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INTRODUCCION

La enfermedad arterial periférica (EAP) es una entidad caracterizada por la oclusién
aterosclerotica de las extremidades inferiores y es uno de los retos mas grandes del
cirujano vascular, ya que, es un factor de riesgo mayor para la amputacion de
extremidades inferiores y un marcador potente de afectacion aterosclerética en otros
territorios vasculares y de complicaciones tanto cerebrovasculares como coronarias.’

Se desconoce su prevalencia mundial®2, pero se calcula que afecta a un 15-20% de los
sujetos mayores de 70 afos, si bien es probable que su prevalencia sea aun mayor si
analizamos a los sujetos asintomaticos. En México no existe un estudio adecuado de

la prevalencia e incidencia de esta enfermedad.

Los denominados factores de riesgo mayores son los que han sido determinados a
partir de grandes estudios epidemioldgicos y son concordantes con los factores de
riesgo para enfermedad cerebrovascular y cardiopatia isquémica. Algunos estudios han
confirmado que los factores de riesgo mayores (diabetes, hipertension, tabaquismo e
hiperlipemia) estan implicados en un 80-90% de las enfermedades cardiovasculares.?

Desde el punto de vista fisiopatoldgico, la isquemia de los miembros inferiores puede
clasificarse en funcional y critica. La isquemia funcional ocurre cuando el flujo
sanguineo es normal en reposo, pero insuficiente durante el ejercicio, manifestandose
clinicamente como claudicacion intermitente. La isquemia critica se produce cuando la
reduccion del flujo sanguineo ocasiona un déficit de perfusion en reposo y se define por
la presencia de dolor en reposo o lesiones tréficas en la extremidad.

Para el manejo de la enfermedad cardiovascular en general y especificamente la EAP
en muchas ocasiones se encuentra indicado el realizar reconstrucciones vasculares,
siendo el bypass con vena autéloga de eleccion* sin embargo hasta en el 30 % de los
pacientes no se encontrara disponibilidad de vena, o sera inadecuada por lo que existe

una necesidad crucial de alternativas a la vena y arteria para realizar reconstrucciones



vasculares, Asi mismo el uso de materiales sintéticos esta limitado por la frecuencia de
oclusiones de las proétesis de pequefio diametro. Una alternativa seria un biomaterial
disefiado por ingenieria de tejidos que se integrara al organismo y proveyera la
capacidad de realizar la reconstruccién vascular.

La ingeniera de tejidos ha sido utilizada con éxito para la produccion de tejidos y
organos in Vitro, mediante el cultivo y diferenciacion de células en conjunto con el uso
de biopolimeros como andamiajes y su aplicacion terapéutica en medicina
regenerativa, para el tratamiento de distintas enfermedades °°). La idea de reemplazar
organos danados o emplear constructos generados por ingenieria de tejidos, se basa
en la creacidon de sustitutos 3D cada vez mas complejos en los que ademas de lograr
replicar estructuralmente algun 6rgano o tejido, se busca replicar su funcionalidad,
siendo éste el objetivo principal de la ingenieria de tejidos "8. Actualmente ya se han
generado distintos modelos de 6rganos vy tejidos in Vitro, como hueso, cartilago, piel,
musculo y vasos sanguineos, empleando como matriz extracelular algunos 6rganos
descelularizados, hidrogeles e impresiones en 3D, los cuales puedan ser repoblados
con células, sin embargo, no se ha conseguido el éxito esperado, por distintos factores
como de compatibilidad e integridad del andamio®'2.

Debido a la creciente prevalencia de enfermedades cardiovasculares como la
arteroescleriosis, se ha puesto un especial interés en la generaciéon de sustitutos
vasculares, que puedan suplir la funcion de un vaso sanguineo '3'4. Diversos grupos
de trabajo se han enfocado en la busqueda de materiales que puedan suplir la funcion
vascular altamente compatibles que puedan proporcionar soporte y sean flexibles. Se
han desarrollado varias técnicas como de autoensamblaje, impresidn en platilla,
separacién de fases, hilado en himedo, electrohilado y su combinaciéns-18,

Andamios generados por electrohilado, pueden estar conformados por fibras con
diametros que varien en nanometros y micrometros, teniendo la capacidad de generar
andamios compuestos por nanofibras que varien de entre 50-500 nm de diametro,
asemejandose mucho a la matriz extracelular de forma natural 192, Algunos de los
polimeros mas empleados para la fabricacion de andamios por la técnica de
electrohilado son Poly (- caprolactona o PCL), poliuretano (PLT), polipropileno (PLP),



entre otros, los cuales se ha demostrado son biocompatibles, sin embargo, también se
han empleado polimeros naturales como seda, gelatina y elastina principalmente?!-23,
Se ha observado que la mezcla de varios polimeros puede proporcionar mayor
resistencia y durabilidad, que, empleando un solo tipo de polimero, siendo algunas de
las combinaciones mas empleadas a partir de gelatina/policaprolactona, polidioxano/
elastina, colageno/ elastina, entre otros 2426, Otros reportes han sugerido y realizado la
integracion de ceélulas al andamio tubulares con la finalidad de darle funcionalidad,
dichas células han sido células endoteliales humanas de cordon umbilical (HUVECs del
inglés “Human Umbilical Vein Endothelial Cells”), células de aorta bovina (BAEC del
inglés “Bovine Aorta Endothelial Cells”), y células endoteliales de cerebro de rata
(RCECs del inglés “Rat Cerebral Endothelial Cells”) principalmente 27-2°,

Aunque existen reportes recientes de la aplicacidén clinica en humanos, sélo se ha
logrado generar sustitutos vasculares de diametros mayores a 6 mm, con células de
musculo liso, células endoteliales y fibroblastos humanos, integradas, sin embargo,
actualmente no existe un reporte exitoso para la generacion de vasos sanguineos de
diametros pequefios, estables y fisioldgicamente funcionales *°.

Los andamios de nanofibras presentan caracteristicas utiles en la generacion de
tejidos: propiedades fisicas; diametros nanométricos; alta relacion superficie / volumen
cercana a la de los tejidos vivos; adhesion y crecimiento de las células vivas. Varios
polimeros biocompatibles basados en poli (acido lactico), poli (€-caprolactona), poli
(carbonato-uretano) y colageno se utilizan como andamios para la ingenieria de tejidos
debido a sus propiedades fisicoquimicas y bioldgicas, asi como la facilidad de
procesamiento.

Generar vasos sanguineos por ingenieria de tejidos ha sido todo un reto, de acuerdo a
la complejidad de este tipo de dérganos. El electrohilado resulta técnica muy util y
prometedora para la generacion de vasos sanguineos artificiales de acuerdo a que, nos
permite generar fibras de polimeros inorganicos bicompatibles, como la
policaprolactona, y polimeros naturales como el colageno y la gelatina, generando
fibras de diametros cercanos a los 50-500 nm semejantes a las que conforman de
manera natural la matriz extracelular, en los vasos sanguineos y que ademas permitan

integrar en su superficie células endoteliales y de musculo liso, para proveer de



funcionalidad al andamio. El objetivo de este protocolo es demostrar la factibilidad de
produccion in Vitro de vasos sanguineos por ingenieria de tejidos basado en el uso
nanofibras de proteinas naturales y biopolimeros. En este protocolo se pretende 1)
Estandarizar la generacion de sustitutos vasculares de diametro cercano a 1mm, por
electrohilado, empleando policaprolactona y gelatina como polimeros. 2) Integrar
células endoteliales y células de musculo liso en la superficie del andamio; 3) Generar
un modelo murino en el que se reemplace una porcion de arteria abdominal, por el
sustituto vascular antes y después de integrar células en su superficie.

