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UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO
1. Resumen

En México las enfermedades cardiovasculares son la principal causa de muerte, por tanto
se ha optado por el uso de substitutos vasculares para suplir la gran demanda de
trasplantes de este tipo, siendo la ingenieria de tejidos el 4rea que ha abordado esta
problematica por el uso de materiales que mimeticen la matriz extracelular nativa, ya que
disminuyen su rechazo, por parte del sistema inmunolégico, dentro de las técnicas
desarrolladas para este fin se encuentra el electrohilado. El presente trabajo tuvo como
objetivo la optimizacién de los parametros de electrohilado de gelatina porcina para la
generacion de un andamio vascular. Se evalué la variacién de 4 pardmetros de proceso
(voltaje, velocidad de flujo, distancia y rpm), obteniéndose las mejores condiciones a
voltajes de 15 Kv, distancias superiores o iguales a 10 cm, flujo de 0.06 mil/h y velocidades
de rotacion mayores a 1000 rpm. De igual manera se evaluo la adhesion con células
endoteliales y células troncales embrionarias, encontrando que las nano y microfibras
generadas son capaces de servir como soporte para el cultivo y expansion de las células
mencionadas. Ademas de presentar proliferacion celular en direccion de las fibras para el
caos de las células endoteliales. Se concluye que para la obtencién de fibras para andamios
vasculares es necesario flujos de infusion bajos, distancias lo menos préximas al colector,
voltajes y velocidad de rotacion del colector elevadas, asi mismo, los andamios generados
son compatibles para el cultivo y expansion de células endoteliales humanas y células

troncales embrionarias.
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2. Introduccion

2.1 Sistema Cardiovascular o Circulatorio

El sistema circulatorio (SC) tiene como objetivo perfundir y drenar los 6rganos del cuerpo y sus
tejidos constituyentes, bombeando la sangre por el corazén hacia las distintas partes del
cuerpo. La red de circulaciéon sanguinea se compone de una serie de compartimientos, de
acuerdo con el tamafio del vaso sanguineo y la dinamica del flujo sanguineo: 1) arterias (0.2-
25 mm); 2) arteriolas (0.01- 0.02); 3) capilares (0.006- 0.010); 4) vénulas (0.2- 5 mm); y 5)
venas (0.2- 35 mm) (Thiriet, 2014) (Figuras. 1y 2).

Diametro | Espesor medio Tejido Musculo Tejido
Medio de lapared |Endotelio Elastico Liso Fibroso
—_——
Arteria 4mm 1mm - 2 I 1 | | T
P
/"{,)._s
Arteriola |30 um 6 um . . [ I —
[~ .
“G -e
Capilar 8 um 0.5 um o~
, ()
Vénula 20 um lpum — 1 i
Vena 5mm 0.5mm P— 5 1 I | | ——

Figura 1. Estructura de vasos sanguineos. El diametro y la composicion de los vasos sanguineos son variables.

El endotelio y su tejido elastico subyacente constituyen la tinica intima (Silverthorn, 2008).
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Arterias eldsticas —___

Aora ; P > - -,‘T\:\\
Vélvula adrtica )’ 'J \‘
Camaras | ——— Ventriculo @quierdo 7\ -
cardiacas —— Vdlvula mitra! './ _" N Aeriieia oen
izqulerdas BB Adoute Rauierds . b", | B .
™ M K H M o e

Venas pulmonares

Pulmanes Capilares
Arteria pulmonar
— Véalvula pulmonar
|
— Ventriculo derecho
Camaras J
cardiacas Viéivula tricuspide
derechas Auricula deracha
I
Venas cavas

Venas

Figura 2. Modelo funcional del Aparato Cardiovascular. El corazon funciona como dos bombas dispuestas enserie.
Las arterias sistémicas constituyen un reservorio de presién que mantiene el flujo sanguineo durante la relajacion
del ventriculo. En las arteriolas, que se muestran como tornillos ajustables, representan su radio variable, se
producen las modificaciones de resistencia. El intercambio entre la sangre y las células solo se produce en los
capilares (Silverthorn, 2008).

El papel vital del Sistema Cardiovascular es mantener la homeostasis en el cuerpo, la cual
depende del movimiento continuo y controlado de la sangre a través de los tejidos, ya que los
nutrientes esenciales (oxigeno, diéxido de carbono, desechos celulares, etc.) pasan a través
de esta hacia los fluidos que rodean a las células, ademas de estar implicados en la respuesta

inmune.

La perfusion de tejido depende de: 1) Estado de irrigacion de las arterias y venas; 2) flujo de
entrada con sus parametros especificos; 3) reologia de la pared del vaso sanguineo; y 4)
control de la irrigacion. Aunado a esto, los vasos sanguineos son capaces de responder a los
cambios locales en el estrés ejercido por la sangre que fluye en sus paredes. La base arterial
se caracteriza por sus respuestas dependientes del flujo miogénicas y metabdlicas para limitar

la poscarga cardiaca y adaptar el flujo sanguineo a la demanda de tejidos (Thiriet, 2014).
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Los componentes estructurales mas importantes de los vasos sanguineos son: 1) la capa
intima o interna, formada por endotelio, tejido conjuntivo subendotelia y una membrana elastica
interna; 2) Capa media, formada por células musculares lisas, de organizacion circular y fibras
de tejido conjuntivo; y 3) la capa adventicia o externa, formada fibrillas de colageno

longitudinales, fibras de elastina y fibroblastos (Welsch, 2008) (Figura 3).

Tejido conjuntive “- T
de la intima

Figura 3. Anatomia general de vaso sanguineo. Compuesto por 3 capas: Tunica Intima, Media y Adventicia
(Welsch, 2008).

Las células endoteliales, presentes en la Capa intima, con diametros de hasta 50 um de largo
y 10- 15 pm de ancho, tienen una gran cantidad de vesiculas de transitosis de paredes lisas;
en su citoplasma hay cuerpos de Weibel- Palade (granulos alargados con estructuras internas
tubulares) que contienen el factor de Von Willebrand (glucoproteina plasmatica multimérica
heterogénea que se sintetiza en todos los endotelios. También expresan moléculas de
adhesién celular (CAM), asi mismo se unen con los ligandos (integrinas) a la superficie de

leucocitos, linfocitos y matriz extracelular, presentes en la sangre (Eynard et al., 2008).

Asi mismo se ha utilizado marcadores especificos para poder identificar fenotipicamente a

estas células, por medio del inmunoensayo de las moléculas presentes en la membrana celular,
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comosonCD 34+, CD 14+, CD 31+, CD 36 +, CD 105 +, CD 106 +, CD 144 +, CD 146 +,

Receptor del factor de crecimiento vascular endotelial + (KDR), Factor von Willebrand + (FVW),
BS-1 +, UEA- 1 +, LDL acetilado + y Tie- 2/Tek +( Macias et al., 2010).

2.2 Enfermedades Cardiovasculares

En el mundo las Enfermedades Cardiovasculares (ECV) corresponden a la principal causa de
muerte, ya que cada afio mueren mas personas por este padecimiento. Correspondiendo dos
cuartas partes de este tipo de muertes a paises con ingresos bajos o medios (> 75%), como
es el caso de México (OMS, 2015).

Estas enfermedades corresponden al grupo de desordenes asociados al corazén y vasos

sanguineos, entre los cuales se encuentran:

La cardiopatia coronaria: enfermedad de los vasos sanguineos que irrigan el muasculo

cardiaco.

- Las enfermedades cerebrovasculares: enfermedades de los vasos sanguineos que irrigan
el cerebro.

- Las arteriopatias periféricas: enfermedades de los vasos sanguineos que irrigan los
miembros superiores e inferiores.

- Lacardiopatia reumatica: lesiones del musculo cardiaco y de las valvulas cardiacas debidas
a la fiebre reumatica, una enfermedad causada por bacterias denominadas estreptococos.

- Las cardiopatias congénitas: malformaciones del corazén presentes desde el nacimiento.

- Las trombosis venosas profundas y embolias pulmonares: coagulos de sangre (trombos)

en las venas de las piernas, que pueden desprenderse (émbolos) y alojarse en los vasos

del corazoén y los pulmones (Guadalupe et al., 2016)

Los ataques al corazdén, suelen ser fendmenos agudos que usualmente se deben a
obstrucciones en los vasos sanguineos que impiden que la sangre fluya hacia el corazén o el
cerebro. Estas obstrucciones pueden ser por la formacion de depdsitos de grasa en las paredes
de los vasos sanguineos debido a la presencia de una combinacion de factores de riesgo, tales
como el tabaquismo, dietas altas en grasas, obesidad, inactividad fisica, consumo nocivo de

alcohol, hipertension arterial, diabetes e hiperlipidemia (Sanchez et al., 1999).
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Se calcula que tan solo en el 2012 murieron cerca de 17.5 millones de personas, lo cual

representa el 31% de todas las muestres registradas en el mundo, de estas 7.4 millones se

debieron a cardiopatia coronaria, y, 6.7 millones a cerebrovasculares (OMS, 2015).

