[ ~

0OS ‘F & > "‘
Moterloles
poliméricos

CICY

Centro de Investigacion Cientifica de Yucatan, A.C

Posgrado en Materiales Poliméricos

OBTENCION DE UN ANDAMIO TUBULAR DE ACIDO
POLI (LACTICO-CO-GLICOLICO) Y
POLICAPROLACTONA, MEDIANTE LA TECNICA DE
ELECTROHILADO PARA LA INGENIERIA EN TEJIDOS
DE LA URETRA

Tesis que presenta

JULIO CESAR SANCHEZ PECH

En opcidn al titulo de
MAESTRO EN CIENCIAS

MATERIALES POLIMERICOS

Mérida, Yucatan a 11 de noviembre de 2014






DECLARACION DE PROPIEDAD

Declaro que la informacién contenida en la seccién de materiales y meétodos
experimentales, los resultados y discusién de este documento proviene de las
actividades de experimentacion realizadas durante el periodo que se me asigno,
para desarrollar mi trabajo de tesis, en las Unidades y Laboratorios del Centro de
Investigacion Cientifica de Yucatan, A. C., y que dicha informacion le pertenece en
términos de la Ley de la Propiedad Industrial, por o que no me reservo ningun

derecho sobre ello.

Mérida Yucatan a 11 de noviembre de 2014

7

Julio César Sanchez Pech






CENTRO DE INVESTIGACION CIENTIFICA DE YUCATAN A.C.
POSGRADO EN CIENCIAS EN MATERIALES POLIMERICOS

RECONOCIMIENTO

Por medio de la presente, hago constar que el trabajo de tesis
titulado

OBTENCION DE UN ANDAMIO TUBULAR DE ACIDO POLI (LACTICO-CO-
GLICOLICO) Y POLICAPROLACTONA, MEDIANTE LA TECNICA DE
ELECTROHILADO PARA LA INGENIERIA EN TEJIDOS DE LA URETRA

Perteneciente al Programa de Maestria en Ciencias (Materiales
Poliméricos) del Centro de Investigacién Cientifica de Yucatan, A.C.
fue realizado en los laboratorios de la Unidad de Materiales bajo la

direccion del Dr. Fernando Hernandez Sanchez.

Atentamente,

(oo d

\Dr. Manuel Martinez Estévez

Director de Docencia

Centro de Investigacion Cientifica de Yucatan, AC.






Esta tesis se elabord en los laboratorios de la Unidad de
Materiales del Centro de Investigacion Cientifica de

Yucatan, A.C.

Director de tesis: Dr. Fernando Hernandez Sanchez
Comité tutoral: Dr. Manuel Cervantes Uc

M.C Benjamin Ledn Mancilla

Dr. Juan Valerio Cauich Rodriguez

Dr. Juan Morales Corona






AGRADECIMIENTOS

Agradezco a mi asesor, el Dr. Fernando Hernandez Sanchez por sus consejos, por
confiar en mi y por darme la oportunidad de realizar mis estudios de Maestria bajo

su responsabilidad.

Agradezco al M.C Hugo Joel Carrillo Escalante por su inigualable ayuda para la
realizacion de este trabajo, por brindarme su amistad y por sus valiosos consejos

que tanto me han guiado.

A mi tutor interno, el Dr. Manuel Cervantes Uc por todas las observaciones hechas

para mejorar la calidad de este trabajo.

A mi tutor externo, el M.C Benjamin Leén Mancilla por su paciencia para guiarme en

el ambito médico que requirié esta tesis.

A la Ingeniera Silvia Andrade, por todo su apoyo y paciencia para las micrografias

con el Microscopio Electrénico de Barrido.

A mis comparieros de trabajo, América y Gaspar, quienes siempre estuvieron
dispuestos a debatir acerca de los resultados obtenidos y por supuesto, por

brindarme su valiosa amistad.

Agradezco al CONACYT por la beca de manutencién que me fue otorgada y al
CICY por facilitarme sus instalaciones para la realizacién de experimentos.

De igual forma, agradezco al CONCIYTEY por el financiamiento otorgado con clave
Yuc 2011-C09-170132 del FOMIX.

A todos, les estaré eternamente agradecido.






Dedico este trabajo con todo mi amor a mi pareja, por apoyarme
en esas largas horas de trabajo, por entender mis frustraciones y

por estar siempre a mi lado

lna

A mi Padre y a mi Madre, por brindarme todo su carifio, por

procurar siempre lo mejor para mi

THanuel ¢ Socorno






INDICE

CAPITULO ..o e et 8

1.1 L@ iNGENIENa A& EJIAOS -..vvvoovvor oo oo 8
1.2 Uretra masculinay femenina....................ooo e 11
1.3 Ingenieriade tejidos delauretra..............ccoooiiiiiii e 15
1.4 Biomateriales para tejidos uretrales ...l 17
1.4.1 Materiales sintéticos usados para el reemplazo de tejidos uretrales............ 18
NO absSOrDIDIES ... ... 18
S CON e e 18
PONEIENO (PE) ...oeeeiie e e e 19
Politetrafluoretileno (PTFE).... ... 19
ADSOIDIDIES ... 20
Acido poliglicolico (APG)........v oo e 21
Acido polilACtico (PLA) ..o 21
1.5 Electrohilado de una mezcla de PLGA/PLC para la ingenieria de tejidos ....... 25
1.6 Andamios y su Fabricacion ... 26
1.7 Técnicas utilizadas para la fabricacion de andamios ............cccccccvvvvvvviiinnnn.n. 27
1.7.1 Métodos De Fabricacion ... e e 28
LIOfiliZACION .. ..o e 28



IMPresion 3D ... 30

Estereolitografia.............cooo 31
1.8 Electrohilado...........o 32
1.9 Parametros que influyen en la morfologia y diametro de la fibra ................... 36
Concentracion del POlIMEro ... e 36
Variables controlables................ 37
Variables ambientales.................o 38
1.10 importancia de los andamios electrohilados en la ingenieria de tejidos ........ 39
1.11 Propiedades mecanicas del andamio................coocceeiiii i 40

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA ... ... ... A2
JUSTIFICACION. ...+ oot oo 43
ODbJetivo GENETAL ........oiiiiiii 44
ODbjetivos €SPECITICOS .....iviiriiii e 44