A diferencia de otros protocolos reportados en revistas internacionales, éste protocolo

resulta ser innovador, puesto que se emplearan polimeros muy accesibles.

ANTECEDENTES

Enfermedades Cardiovasculares

La aterioescleroris es una de las enfermedades cardiovasculares de mayor prevalencia;
la cual se caracteriza por depodsitos de lipidos, colesterol, células inflamatorias y
elementos del tejido conectivo que se acumulan en la pared interior de una arteria. La
estructura mas temprana en la arterioescleroris, es la acumulacion sub-endotelial de
macrofagos y linfocitos T que forman una linea de grasa, que en conjunto con los
macroéfagos v lipidos extracelulares, forman un nucleo que esta rodeado por células del
musculo liso y matriz de colagena®'. Adicionalmente, una extra proliferacion de las
células del musculo liso da lugar a un incremento en la produccién de la matriz
extracelular y a la formacion de tejido con una cubierta fibrosa que se superpone a un
nucleo de lipidos y tejido necrotico, a lo cual se le conoce como placa de ateroma o
placa ateromatosa.

El crecimiento continuo de células de musculo liso en la placa de ateroma puede
bloquear el flujo sanguineo hacia las arterias debido a la disminucidn gradual del
espacio intraluminal. Aunado a ésto, la erosidn endotelial puede resultar en la
formacién de un coagulo sanguineo (trombo) en el sitio de ruptura de la placa de
ateroma (Figura 1a). Algunas partes de la placa ateromatosa llamada émbolo, también



se pueden romper y causar infarto al corazon, infarto cerebral y embolia pulmonar

debido a la oclusion total de un vaso sanguineo.

Tratamientos actuales para arteriosclerosis

La angioplastia es un método de tratamiento de invasion minima para liberar a los
vasos sanguineos estenoticos u ocluidos. Este tratamiento se basa en el uso de un
balén y posteriormente la posible colocacion de “stent” expandible (autoexpandible o
expandible por balén) que es un dispositivo de acero inoxidable de diferente disefo el
cual es introducido en las arterias enfermas con la ayuda de un catéter. Un vez
colocado el “stent” y el catéter en la arteria ateromatosa, el stent es expandido
(despliegue o expansion por balon) y la placa ateromatosa empujada contra la pared de
la arteria. El catéter es removido y el balon en caso de expansion por balon, dejando al
“stent” permanentemente en el sitio actuando como un andamiaje estabilizador de la

arteria (Figura 1b).

Placa Arteria
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Figura 1 a) Arteria con placa ateromatosa b) Tratamiento con stent

Sin embargo, la expansion del “stent” es un proceso agresivo y puede causar daino en
el tejido alrededor de la region del implante. El trauma de este tejido ha sido asociado
con trombosis, inflamacidn, proliferacion de la neointima y deposicion de matriz
extracelular e incluso ruptura del vaso enfermo®2. Se ha comprobado que la respuesta
al trauma es la cusa de la reestenosis intra-stent (reduccion del diametro intra-stent) en
un lapso de 3 a 6 meses en el 30% de pacientes sometidos a este tratamiento 3334, E|
principal mecanismo de la reestenosis intra-stent es la trombosis debido a dano de



tejido y a la presencia de superficies trombogénicas como el acero inoxidable. El
segundo mecanismo de importancia en reestenosis intra-stent es la proliferacion de la
neointima dentro del stent, debido a la migracion y proliferacién de células del tejido de
musculo liso aunado a la aumentada produccién de matriz extracelular.

Por otro lado, uno de los tratamientos quirurgicos en el caso de arterias que presentan
arterioesclerosis, sean coronarias o periféricas es la cirugia de bypass. En este caso
normalmente se utiliza la vena safena del mismo paciente como sustituto de la arteria
enferma (Figura 2). Este trasplante vascular autdlogo, se realiza para desviar el flujo
sanguineo alrededor de la obstruccion por arterioesclerosis; sin embargo, en 30% de
los pacientes, sobre todo de edad avanzada, con problemas renales y de diabetes
entre otros, es dificil obtener las venas con suficiente diametro o longitud para realizar
el bypass e incluso obtener venas sin cambios patologicos. En estos casos, asi como
en casos de arteriosclerosis progresiva en los que el uso de un stent no es factible y la
arteria tiene un dafno mayor o incluso aneurisma, se ha propuesto el uso de injertos
vasculares artificiales para reemplazar a las arterias. Sin embargo, se ha demostrado
que la aplicacion de materiales artificiales con pobre compatibilidad, induce una alta

ocurrencia de re-estenosis y trombosis.

Figura 2. Bypass femoro-popliteo con injerto de vena safena reversa.
(Foto adquirida de caso clinico tratado en el servicio de Angiologia y Cirugia Vascular
del Centro Médico Nacional 20 de Nov. )



Generacion de vasos sanguineos artificiales

Ha existido un progreso considerable en el area de ingeniera de tejido vascular, desde
que Weinberg y Bell reportaron en 1986 la construccion de un vaso sanguineo a partir
de colagena con cultivo de células endoteliales (CE) de la aorta de bovino, células de
musculo liso (CML) y fibroblastos®. A pesar de lo novedoso de esta metodologia, su
aplicacién in vivo no ha sido exitosa debido a que las caracteristicas fisicas -
mecanicas (i.e. resistencia a presién normal de flujo sanguineo) del vaso sanguineo
artificial fueron encontradas hasta 5 veces por debajo de las requeridas en una rata
usada como modelo para trasplante de estos injertos vasculares producidos in vitro. La
ingenieria de tejidos enfocada en el desarrollo de vasos sanguineos humanos ha
avanzado sustancialmente durante la década pasada, sin embargo aun es necesario
perfeccionar diferentes aspectos como cual es el biopolimero éptimo y cuales son las
mejores ceélulas a utilizar para el exitoso implante de arterias producidas in vitro.
Existen también otras limitantes que hacen aun mas complejo el desarrollo de vasos
sanguineos por ingenieria de tejidos (VSplT) como la diferencia en la vida promedio
que presenta las células de donadores adultos mayores comparada con las células de
donadores jovenes.