Para el caso de México esto no cambia mucho ya que, al igual que a nivel mundial, corresponde
una de las principales causas de muerte, se ha reportado que en el 2011, el 19 % de las muertes
en el pais se debieron a estas enfermedades, seguidas del cancer (11- 23 %), Diabetes (15- 22

%) y enfermedades respiratorias cronicas (3%) (Figura 4).

Dentro de las principales causas de muerte para las ECV se encuentran las enfermedades
isquémicas del corazén (58- 42 %), seguido de las enfermedades cerebrovasculares (26- 19%),
Hipertension (16- 10 %), insuficiencia cardiaca (10- 5 %), enfermedad reumatica (5- 3%), entre
otras (10- 8 %) (Figura. 4).

MORTALIDAD PREMATURA POR TODAS LAS CAUSAS (2011)

HOMBRES {30 a 69 anos) MUIJERES (30 a 69 ainos)

Dabenas I2% Erfermatates
et
wonen I%

® Erfermeseses cardiovaos ure - Crecwr 6T 08 CATR AN w Cdroer
¥ Erfermessces cmpratorso ot % Dutetss Bl 0 1pRanOrRs Crinwas W Dadenes
Todis Us denis tass Tockes bas Semis casnae

Total de muertes prematuras: 139.800 Total de muertes prematuras: 87.319
Muertes prematuras por las 4 ENT: 66.010 _Muertes prematuras por las 4 ENT: 58.640
MORTALIDAD PREMATURA POR ENFERMEDADES CARDIOVASCULARES (2011)

HOMBRES (30 a 69 aios) MUIJERES (30 a 69 afos)

vtevardad
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Figura 4. Mortalidad de Enfermedades Cardiovasculares en México. Fuente: OPS/OMS Sistema de informacion

regional de mortalidad 2014 (ICD-10: Enfermedad cardiovascular (100-199), enfermedad cerebrovascular (160-169),
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enfermedad hipertensiva (110- 115), enfermedad isquémica del corazon (120-125), cancer (C00-99), diabetes (E10-

14) y enfermedad respiratoria crénica (J30-98)).

Se estima que para el 2020, la mortalidad por ECV se reduzca en un 97.1 personas por cada
100000 habitantes, para el caso de los hombres, y para las mujeres un 60.1 personas, es decir,

un 25 % menos a los actuales, sin embargo dicho niumero ain es muy elevado (OMS y OPS,
2014) (Figura 5).

TEMDEMCIAS DE LAS TASAS ESTANDARIZADAS DE MORTALIDAD PREMATURA POR ENFERMEDADES
CARDIOVASCULARES (200:0-2011)
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Figura 5. ECV: Enfermedades cardiovasculares; TEM prematura: Tasa estandarizada de mortalidad prematura
(30 a 69 afios) por 100.000 habitantes; PMCA: Porcentaje medio de cambio anual; *: EI PMCA es distinto de cero

con significacion estadistica para un valor de p=0.05; N.C.: No calculable. Fuente: OPS/OMS Sistema de
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informacion regional de mortalidad 2014 (ICD-10: Enfermedad cardiovascular (100-199), enfermedad

cerebrovascular (160-169), enfermedad hipertensiva (110- 115), enfermedad isquémica del corazén (120-125), cancer
(C00-99), diabetes (E10-14) y enfermedad respiratoria cronica (J30-98)).

Debido a que un gran nimero de pacientes presentan enfermedades cardiovasculares, existe
una elevada demanda clinica por obtencidén de vasos sanguineos funcionales. Asi mismo los
aloinjertos y xenoinjertos han sido ampliamente utilizados para suplir esta necesidad,
ofreciendo una permeabilidad a largo plazo, sin embargo su utilidad clinica esta limitada por el
potencial de la respuesta inmune, asi como su disponibilidad. Los injertos sintéticos como el
poli (tereftalato de etileno) (Dacron) y Politetrafluoruroetileno expandido (ePTFE), han sido
ampliamente utilizados para las reconstrucciones vasculares periféricas, sin embargo estos
injertos tienden a fallar cuando se aplican a vasos sanguineos de diametros reducidos (£ 5 mm),
generando trombosis, estenosis o dilatacion aneurisméatica; por lo que la generacién de estos
sustitutos, siguen siendo principales obstaculos (Figura 6), como en la arteria coronaria (Jin et
al., 2008; Pektok et al., 2008.).

Figura 6. Injerto de ePTFE trombosado en un modelo de rata a 14 dias del implante (Bunjan et al., 2004). La T

denota el trombo presente en el injerto.
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2.3 Ingenieria de Tejidos

Actualmente existen 18 mil personas registradas en el Consejo Nacional de Trasplantes que
requieren un 6rgano; sin embargo solo 6.3% han dispuestos de este, el resto se encuentran en
lista de espera. De acuerdo a la OMS, para suplir la demanda de 6rganos, el nimero de
donantes debe ser de 20 por cada millon de habitantes, en nuestro pais solo es de 9 por cada

millén (Moreno y Rivera, 2015).

Debido a ello, esta problemética ha sido abordada con investigacion en ingenieria de tejidos;
gue ha permitido el desarrollado de métodos eficaces para reemplazar 6rganos o tejidos
dafiados. Por lo tanto, la fabricacién de andamios en tres dimensiones que mimeticen la matriz
extracelular autéloga es uno de los principales desafios de esta rama de la ciencia (Zhou et al.,
2010).

Entendemos como ingenieria de tejidos al campo que utiliza conocimientos de ingenieria,
ciencias de los materiales y ciencias de la vida para generar componentes estructurales que
pueden ser utilizados como substitutos biolégicos que reemplazan, mantienen o mejoran la

funcién de tejidos u 6rganos dafados.

Histéricamente los enfoques de la ingenieria de tejidos se han clasificado en tres: células
aisladas, materiales inductivos de tejido (andamios) y matrices cargadas de células
(constructos). La presencia de células aisladas es atractiva debido a su simplicidad y facilidad,
pero la tasa de retencion celular es muy baja, asi mismo es insuficiente para defectos a gran
escala. El uso de andamios es una opcion mas prometedora, sin embargo los constructos de
materiales naturales, sintéticos 0 compuestos son la plataforma mas completa y robusta que

puede incluir los beneficios de los enfoques anteriores y aun més. (Sethuraman et al., 2017).

2.3.1 Matriz Extracelular
El objetivo de las matrices en un andamio, es proporcionen un microambiente fisiolégicamente
relevante para las células sembradas dentro de ellas, con una eventual reabsorcion de estas
matrices a medida que son reemplazadas por la Matriz Extracelular (MEC). Entendemos a la
MEC, como una red supramolecular secretadas por las células que constituyen el

microambiente celular, compuesto por glicoproteinas, colagenos, glicosaminoglicanos vy
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proteoglicanos. La MEC proporciona el volumen, forma y fuerza de muchos tejidos in vivo.

Mientras que in vitro, la mayoria de las células animales sd6lo pueden proliferar cuando se unen
a las superficies a través de MEC, ya que también participa como sustrato para la migracion
celular. También esta implicada en eventos de sefializacién celular por varios receptores de
factores de crecimiento y adhesion (integrinas) en la superficie celular. Las propiedades fisicas
externas de MEC también pueden tener un papel en el proceso de sefalizacion ya que
presentan moléculas flexibles y extensibles, asi mismo la tensibn mecanica puede exponer
sitios cripticos, que podrian interactuar con factores de crecimiento o sus receptores. Las
proteinas y estructuras de MEC pueden determinar el comportamiento celular, la polaridad, la
migracion, la diferenciacion, la proliferacion y la supervivencia comunicandose con el
citoesqueleto intracelular y la transmision de las sefiales del factor de crecimiento. Las
Integrinas y proteoglicanos son los principales receptores de adhesion MEC que cooperan en
eventos de sefalizacion, la determinacion de los resultados de sefalizacion y, por tanto, el

destino de las células (Soo et al., 2011) (Figura 7).

Figura 7. A) Esquema de Matriz Extraceluar con sus componentes (Wong, 2009) y B) Micrografia Electrénica de

Barrido de Matriz Extracelular (Cintas largas son fibras de colageno) (Megias et al., 2014).