CAPITULO IIl. MATERIALES Y METODOS ..o 4B

2.1 DISOIUCIONES ...t e et 46
DisOIUCION PCL ..o 46
DisolUCION PLGA ... e 48
Disolucion PLGA/PCL ... 49

2.2 Construccion del andamio tubular..................oooo 51

2.3 Caracterizacion del andamio tubular...............ccoo 54
MOTTOIOGIA ... e e e 54



ANANSIS F T ol oot e e e e

Determinacion del grado hidrofilicidad del andamio mediante angulo de

CONEACID <o e e 55
Propiedades mecanicas del andamio tubular ... 56
Degradacion “in VItro™ ... 57
ANALISIS DSC .. e 58
CAPITULO Ill. Resultados y Discusion............................. .61
3.1 Andamios tubulares de PCL............ccciiiiiiiii 61
3.2 Andlisis de las micrografias del MEB ..., 62
Andamio tubular de PCL.......ouuiii e, 62
Andamios tubulares PLGA ... e 65
Andamios tubulares PLGA/PCL ... 66
3.3 Medicion de los diametros de las nanofibras .............ccccocciiiiiiii, 71
3.4 Medicion del angulo de contacto ... 72
3.5 Propiedades mecanicas del andamio..................ooeoo i 73
3.6.-Estudios de degradacion. ..ot e, 75
.7 ANALSIS DSC ..o e 85
CONCLUSIONES. ... . i e 00290
BIBLIOGRAFIA. .. .. oo et e 93



iINDICE DE TABLAS

Tabla 1.- Variaciones de masa de PCL, disueltos en DCM:DMF(20:80)............... 46
Tabla 2.- Variaciones de masa de PCL, disueltos en DCM:DMF (30:70).............. 47
Tabla 3.- PCL disuelto en diferentes porcentajes de cloroformo y etanol ............. 47
Tabla 4.- relacion de disolventes usados para el electrohilado del PLGA............. 48

Tabla 5.- Relacion de valores de porcentajes de PLGA agregadas a la disolucion

obtencién de andamios tubulares. ... 53
Tabla 7.- Parametros utilizados para el andlisis DSC ................cccooiviiiiiiiien. 59
Tabla 9.-Valores estadisticos que fueron determinados para los andamios ......... 72



INDICE DE FIGURAS

Figura 1.1.- Anatomia de la uretra femenina ..o, 11
Figura 1.2.-Anatomia de la uretra masculina.................................. 13

Figura 1.3.-Regeneracion de la uretra mediante el uso de células propias del

PACIENTE. ... e e 16
Figura 1.4.-Estructura del PLGA ... 23
Figura 1.5.-Estructurade la PCL ... 24

Figura 1.6.- Andamio de PLA obtenido por medio de la técnica de liofilizacion,
fuente: Sanchez, Julio C. Aplicacion de la liofilizaciéon para la obtencién de
andamios de PLLA. Mérida, México. 2012, ... e 29

Figura 1.7.-Andamio elaborado con policaprolactona; en la microfotografia a, b se

observa la parte superficial y en la a’, b’ muestra un corte transversal. ............... 30
Figura 1.8.-(a) Fotografia (b) visualizacion pCT (c y d) imagenes MEB............... 31
Figura 1.9.-Técnica convencional de electrohilado [43]. ... 33

Figura 1.10.-Efecto del campo eléctrico cuando es aplicado a una disolucién

polimérica que se encuentra en un tubo capilar........................ 35

Figura 1.11.- a) fibras electrohiladas con una concentracién de 8% en relacion

peso/volumen b) fibras electrohiladas con una concentracion de 12.8% en relacién

PESONOIUMEN. ..o e e oottt e 36
Figura 2.1.-Mezclado de PCL con 20% y 30% de PLGA ..........c.ccooviivviiie, 49
Figura 2.2 -Diagrama esquematico del proceso de electrohilado........................ 51
Figura 2.3.-fotografia del dispositivo para electrohilado.................cccccccciiiiin. 52
Figura 2.4.- Medidor de angulo de contacto Tantec Cam Plus Micro.................. 55
Figura 2.5.-Dimensiones utilizadas para las probetas. .................cccccccviei 56



Figura 2.6.- Procedimiento realizado para los estudios de degradaciéon del

=] a o F= 1o 1] [0 T O PRSP 57
Figura 2.7 .- Dispositivo utilizado para los estudios DSC..........cccocviiiiiiiiiii 60

Figura 3.1.- Fotografia de un andamio tubular hecho con la técnica de

Bl C O A O ..o, 61

Figura 3.2.-Micrografias de los andamios hechos de las disoluciones A, By C. Ay

B son imagenes MEB y C es una imagen captada con el microscopio éptico (X40).

Figura 3.3.- Micrografias de las disoluciones D, E, F. La disolucién F fue vista

mediante un microscopio 6ptico, utilizando una ampliacién de 40X..................... 63
Figura 3.4.- Micrografias MEB de lasmuestras Dy E..................c.oooooil 64
Figura 3.5.- Andamios de PLGA vistos con el microscopio 6ptico ....................... 65
Figura 3.6.- Micrografias del andamio elaborado de lamezclaK......................... 66

Figura 3.7.- Fotografias del andamio PLGA:PCL (20:80) con diametro interno de 3

Figura 3.8.- Micrografias observadas mediante el MEB del andamio tubular de
PLGA:PCL (20:80) con un diametro internode 3 mm. ................ccooivviiiiceeneee. 69

Figura 3.9.- Micrografia SEM del andamio de PLGA:PCL(30:70) ......................... 70

Figura 3.10.- La imagen fue dividida en 4 cuadrantes, para un mejor analisis

LY = [0 I 1] ([oTo BT 71

Figura 3.11.- Fotografias del dngulo de contacto, pertenecientes a los andamios

electrohilados de las mezclas Ky L ..o 73

Figura 3.12.- Diagrama esfuerzo-deformacién del andamio ( rojo) y la PCL (azul).