La ingeniera de tejidos es un area de investigacion cientifica que se ha desarrollado
rapidamente y requiere la combinacion de conocimientos en ciencias bioldgicas,
ingenieria y medicina. Esta nueva area de investigacion, ha sido utilizada con éxito
para la produccion de tejidos y 6rganos in vitro con aplicacion terapéutica en medicina
regenerativa®. El cultivo y diferenciacion de células en conjunto con el uso de
biopolimeros como andamiajes que dan soporte al crecimiento del tejido son partes
fundamentales de la ingenieria de tejidos; y la aplicacidon clinica de estos érganos o
tejidos producidos in vitro es conocida como medicina regenerativa®. Los polimeros
seleccionados como soporte son generalmente biodegradables, frecuentemente utilizan
compuestos que han sido aprobados para trasplantes humanos. Estos materiales
pueden ser modificados quimicamente para mejorar sus propiedades especificas de
adhesion celular lo cual hace mas eficiente el crecimiento y desarrollo del tejido in vitro.
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La aplicacién de ingeniera de tejido tiene un alto potencial para el desarrollo de
conductos vasculares trasplantables autologos o alogénicos. De acuerdo al registro en
USA, se realizan anualmente aproximadamente 1.4 millones de procedimientos
quirurgicos en los que se requieren injertos protésicos arteriales. La mayoria de las
prétesis requeridas son de diametros menores a 6 mm, para los cuales los materiales
sintéticos no son generalmente utiles. Se ha propuesto el uso de arterias y venas
autologas, sin embargo no todos los pacientes poseen disponibilidad de las mismas
para derivaciones arteriales y re-vascularizacion por cirugia. Por otro lado, se ha
demostrado que el uso de la mayoria de los materiales sintéticos no ha sido exitoso en
la formacion e injerto de arterias de diametros pequefios, por lo que la creacion de un
vaso sanguineo substituto es un objetivo importante a obtener en ingenieria de
tejidos®’. La generacion de un vaso sanguineo que sea bioldgica y funcionalmente
comparable con los vasos sanguineos originales es un enorme reto; aunado a ésto, se
debe considerar la edad y la diferencia de especies entre donador y receptor en el caso
de trasplantes alogénicos. En la clinica, los pacientes con necesidades de trasplantes
de vasos sanguineos son generalmente adultos mayores que presentan cuadros de
enfermedad cardiovascular, esto podria limitar la viabilidad y funcionalidad de las

células de su sistema vascular'2:38.

Materiales sintéticos como sustitutos de vasos sanguineos

Diversos grupos cientificos alrededor del mundo, se han enfocado en la busqueda de
materiales para injerto vascular altamente compatibles que puedan proporcionar
soporte y sean flexibles. Hasta ahora, la mayoria de los materiales propuestos estan
hechos de polimeros como: politetrafluoroetiieno expandido (ePTFE), polietilen
tereftalato o poliester (PET, Dacron®) y poliuretano (PU)*°. A pesar de que estos
materiales tienen excelentes propiedades mecanicas y fisicas, fueron originalmente
disefiados para aplicaciones industriales y después fueron utilizadas en aplicaciones
biomédicas*’. Todos esos materiales se caracterizan por mayor o menor hemo-
incompatibilidad, sin embargo, si estos materiales ya implantados entran en contacto
con la sangre humana, el cuerpo produce una respuesta mayor de la activacion de los

mecanismos de defensa humoral y celular contra el material identificado como un
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invasor disparando de este modo diferentes cascadas del sistema hemostatico*'. Se ha
demostrado que injertos vasculares artificiales con un diametro mayor a los 6 mm como
los usados en posicién aortica o iliaca pueden permanecer sin endotelio*? y mantener
permeabilidad por al menos 10 afios debido al suficiente volumen de flujo sanguineo 4*-
47, Sin embargo existe una reaccion hidrolitica en medio acuoso de los polimeros
mencionados (i.e. poliéster) que degrada lentamente al injerto resultando en ruptura del

vaso artificial como se muestra en el ejemplo de la Figura 3.

1.0 kV

Figura 3. Injerto vascular de 13 afios mostrando fractura en el centro de una vena iliaca

artificial de poliéster (tomada de Riepe et al., 1997).

A pesar de los alentadores resultados en estudios clinicos a largo plazo utilizando
materiales sintéticos como sustitutos de venas de diametro relativamente mayor, la
situacion es completamente distinta cuando se analiza regiones mas pequenas del
sistema vascular como las coronarias o las arterias periféricas (i.e. arterias tibiales) en
donde el diametro interno necesita ser menor de 5 mm. En este caso, principalmente la
insuficiente hemo-compatibilidad de las superficies del injerto estan asociadas con altas

frecuencias de oclusion, rechazo y trombosis*2.

Uso de electrospinning para generacion de matrices tridimensionales

Una de los principales objetivos de la ingenieria de tejidos, es el desarrollo de
andamiajes o matrices tridimensionales para soportar la proliferacién y el crecimiento
celular dentro del mismo andamiaje. La meta es generar neo-tejidos in vitro que se

puedan transplantar en humanos y lleven acabo las mismas funciones fisiolégicas que
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su contraparte original; para lograr lo anterior, la generacién de andamiajes debe ser
especifica y mimética biolégicamente en cuanto a estructura tridimensional. El
andamiaje ideal debe satisfacer un numero de requerimientos como: a) Niveles y
tamanos apropiados de porosidad que permita la migracion celular, b) suficiente area
superficial y variedad de superficies quimicas que aumenten la adhesion, el
crecimiento, la migracion y la diferenciacion celular y c) que el andamiaje tenga una
velocidad de biodegradacion similar a la velocidad de regeneracion del tejido natural
deseado®.

Se han desarrollado un amplio numero de matrices como soporte en ingenieria de
tejidos, algunas de esas matrices sintéticas han demostrado potencial clinico,
recientemente se ha retomado la produccion de fibras microscopicas de diferentes
biopolimeros generadas por la metodologia de “electrospining™®. El uso de estas fibras
como andamiaje, ha demostrado poseer caracteristicas fisicas como permeabilidad
muy similares a las matrices celulares naturales. La complejidad de las matrices
producidas por el método de electrospining les confiere ventajas muy significativas
sobre otras técnicas, sin embargo aun es necesario realizar modificaciones a esta
metodologia antes de que estas matrices sean aplicadas in vivo, primero en animales
modelo (ratas y cerdos) y posteriormente para pruebas clinicas en humanos. Las
matrices producidas por la metodologia de electrospining pueden tener fibras con
diametros de micras o nandmetros dependiendo de los requerimientos. La mezcla de
materiales sintéticos y naturales puede ser utilizada para eliminar complicaciones de
respuesta inmune - rechazo o de transmision de enfermedades por donador.

La técnica de electrospinning esta basada en la aplicacion de una fuerza electrostatica
para generar la formacion de nanofibras, estas fibras pueden ser colectadas en una
superficie plana o de alguna otra geometria deseada® para formar un andamiaje
especifico (Figura 4). Esta metodologia permite modular la superficie topografica de las
fibras individuales y/o la superficie topografica total del andamiaje.

13



Cono Taylor

Colector

/Bomba para jeringa

Figura 4. Representacion grafica de electrospinning. La suspension del polimero o
mezcla de polimero - proteina es liberada a una velocidad constante proporcionada por
una bomba de jeringa. El aparato de alto voltaje (corriente directa) proporciona
direccién y forma a las nanofibras. (Adaptado de Sill y Recum 2008).