Las caracteristicas estructurales de MEC, como las fibras y los poros, con dimensiones
caracteristicas, pueden influir en los mecanismos de orientacion de contacto mediante los
cuales las células migran a través de ambientes extracelulares tridimensionales. In vitro se han
diseflado sustratos celulares que presentan diferentes topografias a nanoescala a través de
una combinacion de geometria y patrones. Por lo cual, a partir las caracteristicas de las MEC,
las caracteristicas basicas de los andamios nanoscépicos en tres dimensiones (nanofibra) es

imitar la estructura fisica de las proteinas en la MEC. La principal ventaja en el uso de estos
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materiales es su elevada relacion superficie-volumen, porosidad e interconectividad que todos

los tipos de nanofibras pueden promover, asi como la regeneracion del tejido mediante la
maximizacion de las interacciones célula-MEC; el transporte de factores tréficos, oxigeno,
nutrientes, diéxido de carbono, desechos, migracién celular y vascularizacion. Los principales
métodos para fabricar nanofibras son electrohilado, que crea fibras alineadas y aleatoriamente
distribuidas; Auto-ensamblaje, que emula el montaje nanofibroso de la MEC nativa; y la
transicion de fase, que permite la fabricacion de estructuras de tipo esponja, en forma de una
red fibrosa (Lutolf y Hubbell, 2005; Shi et al., 2010).

2.3.2 Electrohilado

El electrohilado es un proceso de “hilado” en seco que utiliza la fuerza electrostatica para
obtener fibras a partir de una solucién de polimero liquido o fundido. El proceso de formacion
de estas fibras es totalmente fisico. Para llevarse a cabo, primero se bombea el polimero a
través de una aguja, la cual se carga simultaneamente a una polaridad (+), en frente de esta se
coloca un colector, el cual se carga a una polaridad contraria a la de la aguja (-), lo que
provocara un efecto de atraccion en entre ambos, formando un campo electrostatico. El voltaje
aplicado provoca una deformacion conica de la gota del polimero infundido (Cono de Taylor),
el cual tendra una direccion hacia el polo opuesto (-), formandose por el aumento entre las
fuerzas de repulsidn, presentes en la solucion; por lo que al aplicar una mayor tension, producto
del aumento del voltaje, se formara un chorro, a partir de la gota formada que se movera hacia
el catodo (-). Con forme chorro se mueve, este disminuird su tamaiio, el angulo que forma el
cono de Taylor con respecto a la aguja es de 30 °. Durante la trayectoria entre la punta de la
jeringa hacia el colector, el disolvente se evapora, dejando fibras soélidas al llegar a este,
precipitdndose a una velocidad de vuelo de partir de 40 m/s en adelante. Durante la trayectoria
de vuelo del polimero, la direccion del chorro se da, en un principio, de forma recta, sin embargo
con forme se aleja del &nodo (+), el chorro comienza a moverse lateralmente formando espirales
(Greiner y Wendorff, 2007) (Fig. 10). El diametro de las fibras producidas por este método va

esta entre 10 ym a 10 nm (Cramariuc et al., 2013).
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2.3.2.1 Fundamentos Fisicos

2.3.2.1.1 Cargas eléctricas

La materia ordinaria se compone de atomos o moléculas eléctricamente neutros, que contienen
cantidades iguales de cargas positivas (en el nlcleo) y negativas (los electrones). Cuando se
frotan objetos unos pocos electrones de los atomos de un objeto se transfieren al otro; mientras
gue la mayoria permanecen inalterados. Estas ligeras perturbaciones en el equilibrio, ocasionan
la mayoria de los efectos eléctricos observados cominmente.

Los materiales usualmente se clasifican atendiendo a la capacidad de los electrones para fluir
sobre ellos (conductores y aislantes).

Los conductores eléctricos son materiales en los cuales los electrones mas externos de ellos
se comportan como electrones libres, estos no estan ligados a los atomos, por lo que pueden
moverse libremente a través del sélido, algunos ejemplos de estos son Cu, Al y Ag. Cuando un
conductor se carga en una region pequeiia, la carga rapidamente de distribuye sobre toda la
superficie del material, contrario a lo que ocurre en los materiales aislantes, donde los
electrones estan unidos a los atomos de los soélidos, por lo que no pueden moverse con facilidad
a travées de la superficie del sélido como es el caso del vidrio, hule, madera, etc. Cuando se
cargan en una pequefia region, la carga dificilmente se mueve a otras regiones del solido
(Resnick et al., 2011).

2.3.2.1.2 Carga por contacto

Cuando se induce una carga eléctrica a un objeto, se realiza poniendo en contacto un objeto
cargado (inductor) (-), al objeto a cargar, este procedo crea una redistribucion de los electrones
y protones presentes en el material al que se le esta induciendo la carga eléctrica, de tal manera
que los protones presentes en el material inducido estaran mas proximos al inductor (-). Si se
conectase a tierra dicho material, provocaria que algunos de los electrones del material dejasen
el mismo a través del alambre a tierra, si se quita dicha conexion posteriormente, el material
inducido presentaria mas cargas positivas (carga por induccién) (Resnick et al., 2011) (Figura
8).
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Figura 8. Distribucion de protones y electrones en material expuesto a un inducido. A) Material; B) material con
inductor; C) Material con conexion a tierra e inductor; D- E) Material tras desconectar conexion a tierra e inductor,

redistribucién de protones y electros posterior a la accion del inductor (Resnick et al., 2011).

2.3.2.1.3 Ley de Coulomb

Esta ley nos permite saber la fuerza eléctrica que existe entre dos cargas. Esta fuerza depende
del valor de la carga y la distancia entre ellas. Dicha fuerza es inversamente proporcional al
cuadrado de la separacion que existe entre las dos cargas (r?) y se presenta a lo largo de una
linea que las une. Ademas la fuerza es proporcional al producto de las cargas (gl y g2) de las

particulas.

(@1 (q2)
TZ

Donde F es la fuerza del campo eléctrico, K es la constante de Coulomb (8.98 x 10° Nm?/C?),

F=K

gl y g2 son las cargas en Coulomb (Resnick et al., 2011).

2.3.2.1.4 Campo eléctrico

En el espacio que rodea a una carga Q, se ejerce cierta influencia, de tal manera que cuando
se coloca otra carga ¢, proxima a la primera, aparecera sobre esta una fuerza de interaccion,
debido a que se encuentra en el campo eléctrico generado por Q. La intensidad del campo
electrostatico (E), generado por una carga Q, en un punto en el espacio, es la fuerza que dicha

carga ejerce, se mide en N/C o V/m.
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F
E=—=K%
q r

Donde E es el campo producido por Q y q denota la carga prueba (Resnick et al., 2011).

2.3.2.1.5 Lineas de campo

Son la representacion gréafica de la existencia de un campo eléctrico con algunas de sus
propiedades.

Estas lineas tienen una direccion que es la misma que la del vector del campo eléctrico (E). El
namero de lineas por unidad de area a través de una superficie perpendicular a las lineas de
campo es proporcional a la magnitud del campo eléctrico en esa regidn. La tangente a la linea
del campo eléctrico que cruza un punto cualquiera del espacio denota la direccién del campo
eléctrico alli. La magnitud del campo eléctrico en un punto cualquiera es proporcional al nimero
de lineas por unidad de superficie perpendicular a estas lineas, es decir, cuanto mas cerca se
encuentren las lineas de un punto, mayor es la fuerza del campo en ese punto. Para el caso de
un dipolo, el nimero de lineas que parten de la carga positiva es igual al que llegan a la carga
negativa (Resnick et al., 2011) (Figura 9).

Figura 9. Lineas de campo entre dos cargas de distinta polaridad (Resnick et al., 2011).
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3. Antecedentes

Se ha buscado el desarrollo de técnicas para generar andamios vasculares con diametros
inferiores a los 6mm. Dentro de estas se encuentra el electrospinning o electrohilado, la cual
permite generar fibras con didmetros que entre 10 nm a 10 um. Esta técnica provee la
capacidad de producir materiales a escalas de tamafo similares a las que se encuentran in

Vvivo; por lo que se ha elevado el interés para aplicaciones clinicas (Sill y Recum. 2008).

Dentro de los polimeros electrohilados mas usados, se encuentran de dos clases; naturales
y sintéticos. Presentando los primeros propiedades bioldgicas tales como bioactividad,
presencia de ligandos de unién celular, susceptibilidad a la degradacion proteolitica y

remodelacion natural (Agarwal et al., 2008).

Entre los polimeros naturales esta la gelatina (GE) la cual es un derivado de colageno. Debido
a la similitudes con colageno, la GE se ha convertido en un polimero atractivo para la ingenieria
de tejidos (Sell et al., 2009). Por lo que se han generado investigaciones para optimizar las
concentraciones de dicho polimero en solucion, variandose las concentraciones desde 2 a
15%, siendo las concentraciones de 10 a 12.5% las mejores, ya que las fibras producidas a no
mostraban aberraciones en forma de cuentas de collar en las fibras producidas (Zheng et al.,
2004).