.............................................................................................................................. 74
Figura 3.13.-Degradacion hidrolitica del PLGA ..., 76
Figura 3.14.-Hidrolisis de la PCL.............. e, 77

vi



Figura 3.15.-Masa remanente de los andamios durante cada semana................. 78

Figura 3.16.-Micrografias SEM de los andamios sometidos a procesos de

AEGradaCiON........ooiiiii e 80

Figura 3.17.-Enlace C-COQ para las unidades lacticas del PLGA y enlace CH;

PArA 12 PCL. ..o, 82
Figura 3.18.-Espectros al andamio PLGA:PCL (20:80), sometido a degradacién
durante cero, tres y ONCE SEMEANEAS. .........cooiiiiiiiiiiiiiii e e 84
Figura 3.19.-Termogramas de PCLY PLGA ... 85
Figura 3.20.-Termogramas de PCL y PLGA:PCL (20:80) .........ccoiviiiiiiniiie 86
Figura 3.21.-Segunda corrida DSC para mezcla PLGA:PCL(20:80) ..................... 87

Figura 3.22.- Ampliacién en el intervalo de 20°C a 40°C para la mezcla PLGA:PCL

vii



RESUMEN

La ingenieria de tejidos es una disciplina que combina los principios de biologia,
ingenieria y materiales para producir o reemplazar tejidos afectados por alguna
enfermedad. La idea basica de la ingenieria de tejidos es relativamente simple, en
un andamio poroso biodegradable se realiza un cultivo con células primarias o
células madre apropiadas mediante un bioreactor por un periodo de tiempo. Las
células son estimuladas para proliferar (y diferenciarse en el caso de las células
madre) para producir matriz extracelular (MEC). Una vez que se ha realizado el
implante in vivo, el andamio original se degrada sin afecciones importantes al

cuerpo.

En este trabajo, se describe la metodologia para la obtencién de andamios
mediante la técnica de electrohilado para su uso en la ingenieria de tejidos de la
uretra. Para lograr obtener fibras, fueron evaluados diferentes sistemas de
disoluciones que contenian dos polimeros: acido poli(lactico-co-glicélico) (PLGA) y
policaprolactona (PCL). También, fueron modificados diferentes parametros en la
maquina de electrohilado, tales como: voltaje, temperatura, rapidez de inyeccion,

distancia entre el capilar y el cilindro colector, entre varios otros.

Los andamios fabricados fueron sometidos a diversos ensayos para conocer sus
propiedades fisico-quimicas. Por lo tanto, las muestras fueron observadas
mediante el microscopio electrénico de barrido (MEB) para determinar la

existencia de fibras y formacion de poros.

Los andamios fueron sometidos a ensayos de degradacién in vitro durante cinco
semanas, sumergiendo las muestras en Phosphate Buffered Saline (PBS) con un
pH de 7.4. Al término de las cinco semanas, las muestras del andamio fueron
observadas también por MEB para poder establecer si hubo un colapso en las

fibras o se mantuvo la morfologia inicial.



Para determinar si la degradacion que se llevaba a cabo era por via hidrélisis, se
realizaron ensayos FT-IR con el fin de corroborar que, efectivamente, eran los
enlaces éster que eran susceptibles a un rompimiento cuando entraban en

contacto con la disolucién PBS.

Ya que la hidrofilicidad de un andamio es un factor clave para realizar un cultivo

celular, se realizaron pruebas de angulo de contacto al andamio para determinar si

era hidrofilico o hidrofébico.

Para conocer las propiedades mecanicas del soporte tridimensional (3D), se
realizaron ensayos a tensién, y mediante la curva de esfuerzo-deformacion

obtenida, fue calculado el médulo elastico del andamio.

También, se realizaron corridas DSC con la finalidad de evaluar las propiedades

térmicas del andamio, y asi poder determinar si la mescla utilizada fue miscible o

compatible.



ABSTRACT

Tissue engineering is a discipline that combines the principles of biology,
engineering and materials to produce or replace tissues affected by disease. The
basic idea of tissue engineering is relatively simple. Primary cells or stem cells are
cultivated in a biodegradable scaffold, by a bioreactor for a period of time. Cells
are stimulated to proliferate (and differentiate in the case of stem cells) to produce
extracellular matrix (ECM). Once the implant has been carried out in vivo, the

original scaffold is degraded without damage for the human body.

In this work, is described the methodology for obtaining scaffolds with the
technique of electrospinning for use in tissue engineering of the urethra. In order
to obtain fibers were evaluated different systems solutions containing two
polymers: poly (lactic-co-glycolic acid) (PLGA), and polycaprolactone (PCL). Also,
various parameters were changed in the electrospinning machine, such as voltage,
temperature, injection speed, distance between the capillary and the collector

cylinder and several others.

The fabricated scaffolds were subjected to various tests to determine their
physicochemical properties. Therefore, the samples were observed by scanning
electron microscope (SEM) to determine the existence of fibers and pore

formation.

The scaffold was subjected to in vitro degradation assays for five weeks,
immersing the samples in Phosphate Buffered Saline (PBS, pH 7.4). At the end of
the five weeks, the scaffold samples were also observed by SEM to determine

whether there was a collapse in the fibers or the initial morphology was maintained.

To determine if degradation was carried out via hydrolysis, tests of FT-IR were
performed to determine that the ester bonds were susceptible to breaking, when

they came in contact with the PBS solution.



The hydrophilicity of a scaffold is a key factor to perform a cell culture, contact

angle tests were performed to determine if the scaffold was hydrophilic or
hydrophobic.

For the mechanical properties of the three-dimensional (3D) support, tension tests

were performed, and with the stress-strain curve obtained, was calculated the

elastic modulus of the scaffold.

DSC runs were also made in order to evaluate the thermal properties of scaffold,

and thus determine if the mixture used was miscible or compatible.



INTRODUCCION

La pérdida o fallo de un érgano o tejido es uno de los problemas mas frecuentes y
costosos en el cuidado de la salud. Con la llegada de nuevos materiales sintéticos,
tales como el tetrafluoretileno (teflon) y la silicén, se abrié un nuevo campo que
incluye una gran variedad de dispositivos que pueden ser empleados en el cuerpo
humano. Sin embargo, estos dispositivos aunque pudieron reemplazar

componentes estructurales del cuerpo, no regeneraban el tejido original.