Uno de los polimeros mas utilizados para aplicaciones clinicas es la policaprolactona
(PCL), ya que es un poliéster biodegradable por hidrdlisis de sus uniones éster en
condiciones fisiolégicas. La PCL puede ser preparada utilizando catalizadores
anionicos o catiénicos para abrir el anillo e-caprolactona y formar el polimero (Figura 5).

o Catalizador 0
Il
G< r {-O-C-CH2-CH2-CH2-CH2-CH2-]
n
g-caprolactona Policaprolactona

Figura 5. Polimerizacion de e-caprolactona a policaprolactona

La alta solubilidad de PCL, su bajo punto de fusion (alrededor de 60°C) y sus
caracteristicas de compatibilidad asi como sus propiedades mecanicas, su facilidad de
produccion, de moldeamiento para formacidon de diferentes configuraciones
geomeétricas, su facil biodegradacion e incluso la modulacién de tamafo de poro que
permite el crecimiento de tejido, han estimulado el uso de este polimero en
investigaciones biomédicas incluyendo nano-esferas, nanofibras, fibras textiles
cruzadas, y diversas geometrias moduladas con pulsos laser %3-%. Adicionalmente, se

pueden agregar diversos grupos funcionales a PCL con el fin de aumentar sus
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caracteristicas de adhesion, hidrofilicas o biocompatibles. La fibrina es una proteina
fibrilar que se encuentra en la sangre en forma inactiva y tiene la capacidad de formar
redes tridimensionales y agregados formando un coagulo blando. Esta proteina ha sido
utilizada como matriz extracelular para aumentar la adhesion de las células en cultivo y
como soporte en algunos intentos de producir vasos sanguineos in vitro con resultados
alentadores en la adhesion y proliferacion celular pero con resultados negativos en
caracteristicas mecanicas y de difusién cuando se ha utilizado como Unico soporte®’.
En similar forma al colageno, con la fibrina se pueden obtener altos indices de
eficiencia de cultivo y de distribucion homogénea de las células en cultivo; la fibrina
también estimula a la sintesis de colageno y elastina y ha mejorado las propiedades
mecanicas de matrices tridimensionales utilizados en aplicaciones cardiovasculares 5%
60, La fibrina se puede obtener de fibrindgeno autdlogo o alogénico y su biodegradacion
puede ser controlada por la adiciéon de inhibidores fibrinoliticos como el acido amino

caproico®.

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La ateroesclerosis es una de las enfermedades cardiovasculares de mayor prevalecia;
la cual se caracteriza por depodsitos de lipidos, colesterol, células inflamatorias y
elementos del tejido conectivo que se acumulan en la pared interior de una arteria
provocando una oclusién total o parcial de la misma. Uno de los tratamientos para la
estenosis y/u oclusién de las arterias del organismo, es el bypass utilizando venas
autologas (por ejemplo la vena safena), sin embargo no todos los pacientes poseen
disponibilidad de las mismas para re-vascularizacion por cirugia, mientras que el uso
de venas alogénicas es muy limitado debido al reducido numero de donadores. De
acuerdo a registros, tan solo en los Estados Unidos de Norteameérica, se realizan
anualmente 1.4 millones de procedimientos quirurgicos en los que se requieren protesis
arteriales, por lo que es importante contar con vasos sanguineos artificiales disponibles
que presenten caracteristicas mecanicas y fisiologicas similares a los vasos

sanguineos naturales.
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JUSTIFICACION

Las enfermedades cardiovasculares son las primeras causas de muerte a nivel mundial
e incluyen desordenes como infarto al miocardio y enfermedad arterial periférica que
afectan al corazon y al sistema arterial, respectivamente. En el 2005, se estimo6 que 17
millones de personas murieron por enfermedades cardiovasculares, de las cuales 7.6
millones fueron secundarios a infartos del corazén y 5.7 millones a infarto cerebral
(www.who.int). Las enfermedades cardiovasculares son una de las principales causas
de incapacidad y su impacto econdmico es altisimo. Tan solo en Estados Unidos de
Norte América (USA) se ha estimado que el costo anual es de $449 mil millones de
ddlares®?. Existe una evidente necesidad clinica de injertos vasculares de didmetros
pequefios para su uso en medicina regenerativa a nivel mundial. Actualmente existen
injertos vasculares sintéticos para vasos sanguineos de diametro relativamente
mayores, sin embargo aun presentan dificultades como un limitado tiempo de vida asi
como también inmuno respuesta y rechazo en caso de entrar en contacto con el
torrente sanguineo. Recientemente se describid el resultado de una prueba clinica en
humanos utilizando un vaso sanguineo artificial de diametro mayor a 6 mm formado de
células de musculo liso, células endoteliales y fibroblastos humanos®. Sin embargo, a
la fecha no hay un reporte exitoso para la generacién de vasos sanguineos de
diametros pequefios, estables y fisiologicamente funcionales, de tal manera que es una
necesidad abordar lo anterior; por lo que proponemos este protocolo para la produccion
in vitro de vasos sanguineos de 2 mm de diametro con propiedades fisioldgicas, fisicas
y mecanicas similares a vasos sanguineos nativos de una rata usada como modelo de
estudio. Se utilizara la rata ya que es el modelo universal de estudios in vivo. La
generacion in vitro de estos vasos sanguineos esta basada en el uso de una matriz
compuesta de nanofibras de un biopolimero biodegradable (policaprolactona) y de una
proteina natural (fibrina) coadyuvante en la proliferacién celular y la generacion de
matriz extracelular (principalmente colageno), garantizando que los vasos sanguineos

generados en este protocolo seran potencialmente aplicable en trasplantes autélogos.
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HIPOTESIS

Un vaso sanguineo artificial, producido mediante el uso de una matriz compuesta de

nanofibras de policaprolactona vy fibrina, sera estructural y funcionalmente similar a un

vaso sanguineo natural en condiciones in vitro e in vivo.

OBJETIVO GENERAL
Demostrar la factibilidad de produccion in vitro de vasos sanguineos por ingenieria de

tejidos basado en el uso nanofibras de proteinas naturales y biopolimeros.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.

Disefar y producir una estructura tubular estable de fibrina y policaprolactona
para ser utilizada como andamiaje en la generacién de vasos sanguineos in
vitro.

Modular el diametro de las fibras nanométricas de cada uno de los componentes
del andamiaje y determinar su influencia en las caracteristicas fisicas vy
mecanicas finales del andamiaje.

Implantar el vaso sanguineo artificial en un grupo de ratas Wistar como modelo
de estudio. Realizar evaluacién a las 4, 6 y 8 semanas.

Evalular la biocompatibilidad y degradacién del andamio vascular, implantado en
las ratas, a las 4, 6 y 8 semanas.

Evalular la permeabilidad del andamio vascular, implantado en las ratas, alas 4,6

y 8 semanas.

METODOLOGIA

Criterios de inclusion.

Ratas Wistar de variedad, peso y sexo indicado con certificado de salud

Criterios de exclusion.

Ratas que presenten hematomas o infecciones.
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Criterios de eliminacion.
Ratas que mueran ante de la fecha establecida para la finalizacion del estudio post
trasplante.

Tamaino de muestra para analisis de vasos sanguineos artificiales

Se utilizaron tres vasos sanguineos artificiales producidos in Vitro por electrohilado los
vasos sanguineos fueron realizados mediante un método estandarizado en el

laboratorio de medicina regenerativa, para la generacion de nanofibras estables.

Tamaino de muestra para evaluacion de bio-funcionalidad in Vivo de lo vasos

sanguineos artificiales

Se llevé a cabo un estudio trasversal, prospectivo y comparativo, utilizando 3 ratas
Wistar machos de peso estimado entre 250 — 300 g, manejadas siguiendo los
lineamientos de la Norma Oficial Mexicana: NOM-062-Z00-1999, la cual refiere a las
especificaciones técnicas para la produccion, cuidado y uso de los animales de
laboratorio. Se alojaron en la Unidad de Transito de Bioldgicos del Centro Médico
Nacional 20 de Noviembre del ISSSTE, con una temperatura de 21°C, humedad
relativa entre 40 -60% y 12:12 horas luz—oscuridad. Para su anestesia se uso dietiléter
y durante el post operatorio, se les administr6 Metamizol Sédico como analgésico y
Ampicilina como antibiético. Al final del proyecto se sacrificaron por medio de
sobredosis de pentobarbital (60 mg/kg) via intraperitoneal.