Entre las investigaciones realizadas en GE se encuentran las elaboradas por Lia et al., (2005),
en las que reportan que el diametro de las fibras de GE y colageno electrohilados se redujeron
de 500 a 200 nm, ademas presentaron resistencias a la traccion de 12.8 MPa y alargamientos
de 0.08 a 0.1 mm. De igual manera, se han realizado investigaciones para injertos vasculares
por Wang et al., (2009), quienes electrohilaron GE/ fibroina de seda y PLA. Obteniendo fibras
con un 82 % de porosidad, 2.21 MPa de resistencia, flexibilidad de 60% y una resistencia a

presion de ruptura de 1596 mm Hg, superior a las reportadas en vasos sanguineos naturales.

Aunado a esto, también se han realizado esfuerzos para la integracion celular en las nanofibras
producidas por esta técnica, como son las investigaciones de Chen et al., (2010), donde
electrohilaron colageno y quitosano, colocando células endoteliales y de musculo estriado por
separado, presentando una mayor proliferacion celular en los dias 7 y 14 de cultivo. Asi mismo,
Telemeco et al., (2005), elaboraron nanofibras de acido poliglicolico (PGA), acido polilactico

(PLA), PGA/PLA, colageno tipo | y gelatina, y posteriormente evaluaron la migracion e
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infiltracion celular por medio de injertos cilindricos en el vientre del vaso lateral de ratas,

posteriormente se retiraron tras 7 dias. Observaron que el colageno tipo | poseia grandes
ventajas, ya que permitié una rapida infiltracion de células fibroblastos intersticiales y células
endoteliales, dichas diferencias, dichas diferencias se debieron al tamafo de los poros de cada
tipo de nanomaterial. También, se han elaborado nanofibras de colageno revestido con PLA
y policaprolactona (PCL), y se cultivaron sobre estas células endoteliales de arteria coronaria,
observandose un aumento de la viabilidad celular sobre los andamios con mayor cantidad de

colageno (Hea et al., 2005).

Un inconveniente de la GE es la solubilidad de las fibras en aplicaciones médicas a largo plazo,
por lo que se ha propuesto la reticulacién o “crosslinking”, como una estrategia para mejorar
su vida media y resistencia (Panzavolta et al.,, 2011). Se ha reportado que el uso de
glutaraldehido (GTA) en el crosslinking, permite que las fibras electrohiladas presenten una

resistencia hasta diez veces mayor; Zhang et al. (2006).

Otro de los parametros en este proceso importe, durante el electrohilado, es el disolvente a
utilizar. Algunos estudios utilizan disolventes acidos, tales como &cido acético para disolver

polimeros, entre ellos GE (Ju-Ha et al., 2008).

Asi mismo se ha observado que para la produccion de nano y microfibras por este método, la
morfologia de las mismas es dependiente de distintos pardmetros como es, voltaje aplicado
(Yordem et al., 2008) distancia entre jeringa y colector, velocidad de flujo (Sill y Recum, 2008)

y la velocidad de rotacion del colector.

Por lo que al variar estos parametros las fibras obtenidas presentaran distintas caracteristicas,
como son las investigaciones de Ju et al. (2008), donde utilizaron parametros de hilado de 12
kV y 8 cm de distancia entre la jeringa y colector, con GE al 10%, variandose las
concentraciones de los disolventes (acido acético y acetato de etileno), obteniéndose fibras
con distintas propiedades reoldgicas, asi como diametros desde 45 145 nm. Asi mismo Hsin
et al., (2008), elaboraron fibras con presencia de cuentas de collar (aberraciones en la
formacidn de las fibras), asi como carentes de las mismas, con pardmetros de electrohilado de
flujo de 1 ml/h y 10 cm de distancia entre aguja y colector, velocidad de colector de 120 rpm;
variando voltajes de 15 a 25 kV y concentraciones de GE de 10 a 20%, obteniendo fibras de

hasta 85 nm. Seok et al., (2005), elaboraron fibras de GE con acido férmico como disolvente,
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obteniendo didmetros de 70 a 170 nm, con parametros de hilado de 6 a 25 kV, distancia entre

el colector de 7.5 a 25 cm.

Asi mismo, la mayoria de las nanofibras obtenidas son en forma no tejida, y por ello su utilidad
es limitada. Dentro de las pocas investigaciones realizadas con nanofibras alineadas esta la
de Matthews et al., (2001), que utilizaron un cilindro giratorio a 4500 rpm, utilizado colageno.

Los resultados muestran solo alineaciones limitadas.

Por lo anterior, ya que las variaciones en los parametros dependeran muchas de las
caracteristicas de las fibras elaboradas, controlar el diametro de estas es de vital importancia
ya que in vivo, las proteinas que estan presentes en la matriz extracelular tiene diametros de
entre 50 a 500 nm (Hasan et al., 2014), por lo que el diametro de las fibras elaboradas debe

estar dentro de estas medidas.
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4.Justificaciéon

Las enfermedades cardiovasculares corresponden a la primer causa de muerte del mundo, y
por consiguiente la demanda de trasplantes de vasos sanguineos va en ascenso, es necesaria
la elaboracion de substitutos bioldgicos que suplan estas necesidades, por lo que la produccién

de andamios para vasos sanguineos por métodos mas eficaces es de vital importancia.

5.Hipotesis

Si al variar el voltaje, velocidad de flujo, distancia entre jeringa y colector, asi como velocidad
de rotacion del colector es posible obtener diferentes diametros y morfologias de micro y
nanofibras. Con una combinacién de estos parametros se podra obtener fibras de tamafios

y morfologias 6ptimos para un andamio vascular.
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6.0Dbjetivos

6.1 Objetivo principal

e Definir los parametros dptimos del electrohilado de gelatina para la produccion
un andamio vascular.

6.2 Objetivos Particulares
= Determinar la velocidad de flujo y voltaje, velocidad de rotacion del colector
y distancia entre punta de jeringa y colector 6ptimos de electrohilado.
= Probar la adhesion celular de Células Endoteliales (CE) y Células Troncales

Embrionarias (CTE) en andamios de gelatina porcina.
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7. Materiales y Métodos

7.1 Electrohilado

En el laboratorio de Medicina Regenerativa e Ingenieria de Tejidos, se cuenta con un equipo
de electrohilado, el cual consta de: una bomba de infusion, un mandril giratorio y una fuente de
poder de alta tension (Figura 10).

IAguja 5

/ - 4
Cono de Taylor
p ‘P

1 /
[O e O] T,

Figura 10. Esquema de aparato para electrohilado. 1) Fuente de alimentacién de alta tension; 2) bomba de

infusidn; 3) aguja con movimiento horizontal; 4) Colector con mandril giratorio y 5) Cono de Taylor formado por la
ruptura de la tensién superficial de la solucion.

Se realiz6 una solucién de GE al 10% (p/v) en acido acético Glacial (99%); se mantuvo en
agitacion durante 48 h.

Se utilizd un mandril giratorio que su funcionamiento se establecié a 1000, 2000 y 3000 rpm.
Una bomba de infusion a un flujo entre 0.06 1.0 ml/ h, una fuente de alimentacion de alta tension

en 10, 11 o 15 kV y la distancia de punta de la aguja y el colector entre 6, 10y 12 cm.

A continuacion se resume el modelo experimental aplicado:
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Velocidad
de
Voltaje Flujo Distancia colector
(kV) (ml/h) (cm) (rpm)
6 1000
1000
1 10 2000
10 3000
12 1000
0.8 10 1000
0.6 10 1000
12 1 10 1000
1 10 1000
0.2 10 1000
0.09 10 1000
6 1000
= 1000
0.06 10 2000
3000
12 1000

Figura 11. Variables evaluadas durante el proceso experimental, asi como sus respectivos niveles.

7.2 Evaluacion Morfoldgica

Todos los andamios elaborados fueron analizados por Microscopia Electronica de Barrido
(MEB), marca Jeol JSM-5310LV a 15 kV y 30 Pa. Para evaluar su morfologia, se midio el
diametro de las fibras asi como la presencia o ausencia de aberraciones mediante el programa
de analisis de imagenes “Image J” (NIH, USA). Cada andamio, asi como sus respectivas

mediciones se realizaron por triplicado.

7.3 Prueba de degradacion

Tras la obtenciébn de los mejores tratamientos, se procedid a realizar una prueba de
degradacion, a uno de estos, en diferentes condiciones a lo largo del tiempo. Primero se

trataron los andamios con vapor de GA al 1% durante 48 h y se dejaron secar por 2 h a
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temperatura ambiente, posteriormente se colocaron los andamios en PBS (Buffer de fosfato)

1X pH 7.4,y se pesaron cada 24 h para asi determinar la cantidad de masa perdida producto

de la degradacién de la GE, esto se realizé durante 7 dias. Se utilizé la siguiente ecuacion:
%D = ((Wo —Wf)100)/Wo

Donde D corresponde al porcentaje de masa degradada, Wo la masa inicial y Wf la masa final.