Con el paso del tiempo, aparecieron nuevos materiales que se caracterizaban por
ser biocompatibles, ser o no biodegradables y bioabsorbibles. Mientras tanto, se
generaban nuevas técnicas relacionadas con el cultivo y expansién celular. Los
estudios relacionados con la matriz extracelular y su interaccién con las células
permitieron una mejor comprension del crecimiento de tejido. Todas estas
investigaciones culminaron con el primer trasplante de medula 6sea, realizado en
la década de 1970. Para esta época los cientificos habian comenzado a combinar
dispositivos médicos y biomateriales con los conceptos de biologia, creando de

esta manera un nuevo campo llamado Ingenieria de tejidos [1].

En 1998 se tuvo conocimiento de las células madre humanas, esto significé un
gran progreso para la ciencia de los tejidos, ya que este tipo de células estaban
presentes en los procesos de regeneracion. De igual forma, este descubrimiento
ha sido objeto de numerosos debates éticos en el campo de la medicina. Las
investigaciones avanzaron, y en 1999 el mundo conocié al primer mamifero

clonado de la historia, la oveja Dolly [2].

Unificando las areas de ingenieria de tejidos, trasplante celular y células madre se
tiene un concepto que hoy en dia es objeto de estudio de numerosos

investigadores alrededor del mundo: la regeneracion de tejido vivo y érganos.

En la ingenieria de tejidos, los cientificos, ingenieros y fisicos  aplican
herramientas provenientes de una variedad de disciplinas para construir sustitutos



biolégicos cuyo proposito es poder reemplazar o regenerar tejido lesionado por
multiples causas. Algunas de las aplicaciones de la ingenieria de tejidos se ven
reflejadas en terapias actuales, especialmente en el area relacionada con el
reemplazo de piel y en menor grado, con la reparacion de cartilagos. Por otra
parte, existen multiples estudios enfocados a prototipos de otros substitutos de
tejido, tales como tejido nervioso, vascular (arteria y vena) y uretral. Uno de los
investigadores mas reconocidos en el area de la ingenieria de tejidos es el Dr.
Anthony Atala, quien incluso ha logrado disefiar y construir un rifi6n artificial

elaborado con una impresora 3D que inyecta células vivas [3].

En los ultimos aros, la uretra ha sido objeto de investigacién por parte de la
ingenieria de tejidos, sin embargo, son pocos los estudios que han resultado
exitosos y que incluso han concluido con el implante de una uretra en el cuerpo
humano, tal como reporta Raya y colaboradores [4]. En este trabajo se describe la
metodologia que se llevd a cabo para reemplazar una uretra dafada por una
nueva, que fue elaborada con la ayuda de un andamio a base de un biopolimero,
el cual actué como un soporte para que las células generaran su propia Matriz
Extracelular (MEC).

Las estructuras porosas constituyen el principal objetivo en la fabricacién de
andamios, debido a que promueven la viabilidad, proliferacion y diferenciacion
celular. Ademas, determina la forma que tendra el tejido u 6rgano resultante;
existen numerosas técnicas modernas para su elaboracion, por ejemplo,

sinterizacidn selectiva por laser (SSL), estereolitografia, lixiviado, electrohilado, etc

[5].

Los polimeros presentan caracteristicas fisicas y quimicas unicas, las cuales son
aprovechadas en distintas aplicaciones dependiendo de las necesidades a cubrir.
Ya sea hidrofobicidad, médulo de elasticidad alto, temperatura de transicion vitrea
(Tg) baja, etc. Pero también, en muchos casos estas propiedades pueden ser

limitantes, por ejemplo, la policaprolactona es un polimero hidrofébico; Goddard y



colaboradores [6], demostraron que en una superficie hidrofilica existe una mayor
adherencia celular. Otra gran ventaja es el grado de biodegradacion, es decir, una
cinética de degradacion controlada. En afios recientes, numerosas mezclas de
polimeros han sido electrohilados para vencer las limitaciones asociadas a un solo

polimero [7].

El propésito de esta tesis, es presentar el estado actual del arte en la ingenieria de
tejidos de la uretra, asi como la metodologia empleada para la obtencién de un
andamio de PLGA:PCL por medio de la técnica de electrohilado, propuesto para
ser empleado para la obtenciéon de tejido uretral, asi mismo se presentan

resultados y discusion correspondientes.



CAPITULO 1

ANTECEDENTES

1.1 La ingenieria de tejidos

La ingenieria de tejidos es LN campo relativamente nuevo que requiere el uso de
andamios, células y factores de crecimiento [8]. El ultimo objetivo es el implante
del tejido construido dentro del cuerpo para reparar una herida o reemplazar un
6érgano que no cumple con sus funciones correctamente. Este tejido también

puede ser usado para realizar pruebas relacionadas con nuevos farmacos [9].

El primer sustituto de piel elaborado con materiales sintéticos fue desarrollado en
1962 [10], sin embargo, fue hasta finales de 1970 y principios de 1980 que fue
comercializado. La mayor parte de ia comunidad cientifica esta de acuerdo en que
fue en el transcurso de estos afios donde comenz6 la era actual de la ingenieria
de tejidos [3].

Entre los primeros productos utiles para la construccidon de piel sintética, se
encuentran los desarrollados por Howard Green y colaboradores [11], en la
Escuela de Medicina de Harvard, quien también describe técnicas para crecer

epidermis.

Otro de los productos relacionados con el crecimiento de piel fue desarrollado por
el Ingeniero Mecanico loannis Yannas[12] del Instituto Tecnolégico de
Massachusetts (ITM). Consistié en un material poroso a base de colageno bovino

tipo | y fue elaborado mediante la técnica de liofilizaciéon.



Durante la década de los afios 90 fueron desarrollados y comercializados
numerosos productos cuya funcion principal era crecer piel y subsecuentemente
cartilago. A principios del afio 2000 disminuyé la cantidad de inversiones
destinadas al area de la ingenieria de tejidos, y fue hasta el 2004 que la
disminucién se vio compensada con la llegada de empresas dedicadas al cultivo
de ceélulas madre. En el 2008, aunque existieron avances significativos en la
ingenieria de tejidos de la vejiga, cornea, vasos sanguineos, corazén e higado,
aun no se ofrecia una solucién clinicamente aceptable. Actualmente, las
investigaciones de diversos laboratorios, empresas cientificas y centros de
investigacion se encuentran dirigidas hacia el area de ingenieria de tejidos, ya que

se visualiza un futuro prometedor [13].