A éste grupo de 3 ratas se les coloco el andamiaje tubular de nanofibras sustituyendo a
un segmento de 8 mm aproximadamente de aorta infrarrenal abdominal, en distintos
tiempos. La primer rata permanecio por 2 meses, hasta su eutanasia, asi mismo la

segunda por 1 mes y la ultima por 1 mes 7.

Para optimizacion de derivacion de producciéon de vasos sanguineos artificiales:
Se empledé un equipamiento que permitio por electrohilado generar nanofribras
modulando la dispersion de la mezcla de polimero — proteina, controlando el tiempo de
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electrohilado y el voltaje principalmente, para lograr producir un sustituto vascular de 1
mm de diametro aproximadamente.

Para el implante en ratas como modelo de estudio:

Se emplearon ratas de la cepa Wistar, para evaluar la biocompatibilidad, resistencia,
biodegradacion y funcionalidad del sustituto vascular, antes de cultivar las células
endoteliales y de musculo liso en su superficie, para este fin se realizd una

anastomosis de la aorta abdominal.

Universo de trabajo:
Sustitutos vasculares de Fibrina/ Policaprolactona, generados por electrohilado y ratas
de la cepa Wistar en las que se integroé e injertd el andamio.

Tiempo de ejecucion:

24 meses divididos en 2 etapas de 12 meses cada una:

ETAPA 1: Se lIdentificé las condiciones adecuadas para la generacion del sustituto
vascular por electrohilado.

ETAPA 2: Evaluacion de la biocompatibilidad, resistencia, biodegradacion vy
funcionalidad del sustituto vascular realizando una anastomosis de la aorta abdominal

en ratas Wistar.

Definicion del grupo control:
Grupo Control Negativo: A un grupo de 3 ratas se les coloco el andamiaje tubular de
nanofibras sustituyendo a un segmento de 8 mm aproximadamente de aorta infrarrenal

abdominal.

Técnica.

Fabricacion del andamiaje tubular para vasos sanguineos artificiales

Los andamiajes vasculares fueron fabricados por el método de electrospinning
utilizando una proporcion 1:1 (peso/peso) del polimero policaprolactona (Lactel
Absorbable polymers, Pelham AL, USA) vy fibrina (F5386-1G, Sigma-Aldrich, St Louis,
MO, USA) disueltos en 1,1,1,3,3,3-hexafluro-2-propanolol (99%) (HFP, Sigma-Aldrich,
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St Louis, MO, USA). El equipo de electrospinning incluyd una bomba de jeringa, un
equipo suministrador de alto voltaje y una base colectora-rotatoria para colectar las
fibras (Equipo de NaBond, Honk Kong). La solucion de PCL/fibrina fue liberada con una
jeringa por medio del uso de una bomba de jeringa a un flujo constante de entre 1y 2
mL/h. La base colectora fue de acero inoxidable de 2 mm de diametro, 10 cm de
longitud y fue colocada en una base rotatoria. La velocidad de rotacion de la base
colectora fue investigada entre 700 — 1000 rpm. La distancia entre la jeringa y la base
rotatoria fue de 10 cm y el voltaje fue modulado alrededor de 20 kV para poder colectar
las nanofibras en la base rotatoria hasta lograr un andamiaje tubular de 2 mm de
espesor. Los valores de velocidad de flujo de la bomba de jeringa y la velocidad
rotatoria del colector se propusieron de acuerdo a valores utilizados en protocolos de
investigacién similares reportados en la literatura®*. Se seleccionaron las velocidades
que resultaron en una conformacion optima y homogénea en el alineamiento de las
nanofibras de fibrina y policaprolactona. Una vez que los andamiajes estuvieron
terminados, estos fueron expuestos al vapor de una solucion de 2.5% de glutaraldeido
durante 6 horas para garantizar mayor adherencia de las nanofibras, asi como
aumentar la estabilidad y dureza del andamiaje. Dos andamios se esterilizaron manera
quimica en PBS + antibidtico al 4% + mertiolate® blanco y un andamio ademas se

esterilizd en gas con éxido de etileno.

Trasplante de Vasos sanguineos artificiales en rata para evaluar bio-funcionalidad in
Vivo

Los vasos sanguineos artificiales basados en el uso de un andamiaje de nanofibras de
policaprolactona y fibrina revestidos de célula de musculo liso y de células endoteliales
se trasplantaron en ratas como modelo de estudio de funcionalidad in Vivo. Los vasos
artificiales se trasplantaron en ratas Wistar macho de entre 250 y 300 g de peso bajo
anestesia general, siguiendo los lineamientos de la Norma Oficial Mexicana: NOM-062-
Z00-1999, la cual refiere a las especificaciones técnicas para la produccion, cuidado y
uso de los animales de laboratorio. Utilizando técnicas de microcirugia estandar, se
realizaré una laparotomia media localizando y disecando la aorta infrarenal abdominal,

de donde un segmento de 8 mm fue seccionado. Con el propdsito de evaluar la bio-
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funcionalidad de los vasos sanguineos artificiales, fue necesario trabajar con varios
grupos de rata disefiados de la siguiente forma: a) en un grupo de 3 ratas se coloco el
andamiaje tubular de nanofibras sustituyendo al segmento de 8 mm de aorta infrarenal
abdominal (control negativo), en otro grupo de 3 ratas se colocd un vaso sanguineo
artificial (grupo experimental), en otro grupo de 3 ratas se diseco la aorta infrarenal
abdominal y se colocé en forma invertida (grupo control), se utilizdé un grupo de 3 ratas
sin microcirugia ni injerto como grupo control positivo. Se evaluo la medicion en tiempo
real de flujo sanguineo por la técnica arteriografia a las 4 semanas en cada una de las
ratas. En la cuarta semana, las ratas del grupo en el que se injertaron los vasos
sanguineos artificiales fueron sacrificadas para realizar analisis immunocitoquimico de
los injertos artificiales con la finalidad de evaluar cambios morfolégicos y en el fenotipo

celular.

Técnica de Laparotomia exploratoria, anastomosis vascular e implantacion del andamio
vascular en aorta abdominal en modelo murino:
Se realizdé una modificacion a la técnica previamente descrita por Padilla - Sanchez y
cols en 1987%, la cual consistia en una anastomosis termino-terminal en aorta nativa
de la rata, siendo en esta ocasion una anastomosis aorta-andamio-aorta término
terminal.
e Bajo sedoanalgesia con dietiléter, asepsia y antisepsia con jabon quirurgico.
Tricotomia abdominal, colocacién de campos estériles.
e Se colocd andamio vascular en solucidn fisiolégica mas Mertiolate® blanco
(50/50 v/v).
e Se realizd laparotomia exploratoria a la rata, iniciando con una incision
xifopubica en linea media, posteriormente se diseca por planos.
e Se eviscero e hidrato retroperitoneo con solucion fisiologica.
e Se procedid a realizar diseccidon de la aorta abdominal en su porcion infrarrenal,
separacion de la vena cava y colocacion de referencias vasculares con seda
libre 4-0 proximal y distal a nivel infrarrenal y bifurcacion adrtica

respectivamente.
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Se colocé microclamp aortico, se realizd seccion de 8 mm de la aorta y se
procedié a preparar andamio vascular, retirando la solucién previa e irrigando
con solucién heparinizada (4 mis de solucion fisiolégica con 1 ml de heparina
calcica de 1000 Ul por ml).