7.4 Pruebade adhesion celular

Se realizaron cultivos cultivaron sobre los andamios elaborados; se cultivaron células
endoteliales (CE) y células troncales embrionarias (CTE) en cultivos independietes. Para ello
se electrohilaron los andamios sobre cubre objetos de 4.82 cm? y se sometieron a un proceso

de esterilizaciéon en 6xido de etileno antes de la siembra celular.

Posteriormente se colocaron los andamios estériles en cajas de cultivo celular de 6 pozos y se
inocularon CE o CTE. Cada uno de estos por triplicado. Se utilizaron dos controles, uno con

cubre objetos y otro Unicamente las células (CE o CTE).

Para el caso de las CE se cultivaron en medio de cultivo EGM-2 (Endothelial Cell Growth
Medium) suplementado con 10 % de FBS (Suero Fetal bovino), se colocaron un total de 26,000
cel/ cm? mientras que para las CTE se cultivaron en medio de cultivo D-MEM (Dubecco’s
Modified Eagle Medium), suplementado con 10% de FBS, se inoculé un total de 188,000

células por andamio.

Para confirmar la adhesion celular, se observaron los constructos elaborados en Microscopia
Electrénica de Barrido. Para ello previamente se fijaron las muestras con paraformaldehido al
4% y se deshidrataron en alcohol del 20 al 70 %, disuelto en PBS 1 X.
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7.5 Inmunofenotipo

Por medio de una inmunocitoquimica se determinaron los fenotipos celulares de las células
presentes en los constructos con CE (CD 133 +) y CTE (Nanog y Oct %). Para ambos casos
se utiliz6 como control negativo Para ello se fijaron con paraformaldehido al 4% por 30 minutos
a temperatura ambiente y se lavaron con PBS 1X, posteriormente fueron permeados tratados
con solucién 0.1% de Triton DPBS 100X sin Ca?* ni Mg?* se lavé con PBS 1X, se incubaron
durante 15 minutos a temperatura ambiente, posteriormente se lavaron con PBS 1X por 15
min, se coloc6 Anticuerpo CD133 + para constructos con CE y para los constructos con CTE

se colocaron Nanog y Oct- ¥, como marcador nuclear se colocé DAPI, para ambos.

7.6 Analisis Estadistico

Se realiz6 prueba de Kolmogoérov- Smirnov, con p< 0.05, como estadisticamente significativo

para determinar la normalidad de los datos.

Para el andlisis de los factores con sus respectivos niveles se realiz6 una prueba de Kruskal-

Wallis., con p< 0.05 como estadisticamente significativo, seguido de una prueba de Bonferroni.
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8. Resultados

8.1 Variacion de voltaje y velocidad de flujo

Como primera etapa del proyecto, se evaluaron los parametros, velocidad de flujo de infusion
y voltaje aplicado. Se realizaron andamios de acido acético/ GE al 10%. Las caracteristicas del
electrohilado fueron: 1) distancia entre aguja y colector: 10 cm, 2) Velocidad de rotacion de
colector: 1000 rpm, 3) Velocidad de flujo: 1, 0.8 y 0.6 ml/ h y 4) Voltaje: 10, 12 y 15 kV (Figura
11).

Tras la generacion de los andamios, se procedio a un analisis morfolégico a través del uso de
MEB, utilizando aumentos de 1000X y 5000X. A continuacidn se presentan las
electromicrografias, correspondientes a cada tratamiento, de las nanofibras de gelatina porcina

obtenidas.

Figura 12. Electromicrografias de microfibras de GE porcina en Microscopio Electrénico de Barrido, obtenidas por

electrohilado tras variacion de Voltaje y velocidad de flujo; con pardmetros fijos de velocidad de rotacion de colector
y distancia entre aguja y colector. Aumentos (A) y (B) andamio a 10 kVy 1 ml/h, (C)y (D) 12kVy 1 ml/h, (E)y (F)
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15kVy 1 mlh, (G)y (H) 10 kVy 0.8 ml/h, (I) y (J) 10 kV y 0.6 ml/h. Las fechas indican algunas de las aberraciones,

en forma de cuentas de collar, que se detectaron.

Se pueden observar a partir de las electromicrografias (Figura 12) que existen variaciones en
los didametros de las microfibras para cada tratamiento, asi como la presencia de aberraciones
en forma de cuentas de collar, en mayor o menor grado. A continuacion se presentan los
graficos de los didmetros promedio obtenidos para cada tratamiento, en las dos variables

evaluadas (Figuras 13y 14).

Variacion de Voltaje

35 T

25 +

00 OOJD0 O]

15 +

10 kv 12 kv 15kv

Didmetros de fibras (um)

Figura 13. Diagrama de cajas de los diametros de microfibras obtenidas tras la variacién del voltaje aplicado, los
asteriscos (*) denotan la significancia de los tratamientos (p<0.05).
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Variacion de Velocidad de Flujo
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Figura 14. Diagrama de cajas de los diametros de microfibras obtenidas tras la variacion velocidad de flujo, los
asteriscos (*) denotan la significancia de los tratamientos (p<0.05).

Se realizé una prueba de homogeneidad de Kolmogorov- Smirnov, presentandose datos con
un comportamiento no parameétrico para ambas variables (p< 0.05), por lo que se optd por
realizar un analisis de Kruskal- Wallis., presentandose diferencias significativas tanto entre los
tratamientos, tanto para la variable voltaje, asi como velocidad de flujo de GE (p< 0.05). Se
realizd una prueba de Bonferroni para ambas variables, siendo los andamios 12 kV y 0.6 ml/h

los que presentaron los didmetros mas pequefios (Figuras 13 y 14).

Posteriormente se procedié al conteo del niumero de aberraciones que se presentaron en los
andamios realizados, ya que estas no son una caracteristica deseada pues interfieren

negativamente (Figuras 15).
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Aberraciones
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Figura 15. Numero de aberraciones que se presentaron en las variables voltaje y velocidad de flujo aplicado,

para cada tratamiento.

Se observé que el andamio a 1 mi/hy 12 kV, presentd el mayor nimero de aberraciones
con 0.82 aberraciones/ pm?2, mientras que el andamio a 1ml/ h y 10 kV, present6 el menor

ndamero.

Se considera, a partir de lo anterior, como los mejores tratamientos los andamios al5 kV
y 1 ml/ h, con microfibras a una mediana de 0.37 um de diametro y aberraciones cada
0.011um?; y el andamio a 10 kV y 0.6 ml/ h, con microfibras a una mediana de 0.44 um de

diametro y aberraciones cada 0.011pm?>.

A partir de los resultados anteriores se realizé un nuevo conjunto de andamios, reduciendo
aun mas la velocidad de flujo de 0.2 a 0.06 ml/ h, y utilizando el voltaje maximo del anterior

conjunto de andamios (15 kV) (Figuras 16 y 17).
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Tras la realizacion del segundo conjunto de andamios, se procedié a un analisis morfologico a

través del uso de microscopio electrénico de barrido, utilizando aumentos de 1000X y 5000X.

A continuacion se presentan las electromicrografias, correspondientes a cada tratamiento.

F RIS/
. N,

Figura 16. Electromicrografias de microfibras de gelatina porcina en Microscopio Electronico de Barrido,
obtenidas por electrohilado por variacion de velocidad de flujo, a 15 kV. Micrografias en aumentos (A) y (B) a
0.2 mi/h, (C) y (D) 0.09 ml/h, (E) y (F) 0.06 ml/h. Las fechas indican algunas de las aberraciones, en forma de

cuentas de collar, que se detectaron.

Se pueden observar a partir de las electromicrografias (Figura 16) variaciones en los diametros
de las microfibras para cada tratamiento, asi como la presencia de aberraciones en forma de
cuentas de collar, en mayor o menor grado. A continuacion se presentan los graficos de los

diametros obtenidos para cada tratamiento (Figura 17).
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Variacion de Velocidad de Flujo
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Figura 17. Diagrama de cajas de los didmetros de microfibras obtenidas tras la variacion velocidad de flujo de 0.2

a 0.06 ml/h, los asteriscos (*) denotan la significancia de los tratamientos (p<0.05).

Al igual que los anteriores andamios, se realizé una prueba de homogeneidad de Kolmogérov-
Smirnov, presentandose datos con un comportamiento no parameétrico (p< 0.05). Se aplicé un
andlisis de Kruskal- Walllis., presentdndose diferencias significativas (p< 0.05). Tras una prueba
de Bonferroni se observaron diferencias significativas entre el flujo de 0.2 ml/h y los demas
flujos, siendo los flujos a 0.09 y 0.06 ml/h los diametros mas bajos con medianas de 0.36 y 0.26

pUm, respectivamente (Figura 17).

Tras los anteriores analisis, se procedié al conteo del niumero de aberraciones que se

presentaron en los andamios elaborados (Figura 18).
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Aberraciones

0.2ml/h 0.09 ml/h 0.06 ml/h

Figura 18. Nimero de aberraciones que se presentaron en cada tratamiento de los andamios realizados a 15 kV.