Los productos terapeuticos desarrollados por la ingenieria de tejidos, estan
dirigidos principalmente a aquellos érganos que son mas propensos a sufrir
heridas y enfermedades, tales como el pancreas, el higado, el sistema
cardiovascular, nervioso, urinario y piel. Con la llegada de nuevas tecnologias
como el electrohilado se obtienen estructuras porosas que permiten a las células
cumplir mejor sus funciones, de esta forma se tiene mayor avance en las

investigaciones relacionadas con la medicina regenerativa [9].

Las células son los bloques de construccién del tejido, y las células presentes en
un tejido injertado juegan un papel importante en el estimulo de tejido saludable y
regeneracion. Por lo tanto, la mayoria de las investigaciones incluyen aislamiento
y expansién de células in vitro. Uno de los mayores obstaculos para el uso clinico,

es la escasa disponibilidad de células humanas disponibles. [5]

Para que exista una correcta regeneraciéon de tejido es necesario que las células
se encuentren en un ambiente que permita su funcionamiento tal como si
estuvieran en el tejido natural. El uso de andamios celulares sirve al menos para

alguno de los siguientes propésitos:



1. Favorecer la proliferacion, adhesién y diferenciacién de las células

2. Permitir la migracién celular y la formacion de nuevos vasos sanguineos,
que favorezca un intercambio de nutrientes adecuados para la
sobrevivencia celular.

3. Poseer propiedades mecéanicas adecuadas que eviten el colapso del
andamio en el sitio donde sera colocado; ademas soportar puntos de
sutura quirurgica para su fijacion en el tejido dafiado que se pretende
regenerar.

4. Por ultimo, ser clinicamente manejable (elasticidad Vs plasticidad) para que
el médico pueda ajustar en dimensiones el andamio cuando sea colocado

en el paciente.

Algunos de los biomateriales sintéticos que han sido usados en la ingenieria de
tejidos son el poli(acido lactico), acido poliglicélico y la policaprolactona. Estos
materiales resultan atractivos debido a que ya han sido aprobados por la Food and
Drug Administration (FDA).

Otra consideracion relacionada con la ingenieria de tejidos es la presencia de
estimulos mecanicos y quimicos, tales como cargas ciclicas y factores de
crecimiento celular. Existen diferentes factores de crecimiento empleados, por
ejemplo, para el crecimiento de fibroblastos (FGF, por sus siglas en inglés de
Fibroblastic Growth Factor) o el VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor) que
promueve el crecimiento de tejido de vascular. Estos factores pueden ser

incorporados durante la elaboracién de los andamios [14].
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1.2 Uretra masculina y femenina

El sistema urinario esta compuesto por dos rifilones, dos uréeteres, una vejiga y una
uretra. El tracto urinario es esencialmente igual en el hombre que en la mujer,
excepto por lo que se refiere a la longitud de la uretra, la femenina mide

aproximadamente 3.5 cm, mientras que la masculina mide entre 18 y 20 cm.

La uretra femenina es una estructura tubular corta rodeada por las glandulas
periuretrales; en la figura 1.1 se muestra que la mayor se empareja con las
glandulas de Skene que se encuentran adyacentes a la uretra distal y de drenaje

en el meato [15].

Uretra -
oy

Glindulas uretrales
ode Skene

Vagina
/ Ducto uretral
Orificio / (de Skene)
uretral
a8
_ . Orificio de
Orificio del ducto uretral la vagina
\, (deSkene) 4

Figura 1.1.- Anatomia de la uretra femenina

Fuente: Elsevier[16]
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La uretra del hombre mostrada en la figura 1.2 se divide en anterior y posterior. La
uretra posterior consiste de la prostatica y membranosa. La uretra prostatica mide

aproximadamente 3.5 cm de longitud y pasa a través de la glandula de la préstata.

La uretra membranosa mide aproximadamente de 1 a 1.5 cm de largo y pasa a
través del diafragma urogenital. El diafragma urogenital contiene el esfinter

externo de la uretra y las glandulas de Cowper, una en cada lado.

La uretra anterior consiste en la uretra bulbar y peneal. La uretra bulbosa va desde
el margen inferior del diafragma urogenital a la uniéon penoescrotal, y la uretra del
pene se extiende a partir de la unién penoescrotal y pasa a través del cuerpo

esponjoso, terminando en el meato externo [15].
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Figura 1.2.-Anatomia de la uretra masculina.

Fuente. Advanced Male Urethral and Genital Reconstructive Surgery[1]

Histolégicamente la uretra se compone de tejido formado por células de musculo
suave, que actuan como soporte mecanico; se encuentra revestido por células
epiteliales (uretra prostatica), epitelio escamoso (uretra del pene distal) y epitelio

columnar estratificado (uretra membranosa, bulbosa y peneana) [1].

La funcién del aparato urinario es la de mantener el balance de fluidos, mediante

la excrecion de agua y varios productos de desecho. Cuando el sistema urinario
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no funciona, no puede eliminar el liquido sobrante en el cuerpo, ni filtrar la sangre,

lo que conduce a una intoxicacion del organismo

Los problemas mas complejos relacionados con la uretra pueden ser causados
por lesiones, las cuales impiden excretar la orina de forma correcta, para retirar la
orina de la vejiga es necesario, en muchos casos, introducir una aguja y extraer
todo el liquido existente, lo cual resulta incomodo y doloroso. Cuando la herida en
la uretra es pequefia, existe la posibilidad de realizar una intervencién quirurgica
para reparar el dafio. Sin embargo, en el 50% de los casos existen infecciones

posteriores a la cirugia que provocan que el paciente orine sangre (hematuria).
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1.3 Ingenieria de tejidos de la uretra

Después de que un tejido sufre una lesion, el cuerpo puede iniciar el crecimiento
interno celular en los bordes de la herida con el fin de cubrir el defecto. Las células
de los bordes del tejido nativo son capaces de recorrer distancias cortas sin
efectos perjudiciales, es por esta razén que las heridas pequefias pueden sanar
correctamente. Sin embargo, si la herida es grande (milimetros de distancia o
profundidad) la respuesta regenerativa del cuerpo no es la misma y pueden existir
problemas inflamatorios graves. Cuando esto ocurre, aumenta el depdsito de
colagena y aparicion de fibrosis. En la uretra estos procesos se manifiestan como

una estenosis (constriccion o estrechamiento del conducto uretral).