Se realiz6 anastomosis proximal de cara anterior de la aorta nativa al injerto
vascular con Prolene® vascular 10-0, iniciando por los bordes y posteriormente
el centro, se continu6 con anastomosis distal del injerto vascular a la cara
anterior de la aorta distal con Prolene® vascular 10-0 iniciando con los postes y
finalmente la parte cental.

Se gird la aorta en bloque junto con el microclamp vascular, se aproximaron los
bordes y se realizé anastomosis proximal en cara posterior de la aorta nativa al
injerto vascular con Prolene® vascular 10-0, iniciando por los bordes vy
posteriormente el centro, se continué con anastomosis distal del injerto vascular
a la cara posterior de la aorta distal con Prolene® vascular 10-0 en el mismo
sentido.

Se corrobord6 hemostasia durante 7 minutos con compresion através de un
hisopo.

Finalmente se colocaron visceras en su lugar y se procedi6 al cierre por planos.

Se aplicé analgésico (Metamizol Sddico) y antibidtico ( Ampicilina).
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Figura 7: Anastomosis aorta — andamio - aorta en Rata 1.
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Figura 9: anastomosis aorta — andamio - aorta en Rata 2.
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Figura 11: Anastomosis aorta — andamio - aorta en Rata 3.

Técnica de arteriografia, sacrificio y toma de muestras:
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Se realizaré una modificacion a la técnica previamente descrita por Padilla - Sanchez y

cols en 2014%, la cual consistia en una técnica para evaluar neovascularizacion o

angiogénesis experimental en la extremidad de la rata.

Se realizé laparotomia en linea media abdominal con extensién hacia torax, se
disecd la aorta toracica y la aorta abdominal y se colocaron 2 riendas a nivel de
aorta toracica.

Se anudd la rienda superior y se realizo arteriotomia.

Por medio de una jeringa con aguja 21G se heparinizo la rata de forma sistémica
con 20 mL de solucion salina 'y 0.2 mL de heparina 1:100.

Se introdujo un catéter de polietileno calibre 0.060 previamente adelgazado con
calor desde aorta toracica hacia aorta abdominal y se anudé la rienda inferior
para evitar que el catéter se mueva o salga. Asimismo, se unieron las ligaduras
superior e inferior.

Se llevo a la rata a sala de fluoroscopia y se procedio a realizar inyeccion de 10
mls de medio de contraste através de cateter de polietileno. Se realizé
arteriografia.

Posteriormente se sacrificO la rata con sobredosis de pentobarbital
intraabdominal.

Finalmente se procedié a toma de muestras tanto del andamio vascular, como

aorta toracica, aorta suprarrenal e iliaca izquierda.

Técnica de procesamiento de muestras:

Posterior a la obtencion de las muestras, se procede a su transporte.

Una vez colocado cada una de las muestras en PBS antibiético-antimicético 1%
se transporta en una hielera en frio y se lleva al laboratorio de medicina
regenerativa e ingenieria de tejidos.

Se lava dos veces en PBS y se almacena en PBS antibiético-antimicético al 1%
a - 20 °C hasta procesar las muestras.

Posterior al lavado, las muestras se descongelaron a temperatura ambiente y se

procedi6 a la inclusién de las muestras en parafina.
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e Lo primero que se realiz6 fue la deshidratacién del tejido para lo cual se necesito
hacer los cortes transversal y longitudinal de acuerdo a la muestra.

e Se deposito el cassete en 3ml de SAFEFIX por 10 min.

e Posterior a esto se procedio a colocar cada tejido en un cassette de inclusion y
depositarlo en un frasco de etanol al 50% toda la noche .

¢ El tejido fue cambiado a alcohol al 70%, 80%, 90% y 100% en agitacion por 30
min.

o Después el tejido se colocd en una solucion Xileno-Alcohol 1:1 por 30 min en
agitacion.

¢ El tejido fue cambiado a una solucion Xileno-Parafina 1:1 por 30 min a 60°C

e Posteriormente se cambié a una solucion Xileno 100% por 10 min a 60°C

¢ El tejido fue cambiado nuevamente a solucion Xileno-Parafina 1:1 por 30 min a
60°C

¢ Finalmente se paso a una solucién de parafina al 100% por 2 horas a 60°C

Posterior a la inclusién en parafina, se procedié a realizar los cortes de los tejidos en

microtomo, para proceder a las pruebas inmunohistoquimicas.

Figura 12: Deshidratacion del Tejido en las muestras tomadas de R1.
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Figura 14: Corte de los tejidos de las muestras tomadas de R1 ya incluidos en parafina.

Técnica de inmunohistoquimica:

Para la tincién por Hematoxilina y eosina, se siguio el siguiente procedimiento:

Xilol por 3 minutos para desparafinar.
Hidratacion en bafos decreciente de alcohol:
Alcohol absoluto 100% por 3 minutos
Alcohol absoluto 100% por 3 minutos
Alcohol al 95% por 3 minutos

Alcohol al 95% por 3 minutos

Alcohol al 70 % por 3 minutos

Agua corriente por 5 minutos

Agua destilada (2 banos) por 1 minuto (cada uno)
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e Sumergir en hematoxilina a luminica de Harris por 5 minutos

e Dos lavados de 1 minuto con agua destilada

¢ Diferenciar usando alcohol acido y lavar con agua corriente por 2 minutos

e Virar empleando bicarbonato de sodio al 2%, lavando en agua corriente por 5
minutos y dos bafios de agua destilada por 1 minuto cada uno.

e Sumergir en éste punto eosina durante 5 minutos.

e Deshidratar en bafios decrecientes de:

e Alcohol al 70% por 1 minutos

e Alcohol al 95% por 1 minutos

e Alcohol al 95 % por 1 minutos

e Alcohol absoluto 100% por 1 minutos

e Alcohol absoluto 100% por 2 minutos

e La aclaracion se realizé empleando xilol por 1 minuto y después por 2 minutos

e El montaje se realiz6 empleando una resina sintética, para sellar el tejido tefiido

con el cubreobjetos.

Analisis de inmunohistoquimica
El analisis del tejido se realiz6 empleando un microscopio 6ptico, para identificar la
presencia o ausencia de células, como prueba de la biocompatibilidad del tejido.

ANALISIS ESTADISTICO
No fue necesario realizar un analisis estadistico, debido a que los resultados obtenidos

son netamente cualitativos.

ASPECTOS ETICOS

Este protocolo de investigacion estuvo disefado para animales de laboratorio, por lo
que no involucra riesgos ni peligros para el paciente. Las ratas Wistar machos de peso
estimado entre 250 — 300 gramos fueron manejadas siguiendo los lineamientos de la
Norma Oficial Mexicana: NOM-062-Z00-1999, la cual se refiere a las especificaciones

técnicas para la produccion, cuidado y uso de los animales de laboratorio.
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CONSIDERACIONES DE BIOSEGURIDAD
Se tomaron en cuenta las siguientes consideraciones de bioseguridad:
1. Lavado de manos antes y después de cada procedimiento.
Ventilacion e iluminacion adecuada de ambientes.
Uso de guantes, mascarillas, batas y lentes protectores.
Desinfeccion y esterilizacion de instrumental.
Manejo apropiado de material punzo cortante.
Limpieza y descontaminacion de ambientes, muebles e implementos utilizados.

