se presentaron en las células

sembradas sobre el plato de cultivo.
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Figura 17. Adhesién celular de cardiomiocitos H9c2 a las 2, 4, 6 y 24 horas de cultivo sobre los andamios
electrohilados de PVA entrecruzados con isopropanol (Andamio |), entrecruzados con metanol (Andamio M) y
sus respectivos controles. Film | (tratado con isopropanol) y Film M (tratado con metanol). Como control positivo
se utilizé el plato de cultivo. ANOVA de dos vias y post Tukey. (p<0.05). p< 0.0001 (****); p<0.001(***); p<0.01(**)
y p<0.05(*).
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7.4. Proliferacion celular

Se evalud la proliferacion de los cardiomiocitos H9¢c2 sembrados sobre los andamios
electrohilados de PVA utilizando el ensayo de CCK-8, el cual es un método colorimétrico
que nos permite evaluar la proliferacion celular de manera indirecta a través de la actividad
de la deshidrogenasa mitocondrial. Se realizaron ensayos de proliferacion a los 3, 5,y 7
dias de cultivo. La figura 18 muestra que al tercer dia de cultivo se obtuvo una diferencia
estadisticamente significativa entre los andamios entrecruzados con isopropanol y su
control (Film I), siendo la proliferacion mayor en los andamios electrohilados de PVA
entrecruzados con isopropanol. En el dia 5 esta diferencia ya no se mantuvo. Sin embargo
pudimos observar una diferencia mas evidente entre los andamios entrecruzados metanol
y su respectivo control en el mismo dia. Para el dia 7 ya no se observa una diferencia
estadisticamente significativa en ningun grupo, solo se observa una tendencia a aumentar

la proliferacion en los andamios entrecruzados con metanol.
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Figura 18. Proliferacion de células H9c2 al ser cultivadas sobre andamio electrohilados de PVA alos 3,5y 7
dias. Andamio | (Andamio entrecruzado con isopropanol), Andamio M (andamio entrecruzado con metanol),
Film I (Pelicula delgada tratada con isopropanol), Film M (Pelicula delgada tratada con metanol). Como control
positivo se utilizé el plato de cultivo. ANOVA de dos vias y post Tukey. (p<0.05). p< 0.0001 (****); p<0.001(***);
p>0.01("") y p<0.05(*).
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7.5. Interaccion célula-material

Los cardiomiocitos embrionarios de rata fueron cultivados sobre los andamios
electrohilados de PVA para conocer de qué manera estaban interactuando las células con
el andamio, con esta finalidad se utiliz el ensayo de cell tracker, en el cual las células son
tefidas para poder observar su morfologia. En la figura 19 podemos observar como los
cardiomiocitos embrionarios de rata se encuentran adheridos a los andamios de PVA y

presentan un ligero alargamiento del nucleo y de la membrana celular.

Figura 19. Micrografia de microscopia de fluorescencia que muestra las células cardiacas embrionarias de rata

(H9c2) cultivadas sobre los andamios entrecruzados con isopropanol y metanol.

7.6. Expresion de moléculas especificas de tejido cardiaco

Se analizé si las células cultivadas sobre los andamios electrohilados de PVA expresaban
las moléculas especificas de tejido muscular cardiaco, con esta finalidad, las células fueron

sembradas sobre los andamios electrohilados de PVA entrecruzados con metanol o
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isopropanol, para posteriormente evaluar la expresion de los genes de a MCH, colagena |,
GATA4, pleiotrofina y troponina T. Como se puede observar en la figura 20, existe una
mayor expresion de los genes de a MCH, pleiotrofina, troponina T y GATA4 en los
cardiomiocitos embrionarios sembrados sobre los andamios de PVA entrecruzados con

metanol. Mientras que la expresion de colagena | en ambos andamios fue muy similar.