Para el caso de las aberraciones presentes en los andamio, el andamio a flujo de 0.06 ml/h, fue
el que present6 el menor nimero de aberraciones, con 0.006 aberraciones/ pm?, mientras que

a 0.2 ml/ h se presentaron el mayor nimero.

Se considera, a partir de lo anterior, con respecto a la variacion de flujo, como el mejor
tratamiento el andamio generado utilizando un flujo de 0.06 ml/ h, a que presenta los menores

diametros de fibras asi como el menor nimero de aberraciones.

8.2 Variacion de distancia entre punta de jeringay colector

Posterior a la evaluacion de los pardmetros de voltaje aplicado y velocidad de flujo, se procedié
a la variacion de la distancia entre la punta de la jeringa y el colector, las distancias evaluadas
fueron de 6, 10 y 12 cm. Para ello se utilizaron como parametros fijos la velocidad de flujo y
voltaje de los experimentos anteriores (0.06 mi/h y 15 kV) que dieron las fibras mas delgadas
asi como una menor cantidad de aberraciones. Se compararon respecto a las del andamio a 1
ml/h y 10 kV para asi determinar si el cambio en la velocidad de flujo o voltaje tenia efectos
distintos, o seguian el mismo comportamiento, al variar la distancia. Se mantuvo una velocidad

de rotacion del colector fija, a 1000 rpm.
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Se procedio a un andlisis morfologico a través del uso de MEB, utilizando aumentos de 1000X

y 5000X. A continuaciébn se presentan las electromicrografias, correspondientes a cada

tratamiento.
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Figura 19. Electromicrografias de microfibras de GE porcina obtenidas por electrohilado, con distancia en entre
punta y colector de 6 y 12 cm, voltaje aplicado de 10y 15 kV y velocidad de rotacién de colector fija. Aumentos
(A)y (B) andamioa 10kVvy6cm, (C)y(D)al0kvyi12cm,(E)y(F)al5kvy6cm, (G)y (H)al1l5kVy 12 cm.

Las fechas indican algunas de las aberraciones, en forma de cuentas de collar, que se detectaron.

Se pueden observar a partir de las electromicrografias (Figura 19) variaciones en los diametros
de las microfibras para cada tratamiento, asi como la presencia de aberraciones en forma de
cuentas de collar e incluso fusiones de fibras, en mayor o menor grado. A continuacion se

presentan los graficos de los didmetros obtenidos para cada tratamiento (Figura 20).

Variacion de Distancia
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6cm/10kV 10cm/10kV 12cm/10kV 6cm /15 Kv 10cm/15kV 12cm/15kV

Figura 20. Diagrama de cajas de los diametros de microfibras obtenidas tras la variacion Distancia entre punta de
jeringa y colector de 6, 10 y 12 cm con voltajes de 10 y 15 kV. Los asteriscos (*) denotan la significancia de los
tratamientos (p<0.05).
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Se realiz6 una prueba de homogeneidad de Kolmogo6rov- Smirnov, presentandose datos con

un comportamiento no paramétrico (p< 0.05), al igual que los anteriores datos evaluados. Se
aplicé un andlisis de Kruskal- Wallis para ambos conjuntos, presentandose diferencias
significativas (p< 0.05), por lo que se realiz6 una prueba de Bonferroni, observase diferencias
entre todos los niveles, para ambos voltajes. Siendo las distancias a 6 cm con 15 kV los
diametros altos, con una mediana de 0.998 um, mientras que las microfibras mas delgadas
correspondieron a los andamios a 12 cm de distancia tanto a 10 como 15 kV, con medianas de

0.115y 0.251 pm respectivamente (Figura 20).

Posteriormente se procedié al andlisis del nimero de aberraciones por pm?, todos los andamios
a 6 cm de distancia presentaron las fibras fusionadas, formando mallas gruesas. Solo los
andamios a 10 y 12 cm presentaron fibras sin fusiones. A continuacion se presentan las

aberraciones presentes en dichos andamios (Figura 14).
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Figura 21. NUumero de aberraciones que se presentaron en cada tratamiento por variacion de distanciade 10y 12
cmen 10y 15 kV.

Para el caso de las aberraciones presentes en los andamios por variacion de distancia, los
andamiosa 10 cmy 15 kVy a 12 cmy 15 kV presentaron el menor nimero de aberraciones
con 0.006 y 0. 004 aberraciones/ um? respectivamente. Adicionalmente se observé que el con
forme aumentaba la distancia entre la punta de la jeringa y el colector, aumentaba el tiempo

para la deposicion de las fibras.
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La generacién de andamios utilizando una distancia entre 10 y 12 cm presentaron los menores

didmetros de fibras asi como el menor nUmero de aberraciones.

8.3 Variacion de velocidad de rotacidon del colector

Finalmente se evalu6 la velocidad de rotacién de colector y su influencia en las fibras
producidas, las velocidades evaluadas fueron de 1000, 2000 y 3000 rpm. Para ello, se utilizaron
como parametros fijos la velocidad de flujo y voltaje de 0.06 mi/h con 15 kV y se compararon
respecto a 1 ml/h y 10 kV. Se mantuvo una distancia de entre la punta de la jeringa y colector

fija (Figura 11).

Tras la elaboracién del conjunto de andamios, se procedioé a un analisis morfolégico por MEB,

utilizando aumentos de 1000X y 5000X. A continuacion se presentan las electromicrografias,

correspondientes a cada tratamiento.

Figura 22. Electromicrografias de microfibras de GE porcina obtenidas por electrohilado, con velocidad de rotacién
del colector de 2000 y 3000 rpm, voltaje aplicado de 10 y 15 kV vy velocidad de flujo de 1 ml/h y 0.06 ml/h fijos.
Aumentos (A) y (B) andamio a 2000 rpm y 10 kV, (C) y (D) a 3000 rpm y10 kV, (E) y (F) a 2000 rpmy 15 kV, (G) y

(H) a 3000 rpm y 15 kV. Las fechas indican algunas de las aberraciones, en forma de cuentas de collar, que se

detectaron.
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Se pueden observar a partir de las electromicrografias (Figura 22) variaciones en los diametros

de las microfibras para cada tratamiento, asi como la presencia de aberraciones en una menor
cantidad. A continuacion se presentan los graficos de los diametros obtenidos para cada

tratamiento (Figura 23).
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Figura 23. Diagrama de cajas de los diametros de microfibras obtenidas tras la variacion velocidad de rotacién del
colector de 1000, 2000 y 3000 rpm, con voltajes de 10 y 15 kV. Los asteriscos (*) denotan la significancia de los
tratamientos (p<0.05).

Los datos obtenidos presentaron un comportamiento no paramétrico (Kolmogorov- Smirnov, p<
0.05), por lo que se aplicé un andlisis de Kruskal- Wallis., presentandose diferencias
significativas entre velocidades de 2000 y 3000 rpm a 15 kV y entre los tratamientos a 10 kV
(Bonferroni, p< 0.05), siendo las velocidades a 2000 y 3000 rpm las que presentaron los
diametros més reducidos para ambos voltajes con medianas de 0.282 y 0.204 um para 10 kV y
0.305 y 0.160 pum, respectivamente (Figura 23).

Se realiz6 el andlisis del nimero de aberraciones por pm2. A continuacién se presentan las

aberraciones presentes en dichos andamios (Figura 24).
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Aberraciones
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Figura 24. Nimero de aberraciones que se presentaron en cada tratamiento por variacion de velocidad de

rotacion en 10y 15 kV.

Para el caso de las aberraciones presentes en los andamios por variacion de velocidad de
rotacion, los andamios a 2000 y 3000 rpm para ambos voltajes presentaron el menor numero
de aberraciones con 0.0032 y 0. 0014 aberraciones/ pm? para los andamios a 10 kV y menores

a 8.25 x 10  para el caso de las elaboradas a 15 kV.

Se considera, a partir de lo anterior, que los andamios generados a 2000 y 3000 rpm presentan
menor numero de aberraciones y menor diametro de fibras independientemente del voltaje

aplicado.
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8.4 Prueba de degradacion

Se realiz6 una prueba de degradacion, eligiéndose para ella el andamio elaborado bajo
condiciones de 15 kV, Flujo de 0.06 ml/h, 10 cm de distancia entre colector y punta de la jeringa

y velocidad del colector de 2000 rpm.

A continuacion se presenta los porcentajes de degradacion de los andamios a lo largo del

tiempo (Figura 25).
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Figura 25. Porcentaje de degradacion de andamios con y sin GA durante 7 dias. El porcentaje de masa del

andamio sin GA decay0 hasta un 0% tras 72 h de experimentacion.