Manejo y eliminacién segura de los desechos quimicos y biologicos.

©® N o o bk~ w D

Prevencion y atencion de accidentes ocupacionales.

El presente trabajo se realizO con animales de experimentacién y todos los
procedimientos se realizaron bajo las disposiciones contenidas en la Norma Oficial
Mexicana NOM-062-Z00-1999 y La Ley General de Salud.

La investigacion se consideré de riesgo minimo. En la fase experimental los
animales fueron manipulados por personal con experiencia en el area, manteniendo
medidas de seguridad respecto al manejo de animales y uso de sustancias para la
anestesia.  El investigador principal pudo suspender y modificar el curso la
investigacion al advertir algun riesgo o dafio adicional en los animales de
experimentacion.

Para la proteccion del personal durante el trabajo con animales de laboratorio, fue
necesario utilizar equipo de proteccion para la salud personal.

Por las caracteristicas propias del quir6fano, esta debié ser un area en donde la
presencia de contaminacion fuera minima, se tomaron medidas de bioseguridad dentro
y fuera del quir6fano, asi como en las areas de mantenimiento de los biolégicos, para
proteccion de los investigadores segun las Normas Oficiales. Los procedimientos
experimentales descritos en este protocolo involucraron el manejo de muestras
bioldgicas; por lo que las medidas de bioseguridad generales incluyeron el uso de
barreras fisicas tales como bata de laboratorio, guantes de nitrilo, uso de gabinetes de
seguridad biologica durante el manejo y disposicion de muestras biolégicas. Los

materiales plasticos que tuvieron contacto con las muestras biolégicas, asi como
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objetos punzo cortantes y residuos biolégicos fueron manejados hasta su disposicion
final de acuerdo a lo que indica la NOM-087-ECOL-SSA1-2002; que refiere a la norma
para clasificacion y especificaciones de manejo de residuos peligrosos bioldgico
infecciosos. El animal sacrificado fue recogido por personal de la compania que realiza

la venta del mismo, para su posterior incineracion en sus instalaciones.

RESULTADOS

Se realizaron 3 andamios vasculares de policaprolactona con fibrina, todos con dos
capas. Para la realizacion del polimero se procedié primero a tomar 14 mils de HFP y 6
mls de acido acético, posteriormente se prepararon 2 concentraciones de
policaprolactona / fibrina al 5% y 10%, colocando en un tubo falcon 500 mgs de
policaprolactona con 500 mgs de fibrina y en otro tubo falcon 250 mgs de
policaprolactona con 250 mg de fibrina, finalmente cada tubo se llevé a 10 mls con la
solucion preparada de HFP + acido acético, se protegieron ambos tubos con aluminio y

se dejaron durante la noche en agitador.

Figura 15: Agitador con ambos tubos falcon protegidos por aluminio.

Una vez obtenido el polimero se realizé el andamio en la maquina de electrohilado. La

primera capa se realizd con los siguientes parametros: polimero 5%, revoluciones
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2,500 rpm, voltaje 25 kV, distancia de 10 cms, flujo de 0.1 ml/hr, durante un tiempo de
20 minutos.
La segunda capa se realizé con parametros de polimero 10%, revoluciones 1,500 rpm,

voltaje 21 kV, distancia de 8 cms, flujo de 0.2 ml/hr, durante un tiempo de 30 minutos.

Figura 16: Equipamiento de Electrohilado.

Dos andamios se esterilizaron Unicamente de manera quimica en PBS + antibiotico al
4% + mertiolate® blanco y un andamio (R3) ademas se esterilizé através de una pipeta
de pasteur en gas con oxido de etileno.

Se procedié a realizar la laparotomia exploratoria, anastomosis e implantacion del
andamio vascular en la aorta abdominal de 3 ratas (R1,R2 y R3) de acuerdo a la
técnica descrita previamente en metodologia. El tiempo quirdrgico promedio fue de 45
minutos (60 minutos para R1, 45 minutos para R2 y 30 minutos para R3). Se observo
que la medida del andamio en promedio fue de 2.3 mms de diametro por 7 mms de
largo ( R1: 3x6mm, R2: 2x7mm y R3: 2x8mm) .
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Figura 17: Medidas del andamio anastomosado en R2.

Se observé tranquirdrgicamente que el andamio esterilizado en gas con Oxido de
etileno (R3) tenia mejor consistencia, con mejor compliancia y distensibilidad. Fue mas
facil su manejo transoperatorio comparado con los otros dos andamios esterilizados
unicamente de manera quimica.

Se realizo vigilancia durante 2 meses a R1 y durante 1 mes a R2 y R3. Los primeros 3
dias se les aplicd analgesia posquirurgica a todos a base de Metamizol Sddico y
antibioticoterapia a base de Ampicilina.

Concluido el tiempo de vigilancia, se procedid a realizar la arteriografia de control mas
sacrificio de los modelos y toma de muestras para inmunocitoquimico de acuerdo a la
técnica descrita en metodologia.

Al momento de realizar la laparotomia exploratoria abdominal con extension a térax en
R1, habiendo pasado 2 meses desde el momento del implante, se observo
degeneracion aneurismatica del andamio vascular, con ausencia de flujo arterial distal
a la anastomosis andamio-aorta nativa, por lo que se procedié a la arteriografia de
acuerdo a la técnica descrita previamente corroborando la presencia del aneurisma
infrarrenal y ausencia de paso de medio de contraste hacia arterias iliacas. Posterior al
procedimiento endovascular, se sacrificé el modelo y se transportaron las muestras
tanto del andamio vascular como de la aorta suprarrenal, téracia e iliaca izquierda al

laboratorio de medicina regenerativa e ingenieria de tejidos para su procesamiento,
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deshidratacion, inclusion en parafina y cortes inmunohistoquimicos de acuerdo a lo

descrito previamente en metodologia.

Figura 18: Degeneracion aneurismatica del andamio en modelo R1 observada durante
la laparotomia exploratoria con extension a térax.

SUSTRACCION

Figura 19: Arteriografia del modelo R1, donde se observa degeneracion aneurismatica
y ausencia del paso de medio de contraste hacia arterias iliacas.
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Figura 20: Toma de muestra del andamio aneurismatico, previo a su envio al
laboratorio de medicina regenerativa e ingenieria de tejidos para su procesamiento
inmunohistoquimico.

Se realiz6 laparotomia exploratoria abdominal con extension a térax en los modelos R2
y R3 al mes de seguimiento posquirurgico de acuerdo a la técnica descrita
previamente, observando en ambos modelos integridad del andamio, sin degeneracion
aneurismatica y con flujo presente posterior a la anastomosis distal andamio - aorta

nativa.
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Figura 21: Andamio en modelo R2 integro y permeable observado durante la
laparotomia exploratoria abdominal con extensién a toérax.