Figura 20. Expresion de moléculas especificas de tejido muscular cardiaco. a MHC (a miosina de cadena
pesada), Col | (colagena ), GATA-4, pleiotrofina y troponina T en los andamios de PVA entrecruzados con

isopropanol y en los andamios entrecruzados con metanol.
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8. DISCUSION

La ingenieria de tejidos es una disciplina reciente, cuyo objetivo es la regeneracion y/o
curacion de los tejidos dafados. Su aplicacion se basa en la utilizacion de andamios que
nos permitan mimetizar las caracteristicas de la MEC del tejido que se pretende tratar.
Existen una serie de caracteristicas con las que el andamio debe cumplir, entre ellas se
encuentra la topografia, para el caso de tejido cardiaco se busca obtener una matriz fibrilar,
con diametros de fibra nanométricos, esto debido a que la MEC nativa del miocardio esta
compuesta principalmente de fibras de colagena tipo | y Il cuyos diametros van de 10 nm
a 300 nm (Hein y Schaper, 2001) En el presente trabajo se obtuvieron andamios fibrilares
de PVA con diametros de fibra de 30 a 250 nm, estos diametros nos permitieron imitar las
caracteristicas topograficas de la MEC del miocardio, ademas de que se ha observado que
los andamios con estas caracteristicas permiten tener un area de contacto mayor y

permiten un flujo adecuado de nutrientes (Pham et al., 2006).

Para poder obtener los andamios con un didmetro de fibra en rangos nanométricos se utilizé
la técnica de electrohilado, se ha reportado el uso de esta técnica empleando diversos
polimeros, que van desde los polimeros naturales hasta los polimero sintéticos (Bhardwaj
y Kundu, 2010). Risdian et al., en 2015 reportaron la obtencion de fibras de PVA con
diametro promedio de 294 nm; para este trabajo se obtuvieron fibras con diametro promedio
de 104 nm, lo cual nos indica que modificando los parametros del electrohilado podemos

disminuir significativamente los diametros de fibra de los andamios electrohilados PVA.

Una caracteristica muy importante del PVA es su alta hidrofilicidad, esta propiedad esta
relacionada con una rapida degradacién del PVA en medio acuoso, por lo tanto, fue
necesario buscar un método que nos permitiera retardar la degradacion del PVA y que no
afectara su estructura quimica. Se ha reportado que el entrecruzamiento de fibras
electrohiladas de PVA puede evitar la rapida degradaciéon de las mismas. El
entrecruzamiento del PVA puede ser fisico o quimico. Shaikh et. al., 2012 reportaron que
el entrecruzamiento quimico con glutaraldehido retarda considerablemente la degradacién
del PVA, sin embargo cierto grado de toxicidad esta relacionado con residuos del agente
entrecruzante. Dentro de las ventajas de un entrecruzamiento fisico, se encuentran: la no
modificacion de la estructura quimica del polimero y la baja toxicidad. Linh y Lee en 2012;
y Yao et al., en 2003 reportaron el entrecruzamiento fisico de PVA con metanol. Mientras
que Alves et al., en 2011 reportaron una degradacion mas lenta de fibras de PVA, al

entrecruzarlas fisicamente con isopropanol. Considerando lo anterior decidimos evaluar
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ambos métodos de entrecruzamiento, y efectivamente el tratamiento con estos agentes
entrecruzantes no modificd la estructura quimica del PVA como lo pudimos observar a
través de la espectroscopia Raman. En los ensayos de degradacién pudimos observar que
el entrecruzamiento con isopropanol o metanol permitié retardar la degradacién de los
andamios, sin embargo; se observé una disminucion del pH en el medio de degradacion,
siguiendo una tendencia a la disminuciéon, lo cual podria tener implicaciones en el
comportamiento de las células al ser sembradas sobre los andamios, por lo tanto decidimos

evaluar ambos andamios en los ensayos biolégicos.