Se puede observar que a lo largo de 168 h (7dias) la masa del andamio se mantiene integra a
lo largo del tiempo, mientras que para el andamio sin tratar con GA este pierde una cantidad de

masa de hasta un 89 % en tan solo 24 h tras la inmersién en PBS 1X.

Asi mismo se calculo el porcentaje de absorcion del andamio, siendo esta de 157% del tamafio

original del andamio.
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8.5 Prueba de adhesioén celular

Tras probar la viabilidad del andamio, se procedio al analisis de la adhesion en CE y CTE. Se
realizaron cultivos separados con diferentes densidades de indculo.

A continuacién se presentan las micrografias correspondientes a los constructos de CE (Figura
.26) y CTE (Figura 27).

S
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Figura 26. Micrografias de constructos de GE porcina con CE a diferentes horas. Aumentos (A) y (B) Constructo
a24h,(C)y(D)48h,(E)y (F) 72 h, (G)y (H) 96 h.
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Se presentaron un bajo numero de células en los primeros dias respecto al nimero inicial

inoculado, sin embargo, se detectd expansion celular conforme al paso del tiempo.

Figura 27. Micrografias de constructos de GE porcina con CTE. Aumentos (A) y (B) Constructo a 24 h, (C) y
(D) 48 h.

Se observaron claras interacciones entre las células y las microfibras del constructo, por lo
gue se midieron los angulos de las microfibras asi como el de las células mas proximas a la

misma, para las CE (Figura 28).

38|Pagina



UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

Angulo de células vs Angulo de microfibras
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Figura 28. Angulos de CE contra angulos de fibras en constructo.

Tras un andlisis de correlacion se pudo observar que los angulos de las células y microfibras

presentaban una correlacion lineal (R?= 0.97 y p < 0.05).

De igual se evalud el diametro de las microfibras en los andamios que influian directamente en

la direccion de crecimiento, tanto para las CE como para CTE (Figura 22).
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Figura 29. Diametros de microfibras que presentaron asociacion en direccion de crecimiento en constructos de
CEy CTE.

Se observo para el caso de las CE una mayor asociacion en la direccién de crecimiento por
microfibras con didmetro promedio de 14.5 um, mientras que para las CTE las diametro
promedio de las microfibras a las cuales se asociaron fue de 11.4 um, obteniendo diferencias
estadisticamente significativas entre ellos (p < 0.05), por lo que hay un diametro promedio de

microfibras distinto a las cuales se asocian cada fenotipo celular.
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Para confirmar los fenotipos celulares presentes en los constructos, se realizaron

inmunocitoquimicas contra CE y CTE.

8.6 Inmunofenotipo

A continuacién se presentan las micrografias en microscopia de fluorescencia de

inmunocitoquinicas de constructos de CE y CTE (Figuras 30y 31).

Control 10x ? Control 10x Control 10x Control 10x

Figura 30. Micrografias de Inmunofluorescencia de constructo de CE (A) a la (D) Control, (E) a la (H) CE CD
133 +.
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Se observo presencia del marcador CD133+ en los constructos con CE, en baja intensidad.

Merge

Control 10x Control 10x

Nanog

Figura 31. Micrografias de Inmunofluorescencia de constructo de CTE (A) a la (D) Control, (E) a la (H) CTE Oct %
+y () ala (L) CTE Nanog +.

Se observo presencia de los marcadores de troncalidad Oct % + y Nano + para los constructos

con CTE.

Por ultimo para confirmar la adhesion de las CE y CTE en las microfibras, se observaron los

constructos en MEB (Figs. 32 y 33).
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8.7 Morfologia de constructos por MEB

Figura 32. Electromicrografias de constructo de CE (A) a la (D) en microfibras de GE porcina en

Microscopio Electronico de Barrido.

Figura 33. Electromicrografias de constructo de CTE (A) a la (D) en microfibras de GE porcina en

Microscopio Electrénico de Barrido.

Tanto para los constructos con CE como con CTE (Figuras 32 y 33), se observan

interacciones Célula- Fibra y Célula- Célula, asi mismo la secrecion de matriz
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extracelular sobre la superficie de las fibras, por parte de ambos fenotipos celulares.

Por lo que se denota claramente que las microfibras del constructo de GE porcina,
participa como un suporte y ayuda a la comunicacién celular. Sin que estas pierdan

su morfologia nativa.

Por ello, con objetivo de observar con mayor claridad dichas interacciones Célula-

microfibra, se procedi6 a la elaboracion de un modelo tridimensional de las

electromicrografias de constructos con CE y CTE por medio del programa image J
(Figuras 34 y 35).

Figura 34. Reconstruccion tridimensional de electromicrografia D (Figura 32) de constructo con CE en

programa “Image J”, flechas rojas denota CE y blancas microfibras.

o 130 x/pm

og 100 110 12

Figura 35. Reconstruccion tridimensional de electromicrografia A (Figura 33) de constructo con CTE en programa
“Image J”, flechas rojas denota CTE y blancas microfibras.
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Se observa un cambio en la topografia del andamio con aumentos en el ancho de la

superficie donde se encuentran las microfibras, como donde se encuentran presenten
las células (Figuras 34 y 35). Asi mismo, las fibras sirven como guia para el crecimiento

de las células CE, como se habia establecido anteriormente (Figuras 27 y 28).

De igual manera no se detecté un cambio morfologico de ambos fenotipos celulares con

relacion a su crecimiento sobre la microfibras de GE.
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8. Discusion

Una de las caracteristicas que se desea controla durante la fabricacion de andamios por
electrohilado es el didametro de la fibras producidas ya que este sera dependiente del tejido

para el cual se desee utilizar.

En el caso de los variables estudiadas, se observo que el andamio obtenido con flujo de 1 ml/
h'y 12 kV present6 las fibras de menor didmetro, siendo el Unico que cumpliese con los
diametros deseados para andamios vasculares ya que de acuerdo a Hasan et al, (2014), los
diametros de las fibras de proteinas y polisacéridos en la matriz extracelular nativa, oscila entre
50 a 500 nm. Asi mismo podemos decir que las fibras obtenidas en los tratamientos se
encontraron en el rango de los micro (> 100 nm) y nanémetros (1 a 100 nm), ya que presentaron
diametros entre los 0.03 a 3.29 um. Sin embargo, dicho andamio present6 un gran nimero de
aberraciones en forma de cuentas de collar (0.82 aberraciones/ um?), respecto a los demas
tratamientos, por lo cual se considera inviable para su uso asi como los otros ya que a pesar
de presentar menor nimero de aberraciones los didmetros que estos presentaron fueron

superiores a los necesarios para su uso en andamios vasculares.

Respecto a la variacién en los diametros de la microfibras producidas por la variacién del
voltaje, datos experimentales realizados por Piste et al. (2013), han mostrado que con forme
aumenta el voltaje aplicado al polimero las fibras producidas tenderan a ser mas delgadas y
mas gruesas al disminuirlo. Otra de las variables que tienen influencia en el diametro de las
fibras producidas es la velocidad de flujo del polimero. Se observa que al aumentar la velocidad

de flujo aumenta el diametro de las fibras (Subbiah et al., 2004).

La relacion entre ambas variables est4 en que al aumentar velocidad de flujo del polimero este
no tiene el tiempo suficiente para polarizarse, lo cual impide un mayor estiramiento de la fibra
producida (Liy Wang. 2013). De igual manera explica la presencia de aberraciones en las fibras
ya que el no haber un correcto estiramiento de las fibras, estas presentan cuentas de collar,
asi como un aumento en el voltaje disminuye el tiempo de polarizacién de las fibras por lo que

su estiramiento tampoco se vera interrumpido.
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Por lo anterior se optd por reducir la velocidad de flujo de 0.2 a 0.06 ml/h, asi como el voltaje

aplicado hasta 15 kV, el cual presenté los didametros mas delgados de microfibras. Se observé
un comportamiento distinto a lo esperado, ya que los tratamientos, a pesar de presentar un
voltaje mayor (15kV) y velocidad de flujo menor (0.4 mi/ h) al primer conjunto de andamios,
presentaron diametros similares a los andamios a 15 kV y 1 ml/h; y a 10 kV y 0.6 ml/h. Sin
embargo al ir reduciendo aun mas la velocidad de flujo del polimero se observd un
comportamiento similar a los del conjunto evaluado de 1 a 0.6 ml/h, es decir, una disminucién
del diametro de las fibras producidas, por lo que el diametro de las fibras producidas podria
depender mas del voltaje y flujo especificos. Se observd que con forme disminuia la velocidad
de flujo el numero de aberraciones igualmente disminuia, llegando a ser hasta de 0.006
aberraciones/ pm?, para el caso del andamio a 0.06 ml/h con 15 kV, siendo incluso

drasticamente menor al de sus conjuntos a mayores velocidades de flujo.