Figura 22: Andamio en modelo R3 integro y permeable observado durante la

laparotomia exploratoria abdominal con extension a torax

Posterior a la laparotomia exploratoria, se realiz6 arteriografia de control en ambos
modelos murinos de acuerdo a la téncnica en metodologia, pero, con una modificacion

transquirdrgica que consistid en puncion directa con aguja de insulina e infusion del
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medio de contraste en aorta abdominal corroborando adecuado paso de medio de
contraste através del andamio vascular y hacia distal, sin datos de fuga, sin

pseudoaneurisma ni degeneracion aneurismatica.

Figura 23: Arteriografia de R2 con permeabilidad del andamio vascular, paso de medio

de contraste hacia arterias iliacas.

Figura 24: Arteriografia de R3 con permeabilidad del andamio vascular, paso de medio
de contraste hacia arterias iliacas.
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Posterior a ambos procedimiento endovasculares, se sacrificé a los modelo R2 y R3 y
se tomaron las muestras tanto de los andamios vasculares como de aorta suprarrenal,
toracia e iliaca izquierda para su transportacion al laboratorio de medicina regenerativa
e ingenieria de tejidos para su procesamiento, deshidratacion, inclusién en parafina y

cortes inmunohistoquimicos de acuerdo a lo descrito en metodologia.

T il
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Figura 25: Toma de muestra del andamio integro del modelo R2, previo a su envio al
laboratorio de medicina regenerativa e ingenieria de tejidos para su procesamiento
inmunohistoquimico.

Posterior al procesamiento de las muestras, se procedio a realizar la técnica y analisis

de inmunohistoquimica descrita previamente en metodologia, encontrando células con

nucleo tenido recubriendo la pared interna de los 3 andamios.

Figura 26: Cortes para la realizacion de analisis inmunohistoquimico de muestras de
R1
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Se encontré6 que hubo invasion de células en los andamios colocados en los tres
modelos, lo cual nos habla de la biocompatibilidad de los mismos y su biointegracion.
En la Figura 27 se distinguen las células tenidas recubriendo el andamio R2, resaltando

los nucleos celulares, por hematoxilina - eosina.

Figura 27: Células tefiidas recubriendo la pared interna del andamio R2 resaltando el

nucleo con hematoxilina-eosina

Tabla 1 Comparacion de parametros de los andamios, comparado al resultado de la
anastomosis.

RATA Exito en Sobrevida Diametro Longitud Integridad Permeabilidad Vigilancia
anastomosis hasta la toma andamio andamio pos-
de muestras quirurgica
m Si Sl 3 mm 6 mm NO NO 2 meses
m Si Sl 2mm 7 mm Sl Sl 1 mes
Sl Sl 2mm 8 mm Sl Sl 1 % meses
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DISCUSION

Se ha descrito previamente que la aparicion de un falso aneurisma o pseudoaneurisma
se origina por ruptura o dafo a la pared aortica, que es contenida por el resto de las
capas de la pared o por las estructuras adyacentes®”-%8, en este sentido la causa del
aneurisma en el modelo R1 pudo estar dado por un defecto en la pared del andamio ya
sea durante su construccion o durante el proceso de anastomosis, incluso se ha
descrito afios después de una aortoplastia originada en la zona de sutura®%°, por lo
que el aneurisma encontrado en R1 también podria estar originado en un sitio de fuga
de alguna de las anastomosis.

Cabe también la posibilidad de que la causa de la degeneracién aneurismatica sea el
tiempo de vigilancia posquirurgica ya que esta descrito que pese a que el tiempo de
vida media de la policaprolactona es larga, una desventaja de su uso es que pierde
gran parte de su resistencia mecanica mucho antes de que se produzca la reabsorcion
total del material’®, de aproximadamente 2 meses, e incluso bastante antes de que se
haya producido una buena regeneracion del tejido en el punto de aplicacion, pudo
haberse iniciado dicho proceso de pérdida de resistencia mecanica antes de realizar la
laparotomia exploratoria con extensiéon a térax y ser el motivo de la formacién del
aneurisma.

En cuanto a la ausencia de flujo distal hacia arterias iliacas en el primer modelo, puede
deberse a la degeneracion aneurismatica ya comentada que lleva por si misma a
trombosis intraluminal y pérdida de la permeabilidad del andamio vascular”'.

Importante comentar que existe la posibilidad de que la ausencia de paso de medio de
contraste observada en la arteriografia del modelo R1 pueda ser debido a la técnica
quirurgica realizada, ya que se realizo la arteriografia desde el catéter de polietileno
introducido en aorta toracica y avanzado hacia aorta abdominal previo al andamio, sin
intentarse puncion directa en aorta abdominal. En los modelos R2 y R3 al no
observarse tampoco paso de medio de contraste con esta técnica, pero ante la
discrepancia por presencia de flujo distal clinicamente observado durante Ia
laparotomia exploratoria, se decidié puncionar directo en aorta abdominal, talvez de
haber puncionado de la misma manera directamente la aorta abdominal en R1 se

hubiese corroborado si el andamio estaba trombosado dentro del aneurisma o si habia
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red arterial colateral motivo por el cual el modelo continué vivo y con movilidad en las
piernas durante los 2 meses de vigilancia.

No estaria de mas realizar nuevamente el experimento a dos meses con mayor
cuidado en la colocacion del andamio para evitar lesiones en la pared que llevarian a
degeneracion aneurismatica y con realizacion de puncion directa en aorta abdominal
durante la realizacion de la arteriografia.

Queda pendiente realizar estudios de microscopia electronica de barrido para observar
las caracteristicas y porosidad de las nanofibras ya que esta descrito que las protesis
de alta porosidad exhiben un mayor sangrado en el momento de su implantacion; sin
embargo permiten una buena incorporacion de la protesis al organismo, por el
contrario, las protesis de baja porosidad no producen mayor sangrado durante su
implante pero tienen el inconveniente de ser dificilmente incorporadas por el
organismo, produciéndose un engrosamiento importante de la neointima formada en su
interior, con menor capacidad de sujecién y mayores posibilidades de fragmentacion,
con embolizacion hacia distal u oclusion aguda de la protesis, hasta este momento se
plantea que los andamios colocados tuvieron una alta porosidad ya que presentaron
sangrado durante su implantacién que requirié 7 minutos de compresién y hemostasia
como se describi6 en la técnica quirirgica (metodologia) y presentaron buena
integracion y biocompatibilidad con aparicion de células con nucleo tefiido en su
recubrimiento interno.

El andamio en R1 tuvo mayor diametro y menor longitud respecto a los andamios en
R2 y R3 y se hubiese esperado que los andamios del modelo R2 y R3 se trombosaran
al ser menores y mas largos, pues, se encuentra descrito que precisamente a mayor
diametro y menor longitud la tasa y porcentaje de trombosis deberia ser menor, lo que

no sucedid en esta ocasion.
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CONCLUSIONES

Este trabajo muestra hasta el momento una técnica innovadora para creacion de vasos
sanguineos artificiales, siendo viable su replicacion, sin embargo, falta aun agregar los
hallazgos y resultados de un grupo experimental con el andamio recubierto con células
de musculo liso y células endoteliales cultivadas y los hallazgos y resultados de un
grupo control con el andamio colocado de manera invertida.

Asi mismo sera necesario confirmar su eficacia y efectividad y evaluar la durabilidad en
tiempo, beneficio e impacto sobre la tasa de salvamento de extremidad vy
supervivencia, antes de tener las bases suficientes para poder ser experimentada en

seres humanos.
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