Una de las alternativas para los pacientes cuya uretra esta dafada, es sustituir
ésta por una artificial. Desde hace décadas, la ingenieria de tejidos comenzé a
investigar y tratar de desarrollar dispositivos que permitan cumplir la funcién del
sistema urinario, obteniendo resultados satisfactorios, sin embargo, el desarrollo
de una uretra artificial ha sido dificil debido a que debe cumplir ciertos criterios
cuando es implantada, tales como: flexibilidad, resistencia al pH de la orina,
absorbible, entre algunas otras. Ademds, el material utilizado no siempre es

compatible con el paciente.

Actualmente se realizan investigaciones para desarrollar una uretra con la ayuda
de andamios y células madre, con el objetivo de implantarla en el cuerpo humano,
siguiendo el procedimiento que se muestra en la figura 1.3. La busqueda de un
material sintético adecuado que pueda sustituir la uretra no ha sido exitosa. Las
tasas de complicacién son todavia altas para permitir su aplicacion en la clinica
diaria. Los resultados mas alentadores se han obtenido mediante nuevos
materiales absorbibles, entre ellos el acido poliglicolico, que causan minima
reaccion inflamatoria del tipo cuerpo extrafio y permiten una sustitucion final de la

uretra por tejidos regenerados a partir de andamios.
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Figura 1.3.-Regeneracién de la uretra mediante el uso de células propias del
paciente.

Fuente: Advanced Male Urethral and Genital Reconstructive Surgery[1]

La seleccién de un biomaterial es importante en el desarrollo de la ingenieria de
tejidos uretral. Debe ser capaz de controlar la estructura y funcién del andamio
fabricado, ademas de permitir diversos procesos que realizan las células huésped.
Generalmente, el material debe ser biocompatible, promover la interaccioén celular
y desarrollo de tejido, ademas de poseer propiedades mecanicas y fisicas

apropiadas [1].

El biomaterial seleccionado debe ser biodegradable y bioabsorbible para soportar
la reconstruccion de la uretra sin inflamacion. Los productos resultantes de la

degradacion no deben provocar inflamacién o toxicidad.
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1.4 Biomateriales para tejidos uretrales

Generalmente, se han utilizado dos tipos de biomateriales para tejidos uretrales.
Unos a base de matrices de tejido acelulares provenientes de vejigas, submucosa
del intestino delgado (SIS), cuerpo esponjoso, aorta y dermis. La segunda clase
de biomateriales usados son polimeros sintéticos, tales como poli(acido glicolico)
(PGA), poli(acido lactico) (PLA) y acido poli(lactico-co-glicélico) (PLGA) [17]. Esta
clase de biomateriales han sido evaluados en cuanto a su biocompatibilidad con
celulas primarias uroteliales y células del musculo de la vejiga humanas. Los
polimeros sintéticos pueden ser manufacturados a gran escala controlando

propiedades mecanicas, grado de degradacién y microestructura.
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1.4.1 Materiales sintéticos usados para el reemplazo de tejidos uretrales

No absorbibles

Estos materiales sintéticos son utilizados para sustituir de manera permanente los
tejidos danados. A continuacion se presenta un analisis de estos materiales que

han sido utilizados para la fabricacién de uretras.

Sllicén

El éxito de protesis de siliconas en otras especialidades médicas estimul6é su

empleo en urologia como sustituto en el tracto urinario.

Robert De Nicola[18], describié el implante de un tubo de silicona de 9.5 cm, tras
reseccién de una uretra enferma en un paciente con una extensa estenosis uretral
gonocoécica, complicada por varias fistulas. El tubo de silicona que uso fue
originalmente disefiado para la reconstruccién del colédoco. La funcion

genitourinaria del paciente fue favorable a los 14 meses.

En 1971 Court y colaboradores [19], reportaron el uso de una prétesis tubular de
silicona, especialmente disefiada para sustitucion uretral en tres pacientes. Los
resultados preliminares no fueron tan buenos como se esperaban. En uno de los
pacientes, la protesis tuvo que ser reemplazada quirdrgicamente por otra con

forma curva.

Varios fueron los estudios posteriores que fracasaron en el intento de usar silicona
para el reemplazo de la uretra, por lo que se concluyé que el material es

inadecuado para dicha funcion.
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Polletlleno (PE)

Pocos meses despues de la publicacion del trabajo pionero de De Nicola en enero
de 1950, Foret[18] realizé en Liége (Bélgica) un reemplazo de la uretra con un
tubo de polietileno de aproximadamente 10 cm. A los 6 meses de seguimiento, el
paciente de 75 anos de edad estaba asintomatico y era capaz de orinar a 75 cm
de distancia. Los autores, concluyeron que sus buenos resultados, fueron debidos

al largo tiempo de permanencia de la prétesis que facilitd la cicatrizacién uretral.

Palleschi y Tanagho[20] obtuvieron buenos resultados con el uso de Dacron
siliconado en la cirugia de la uretra. La regeneracion epitelial fue completa y no
hubo alteraciones en el tracto urinario superior. Los autores animados por sus

buenos resultados especularon sobre el uso clinico.

Politetrafluoretileno (PTFE)

Gil-Vernet usé tubos de teflon para el reemplazo de la uretra sin éxito. El autor
logré buenos resultados en apenas 2 de las 10 uretroplastias tubulares con Teflon.
Dreikorn y colaboradores reemplazaron de 3 a 8 cm de uretra de doce perros con
politetrafluoretileno expandido, obteniendo resultados significativos a un
seguimiento de 12 meses. Sin embargo, no se describieron estudios histolégicos.
Los autores reconocieron que hacian falta mas estudios experimentales antes de

la aplicacién en la clinica [21].
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Polluretano (PU)

Nissenkorn[22], describi6é el uso de una proétesis endouretral temporal hecha de
poliuretano en mas de veinte pacientes con estenosis recidivante de uretra, que no
fueron candidatos al tratamiento quirdrgico convencional. En el seguimiento de

hasta dos anos, el autor no encontré incrustacién ni obstruccién de la prétesis.