Una vez determinada la velocidad de flujo a la cual se obtenian microfibras, casi nitidas con
respecto a las aberraciones asi como a diametros 6ptimos, se procedi6 a evaluar la repercusion
de la distancia sobre la fibras producidas de 6 a 12 cm. Se observé un aumento en el diametro
de las fibras con forme la distancia entre la puta de la jeringa y el colector se acortaba. De
acuerdo a datos experimentales de Gomes et al. (2007), donde evaluaron distancias de 2 a 20
cm a 15 kV utilizando poliacrilonitrilo como polimero, observaron que conforme aumentaba la
distancia entre la punta de la jeringa y el colector, habia una disminucion del diametro
directamente proporcional. Dicho fenbmeno se reprodujo en los experimentos realizados con
GE. Respecto a la fibras colectadas a distancias mas cortas, la fusion de fibras se debe a que
durante el recorrido de la punta de la jeringa al colector, no hay suficiente tiempo para que, en
las fibras, se evaporé completamente el solvente del polimero, en este caso acido acético, por
lo que al llegar al colector tienden a fusionarse y formar estructuras como esponja 0 mallas.
Para el caso del andamio a 6 cm con 15 kV, presentaron microfibras con diAmetros superiores
a su homologo a 10 kV, tanto para 6 como para 10 cm, esto se debe a una combinacién entre
la distancia y el voltaje aplicado, sumado a que dicho andamio se presenta mas cerca del
colector, por lo que no hay un correcto estiramiento de las fibras por la distancia asi como una
baja evaporacion del solvente, de igual manera, el campo electrostatico producido es mas

fuerte, siendo de por ello las microfibras producidas son diametros superiores.

46 |Pagina



UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO
Lo anterior igualmente explica la disminucion del nimero de aberraciones presentes de los

andamios realizados a mayores distancias. Siendo los andamios a 12 cm los que presentaron

el menor nimero de estas.

Por ultimo, para el caso del impacto de la variacion de la velocidad de rotacion sobre las
microfibras electrohiladas, se utilizaron, como para la variable anterior, las condiciones 6ptimas
para la obtencion de fibras, a 15 kV y 0.06 ml/ h. Se observé una disminucion del diametro de
las microfibras con forme aumentaba la velocidad de rotacion, siendo los andamios a 3000 rpm
los que presentaron los menores diametros, tanto para los evaluados a 10 como a 15 kV.
Theron et al. (2001), explica que esto se debe a que con forme aumenta la velocidad de rotacion
del colector se presenta un aumento en la accidén de la fuerza tangencial, que actta sobre las
fibras, lo que hace que estas se estiren aun mas sobre el colector y, en consecuencia, reduce
el diametro de las fibras. Entendemos como dicha fuerza a la que actia en la superficie de
contacto entre dos cuerpos, que se opone al movimiento de uno de ellos respecto al otro,
cuando uno de estos se desplaza sobre y con respecto a la otro, la fuerza aplicada es mayor
(Bedford, 2000). Para el caso de las fibras hiladas a 10 kV, el impacto de este parametro tuvo
un efecto mayor sobre las fibras ya que se encontraban menos estiradas, por influencia de los

parametros anteriores (voltaje y velocidad de flujo).

Respecto al numero de aberraciones representes en los andamios sometidos a mayor
velocidad de rotacion del colector, estos presentaron menor numero de aberraciones a partir

de 2000 rpm, esto se debe a que hubo un mayor estiramiento de las fibras.

Con relacion a las pruebas de degradacion, se observo que la masa del constructo tratado con
GA se mantuvo constante a lo largo del tiempo, al contrario del constructo no tratado, el cual
se degrado tras 24 h del inicio de la prueba. Esto se debe a la alta solubilidad que presenta la
GE en soluciones acuosas, en contraste con las fibras tratadas con GA, ya que este compuesto
reacciona con los grupos amino libres de lisina o hidroxilisina en las cadenas polipeptidicas con
los grupos aldehido del GA (Zhang et al., 2006), sin este enlace, las cadenas polipeptidicas

reaccionarian directamente con el agua, disolviéndose.

Tras la realizacion de las pruebas de resistencia, se procedio al cultivo de CE y CTE en los
andamios, donde se observaron en un primer momento un elevado descenso en el numero de
células inicialmente inoculado, respecto al numero de células adheridas en los primeros dias,

probablemente esto se deba a la hidrofobicidad del andamio, ya que de acuerdo a Meng et al.,
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(2010), las células cultivadas sobre andamios mas hidrofilicos presentan una mayor expansion

celular. Siendo en un inicio este factor un problema para el reconocimiento de la célula-
andamio, sin embargo se observa que existen interacciones directas entre las células y las
microfibras de GE, y el nimero de estas aumenta con el tiempo, correspondiendo, por
consiguiente, la primer fase de crecimiento como la fase Lag o de acondicionamiento, seguido
de la fase exponencial cuando el nimero de células aumenta con mayor rapidez. Las
interacciones entre la célula y las microfibras se ven con mayor claridad en las
electromicrografias. Dicha interaccidén se da por reconocimiento entre integrinas a1 31y a2 31,
las cuales su ligando de unién es el colageno siendo, presentado para la primera, mayor
afinidad al colageno tipo IV, mientras que para la segunda al tipo | (Fougerolles et al., 2000).
De acuerdo a Albuschies y Volgel (2013), el proceso de migracion celular se da en un principio
por medio de filopodios, los cuales son proyecciones citoplasmaticas delgadas, que se
extienden desde el extremo directriz de la célula en migracion. Estas estructuras forman
prolongaciones alrededor de toda la célula, probablemente asociado al reconocimiento de la
topografia del medio extracelular, asociado a fase Lag de crecimiento celular, como es el caso
de las CE y mas evidentemente en las CTE. Posterior a esta fase de reconocimiento, los
filopodios dan la direccionalidad de crecimiento de acuerdo al sustrato, formando adhesiones
locales con este afirmandolo a la superficie celular, siendo para este caso el sustrato las
microfibras de GE. Ballester et al., (2015) establecen que cuando la migracion se da en medios
tridimensionales, el tipo protrusién se denomina lobopodia, los cuales son mas prominentes y
pueden ser impulsados en su mayoria por la presion intracelular que por polimerizacion de
actina, como es en el caso de los filopodos. Asi mismo la contracion lobopodial es mediada por
la via de sefalizacion RhoA- ROCK-miosina Il, se ha propuesto que la miosina Il A actla a
través de los filamentos de vimetina, facilitando la migracion celular. Otra forma de migracion
celular es por medio del flujo de iones y agua o el modelo del motor osmatico, utilizando un
mecanismo dependiente de actina/miosina, basado en la permeabilidad de los iones y agua a
través de canales transmembrana, la cual requiere una actividad coordinada los canales
polarizados y las acuoporinas, los cuales modulan los flujos y corriente del agua (Stroka et al.,
2014).

Asi mismo se observo para el caso de las CE, un crecimiento celular en direccidén de angulo de
la fibra, dicho comportamiento se ha observado anteriormente (Meng, et al. 2010), de igual

manera se observa tanto para las CE como para las CTE una preferencia sobre el tamafio de
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la fibra con relacion a la potencialidad de la misma a influir en la direcciébn de crecimiento

celular, esto se puede deber a la superficie de contacto en relacién al tamafio de la célula.

Por dultimo se determinaron los fenotipos celulares utilizados por medio de una
inmunocitoquimica, siendo para CE ligeramente positivas para CD133 (Prominina 1), esto
pueda deberse a que dicho marcador es esta mayormente asociado a progenitores
endoteliales, por lo que la baja intensidad del mismo corresponderia a un mayor grado de
diferenciacion, es decir a un fenotipo mayormente endotelial especializado (Corbeil, 2012).
Para el caso de las CTE, fueron positivas tanto para Oct ¥ como para nanog, siendo estos

marcadores de troncalidad presentes en dicho fenotipo celular (Zhao et al., 2012).
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10. Conclusion

Para la obtencién de fibras de con los diametros deseados (50 — 500 nm), asi como el menor
namero de aberraciones presentes en los mismos, es necesario el uso de voltajes altos para
un rapido y gran estiramiento, velocidades de flujo bajas para asi permitir la correcta'y completa
polarizacion del polimero, distancias lejanas al colector para permitir una correcta evaporacion
de solvente, para el caso el polimero evaluado superiores a 10 cm, y velocidades de rotacion
altas para un mayor estiramiento (de las fibras), superiores a 1000 rpm. Los andamios con
mejores didmetros asi como con un menor nimero de aberraciones, para las variables y
niveles evaluados, fueron correspondieron a los tratamientos a 0.06 ml/ h, 10 y 12 cm de
distancia entre punta y colector y 1000 a 3000 rpm.

Es posible obtener andamios viables y resistentes para CE y CTE, asi mismo cada fenotipo
celular presenta un diametro especifico de fibra, la cual influird directamente sobre su direccion

de crecimiento.
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