Después de verificar que nuestros andamios conservaran las caracteristicas fisicas y
quimicas adecuadas, fue necesario realizar ensayos biolégicos que nos permitieran saber
si estos andamios promovian la adhesién, proliferacion y expresion de moléculas
especificas del miocardio. En el caso de la adhesién celular se pudo ver una preferencia de
los cardiomiocitos embrionarios de rata por los andamios electrohilados de PVA al
compararlos con los film de PVA, esto esta relacionado con la capacidad de las células de
reconocer superficies con topografia fibrilar (Gupta et al., 2014). Sin embargo no se puede
observar una preferencia de los cardiomiocitos a adherirse a alguno de los dos tipos de

andamios (entrecruzados con isopropanol o entrecruzados con metanol).

En los ensayos de proliferacion observamos que a los 3 dias de cultivo los andamios
electrohilados y entrecruzados con isopropanol promueven una mayor proliferaciéon al ser
comparados con los films tratados con isopropanol, sin embargo al dia 5 los andamios
electrohilados de PVA y entrecruzados con isopropanol inhiben la proliferacién celular, esto
podria estar relacionado con una diminucion del pH del medio debido a la degradacién del
PVA, como se observé en los ensayos de degradacion. Esta disminucion en la proliferacion
también podria deberse a una modificacién en la estructura fisica del andamio al momento
de entrar en contacto con el medio de cultivo, de modo que se podria estar inhibiendo el
flujo adecuado de nutrientes, debido a que esta tendencia en la disminucion de la
proliferacion se conserva hasta el dia 7 de cultivo y no se observa el mismo comportamiento
en los cardiomiocitos sembrados sobre el film tratado con isopropanol. Por otra parte los
andamios de PVA entrecruzados con metanol que en el dia 3 no muestra una diferencia
significativa en los niveles de proliferacién al ser comparado con el film, al dia 5 si muestra
una diferencia significativa y a pesar que al dia 7 de cultivo esta diferencia ya no es
significativa se mantienen niveles de proliferacion muy similares a los observados en estos

mismos andamios al dia 5 de cultivo, lo cual podria deberse a que en dia 7 se ha detenido
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el proceso de proliferacion. Tomando en cuenta estos resultados la mejor opcién son los
andamios entrecruzados con metanol, ya que desde el dia 3 hasta el dia 7 conserva una
tendencia a promover una mayor proliferacién celular. Sin embargo para tener unos

resultados mas contundentes proponemos evaluar tiempos mas prolongados de cultivo.

Otro punto importante que se evalué en el presente trabajo fue la capacidad de los
cardiomiocitos embrionarios de rata de expresar moléculas especificas de tejido cardiaco,
estas moléculas estan relacionadas con la funcionalidad celular. La a-MHC es un gen
especifico de cardiomiocitos que participa en la contraccién. La troponina T cardiaca forma
parte del complejo troponina y participa en el proceso de contraccion permitiendo la union
actina-miosina (Streng et al., 2013). La colagena | forma parte de la MEC de tejido cardiaco
y provee el soporte necesario para la contraccion (Hein et al., 2001). GATA4 es un factor
de transcripcion implicado en la diferenciacion y funcién del miocardio (Chen et al., 2016).
Mientras que la pleiotrofina es un factor de crecimiento que se ha visto relacionado con la
formacion de nuevas uniones neuromusculares (Chen et al., 2004). Dentro de nuestros
resultados podemos observar que existe una menor expresion de a MHC, troponina T,
pleiotrofina y GATA4 en los andamios entrecruzados con isopropanol lo cual se correlaciona
con la disminucion en la proliferacion observada en estos mismos andamios que podria
deberse a la muerte de los cardiomiocitos embrionarios. Sin embargo la expresién de
colagena | no mostré una gran diferencia de expresion entre los andamios entrecruzados
con isopropanol y los andamios entrecruzados con metanol lo cual podria deberse a que
las células sembradas sobre los andamios entrecruzados con isopropanol estan sometidas
a un estrés y reaccionan aumentando la sintesis de colagenas, como sucede en la

remodelacion patoldgica del miocardio.