Absorbibles

Los poliésteres de origen natural (4cidos a-hidroxi), incluyendo (poli (acido
glicélico) PGA, poli (acido L-lactico) PLA y poli (4cido lactico-co-glicélico) PLGA,
son ampliamente utilizado en la ingenieria de tejidos. Estos polimeros han sido
aprobados por la Food and Drug Administration (FDA) para usarse en personas en
una variedad de aplicaciones, incluyendo suturas. Los productos de degradacién
de estos compuestos no son toxicos, los metabolitos resultantes son eliminados
del cuerpo en forma de diéxido de carbono y agua [23]. Ya que estos polimeros
son termoplasticos, pueden ser facilmente transformados en andamios
tridimensionales con la microestructura deseada, forma y dimensiones especificas
con una variedad de técnicas. Para lograr que los andamios posean una alta

porosidad, estos materiales se procesan en forma de fibras o esponjas.

Los estudios realizados con varios biomateriales, tanto naturales (submucosa de
la vejiga, submucosa del intestino delgado, colageno, y alginato) y sintéticos (PGA,
PLA, PGA y de silicona), concluyeron en que la mayoria no indujo efectos
citotéxicos significativos y las células cultivadas en estos materiales mostraron

funciones de metabolismo normales [17].
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Acldo poliglicélico (APG)

Este polimero derivado del acido hidroxiacético es ampliamente usado en cirugia

en la forma de hilos de sutura.

Un grupo de cientificos de la Universidad de California liderado por Tanagho [24],
describi6 en 1983 el uso de una malla de APG para el reemplazo parcial de la
uretra de siete perros. La regién urotelial fue completamente regenerada, pero el
tejido suburotelial fue reemplazado por un tejido conectivo denso de colageno. El
cuerpo esponjoso no se regenerd. Los autores concluyeron que la malla de APG

es un injerto ideal para la uretra.

Olsen y colaboradores [25], desarrollaron una proétesis tubular utilizando para la
reconstruccion uretral. La cara interna estaba compuesta por APG y la externa por
acido polihidroxibutirico (PHB). El PHB sélo se utilizaba para soportar los

esfuerzos a tensién que existen en la uretra.

Después de haber realizado experimentos con perros y conejos, los autores
llegaron a la conclusion de que el APG es una alternativa atractiva para estenosis

extensas de uretra, ya que si se observaba regeneracion tisular.

Acldo pollldctico (PLA)

Este polimero fue probado experimentalmente en su configuracion PLLA por
Kemppainen y colaboradores [26], como una prétesis espiral endouretral y
reforzada. Después de haberse llevado a cabo experimentos con conejos los

resultados fueron buenos, con permanencia de la luz uretral al afo de
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seguimiento, ademas, la reaccion del tipo a cuerpo extrafio fue minima. Los

autores afirmaron que los efectos de la orina sobre el APL-L son desconocidos.

Hyaff-11

Italiano, G. y colaboradores [27], describieron en 1997 el uso de un material
semisintético y derivado del &acido hialurénico, Hyaf-11, para la reconstruccion de
la uretra totalmente resecada en once conejos. La regeneracion epitelial fue
completa a las cuatro semanas. La luz uretral se mantuvo permeable y no hubo

regeneracion de tejido esponjoso.

Acldo poli(lictico-co-glicélico) (PLGA)

Wang X.Q y colaboradores [28], diseflaron un andamio obtenido mediante la
técnica de electrohilado a partir de PLGA. El diametro interior del andamio fue de 3
mm y el didmetro exterior de 4 mm, el diametro de las fibras fabricadas fue de 234
nm aproximadadamente, los autores sefialan que este andamio posee estructuras

macroscoépicas ideales para ser usado en la ingenieria de tejidos de la uretra.

El PLGA o acido poli(lactico-co-glicélico) es un copolimero que tiene amplio uso en
dispositivos médicos, debido a su biodegradabilidad y biocompatibilidad esta
aprobado por la Food and Drug Administration(FDA). Su estructura quimica esta

representada en la figura 1.4.
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Se sintetiza por medio de una copolimerizacién por apertura de anillo de dos
mondmeros diferentes, los dimeros ciclicos (1,4-dioxano-2,5 — diona) de acido
glicolico y acido lactico. Para la sintesis de este polimero, los catalizadores que
son usados son estano(ll) 2-etiihexanoato, estafio(ll) alcdxido, o aluminio
isopropoxido, entre otros. Las unidades de monomero (del acido glicélico o acido
lactico) son unidas entre si mediante enlaces éster durante la polimerizacién,

resultando asi, un copolimero alifatico lineal como un producto [29].

El PLGA ha sido usado exitosamente como un polimero biodegradable, cuando se
degrada mediante hidrélisis en el cuerpo, son producidos los mondomeros
originales: acido lactico y acido glicélico. Bajo condiciones fisiolégicas normales,
estos dos mondmeros son producto de varios procesos metabdlicos en el cuerpo.
Naturalmente, el cuerpo humano se encuentra en contacto con ambos
monémeros, por lo tanto, existe una minima toxicidad relacionada con el uso de
PLGA como biomaterial. Ademas, es posible controlar la rapidez de degradacion
modificado los porcentajes de ambos monémeros presentes en el copolimero,
esto hace que el PLGA sea una eleccién comun en la produccion de una variedad
de dispositivos biomédicos, tales como implantes, dispositivos prostésicos, injertos

y suturas [29].
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Policaprolactona (PCL)

La policaprolactona es un poliéster alifatico semicristalino, se obtiene mediante
polimerizacion por apertura de anillo del monémero € —caprolactona. Su estructura

se observa en la figura 1.5, su Tg es de -60 °C.
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Figura 1.5.-Estructura de la PCL

La PCL posee buenas propiedades elastoméricas y alta elongacién. Su uso
biomédico ha sido aprobado por la FDA desde 1970; sus productos de

degradacion son de baja toxicidad para el cuerpo humano.

Las propiedades elésticas que posee, proveen a este polimero de cualidades para
aplicaciones biomédicas que interactian con diversos tipos de esfuerzos
mecanicos. La PCL ha sido mezclada con ofros polimeros, incluyendo al

polietilenglicol (PEQO), acido polilactico (PLA) y acido poliglicélico (PGA).
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1.5 Electrohilado de una mezcla de PLGA/PLC para la ingenieria de tejidos

Electrohilar mezclas no solo vence las limitaciones asociadas a un simple
polimero, sino también, crea un nuevo componente sin la necesidad de sintetizar
un copolimero, lo cual, es dificil y complejo. Duan y colaboradores [30], realizaron
investigaciones para electrohilar una mezcla de PLGA, poli(aicohol vinilico) (PVA)
y quitosano para aplicaciones relacionadas con la piel; para el proceso, electrohil6
una mezcla de PVA y quitosano, para después agregar PLGA mediante un
segundo electrohilado, obteniendo asi, un andamio con propiedades mecénicas
adecuadas, propiedades absorbentes y actividad antibacterial, provenientes del

PLGA, PVAy quitosano respectivamente.