Con la finalidad de verificar que los cardiomiocitos se encontraban adheridos a nuestros
andamios y evaluar la interaccion entre los andamios y los cardiomiocitos se realizé el
ensayo de cell-tracker, al momento de su observacion en el microscopio de fluorescencia
pudimos observar que efectivamente, los cardiomiocitos se encuentran adheridos a los
andamios, al mismo tiempo se puede observar un ligero alargamiento del nucleo y del
citoplasma de los cardiomiocitos, esto esta implicado dentro de los cambios morfolégicos
que presentan las células como respuesta a patrones topograficos, Aubin et al en 2010;
evaluaron la respuesta de mioblastos murinos a patrones topograficos fibrilares en
andamios de gelatina para aplicaciones en la ingenieria de tejido de musculo cardiaco,

donde pudieron observar que el alargamiento de nucleo y citoplasma en los mioblastos
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estan relacionados con un aumento en la sintesis de DNA, lo que promueve la funcién
celular. En el presente trabajo, para los ensayos biolégicos se utilizaron cardiomiocitos
embrionarios de rata, una linea celular establecida, debido a que estas células son de facil
manejo ademas de que son el modelo in vitro mas utilizado para dafo cardiaco y se ha visto
que presenta caracteristicas muy similares a los cardiomiocitos adultos como son algunas
vias de sefializacion y propiedades electrofisiolégicas (Hescheler et al. 1991). Watkins et
al. 2011; no encontraron diferencias a nivel morfolégico y de expresién de genes entre
cardiomiocitos adultos y las células H9c2 al utilizarlas en un modelo de hipertrofia cardiaca,
por lo que validaron su uso como modelo cardiaco in vitro a pesar de que las ultimas no
tiene una diferenciacion terminal. Otra razon para la utilizacion de esta linea celular son los
resultados que muestran que solo células comprometidas son capaces de formar nuevo
miocardio que este acoplado eléctricamente con el corazén hospedero (Laflamme et al.,
2007).

Finalmente cabe destacar que a pesar de las limitantes presentes en este trabajo, los
resultados obtenidos nos permiten sentar las bases para conocer las caracteristicas
necesarias en los andamios utilizados en la ingenieria de tejido cardiaco. Como
perspectivas se propone la utilizacion de sistemas que nos permitan tener una visién mas
completa de la respuesta celular sobre los andamios de PVA, como seria la utilizacion de
moléculas de sefalizacion que nos permitiera potenciar la funcion celular. También seria
interesante evaluar la respuesta celular utilizando biorreactores que nos permitieran tener
un flujo dinamico de nutrientes, estimulos mecanicos y eléctricos constantes. Teniendo
resultados positivos utilizando estos sistemas seria necesario evaluar la respuesta a la
implantacién de estos andamios en un modelo de hipertrofia cardiaca in vivo como podria

ser un modelo utilizando ratas.
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9. CONCLUSIONES

e La técnica de electrohilado nos permitié obtener andamios fibrilares de PVA con un
didmetro promedio de fibra de 104 nm, sin modificar la estructura quimica del PVA.

e El entrecruzamiento de los andamios de PVA con isopropanol o metanol permite
retardar el proceso de degradacion sin modificar la estructura quimica del polimero.

e Ladegradacion de los andamios de PVA es mas rapida en colagenasa al 0.01% que
en PBS.

e Los cardiomiocitos muestran una preferencia por adherirse a los andamios
nanofobrilares de PVA sin importar el agente de entrecruzamiento utilizado.

e Los andamios electrohilados de PVA y entrecruzados con metanol muestran una
tendencia a aumentar la proliferacion en tiempos prolongados de cultivo.

e La expresion de a MHC, troponina T, pleiotrofina y GATA4 fue mayor en los
andamios de PVA entrecruzados con metanol.

e Los cardiomiocitos muestran un ligero alargamiento celular al ser sembrados sobre
los andamios electrohilados de PVA.

e Se observd una mejor respuesta bioldgica en los andamios electrohilados de PVA

entrecruzados con metanol.
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