El PLGA es mejor que la PCL con respecto a la adhesion y proliferacion celular,
debido a que es mas hidrofilico. La PCL es un material hidrofobico, por lo que no
presenta sitios fisiolégicamente activos, esto genera un ambiente desfavorable
para el crecimiento celular. La ventaja de usar PCL en la mezcla a electrohilar, se
relaciona con su elevada resistencia mecanica, una propiedad valiosa para las
aplicaciones de ingenieria de tejidos. EI PLGA fue incluido ya que se ha
demostrado ser un material ideal para el crecimiento, adhesion y proliferacién
celular [31]. Combinando ambos polimeros, se crea un andamio que presenta las

caracteristicas necesarias para el éptimo desarrollo de las células [7].
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1.6 Andamios y su Fabricacion

Para la regeneracion de tejido son empleadas tres estrategias: infusién de células
aisladas, tratamiento mediante sustancias inducidas al tejido (parches) e
implantacion de células en un andamio [32]. De las tres estrategias empleadas, el
uso de andamios proporciona mejores resultados. En una matriz con estructura
tridimensional (3D) las células son capaces de proliferar y migrar en su interior, de
esta manera, son capaces de producir MEC nueva y generar tejido con la forma
deseada. El andamio también permite la incorporacién de sefiales mecanicas
(tension, compresion) o biolégicas que mejoran la regeneracion mediante
bioreactores. Las propiedades mecénicas y bioldgicas de los andamios pueden
variar dependiendo de su aplicacion, y pueden ser disefiadas para proveer un
ambiente con las sefales apropiadas que estimulen a las células a proliferar y

llevar al cabo el proceso de diferenciacion [33].

El tamafio de poro 6ptimo para los andamios depende del tipo de célula que vaya
a ser cultivada en él, ya que si éstos son demasiado pequenos ocurren oclusiones.
En promedio pueden estar entre 50 um y 200 um. En la mayoria de los casos el

andamio debe ser construido con un material degradable que no sea toxico.
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1.7 Técnicas utilizadas para la fabricacion de andamios

La formacion de una estructura porosa constituye el objetivo principal para la
fabricacion de andamios para lo cual se han desarrollado numerosas técnicas
tales como: separacién de fases, espumado mediante gases, suspension de
particulas, liofilizacion, etc. Algunos de los inconvenientes de estas técnicas es la
limitada morfologia del andamio que se puede obtener tales como el tamano de
poro, forma, distribucién e interconectividad. Numerosos estudios resaltan la
importancia que posee el tamafio de poro en la habilidad de las ceélulas de
adherirse y proliferar sobre el andamio, sin embargo, con la ayuda de nuevos
sistemas que permiten controlar de forma exacta el tamano de poro, se sugiere
que la adhesién y proliferacion celular puede llevarse a cabo aun no teniendo
controlada esta condicién [34]. De cualquier forma la porosidad del andamio, que
se define como la proporcién de espacio vacio en un sélido, sigue siendo un factor
critico [35]. En el siguiente apartado se describiran brevemente algunas técnicas

para la fabricacién de andamios y se pondra especial atencion en el electrohilado.
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1.7.1 Métodos De Fabricacion

Liofilizacion

La liofilizacion trae grandes promesas a la medicina regenerativa. El propésito de
preservar material biolégico valioso tales como la sangre, tejidos, y en ultima
instancia drganos enteros, conduce a las investigaciones a desarrollar
metodologias de congelamiento para el tratamiento de estos materiales delicados.
Uno de los principales problemas es que los cristales que son formados durante el

congelamiento pueden danar o destruir células sensibles [36].

En el caso de los andamios, los agujeros de los cristales de hielo son

justamente lo que se necesita para la creacién de una estructura porosa.

En la primera etapa de la liofilizacién la muestra es congelada. La manera
en que se congela determina su estructura cristalina. Lo mas importante de esta
etapa es poder controlar las condiciones de congelacion, lo suficiente para obtener

los resultados deseados.

En la figura 1.6 se puede observar andamios obtenidos mediante la técnica de

liofilizacién [37].
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Figura 1.6.- Andamio de PLA obtenido por medio de la técnica de liofilizacién,
fuente: Sanchez, Julio C. Aplicacién de la liofilizaciéon para la obtencién de
andamios de PLLA. Mérida, México. 2012.
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Impresién 3D

Esta técnica consiste en la creacién de estructuras mediante un cabezal de
impresion, el cual inyecta material sobre una superficie a partir del disefio
elaborado con un software [38]. De esta manera, es posible obtener andamios con

poros homogéneos y dimensiones deseadas, como se muestra en la figura 1.7.

Figura 1.7.-Andamio elaborado con policaprolactona; en la microfotografia a, b se
observa la parte superficial y en la a’, b’ muestra un corte transversal.

Fuente: Heidi A. Declercq, Acta biomaterialia, 2014 [39].
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Estereolitografia

La estereolitografia se basa en reacciones quimicas llevadas a cabo por medio de
luz para crear objetos 3D a partir de un polimero liquido. El proceso consiste en
colocar una superficie plana dentro de un recipiente cuyo contenido es polimero
fotoreactivo, posteriormente, se emplea un software de Disefo Asistido por
Computadora (DAC) para controlar un transmisor de luz ultravioleta dirigida a la
superficie sumergida, de esta manera se van creando capas soélidas. La superficie
puede subir o bajar segun sea necesario para crear el objeto 3D. Los
biomateriales que han sido utilizados en esta aplicacion incluyen al poli (propileno

fumarato) [40].

Asi, se pueden obtener estructuras porosas que pueden ser usadas para
aplicaciones de regeneracion tisular. En la Figura 1.8 se presenta un andamio de

PCL hecho con la técnica de estereolitografia.

Figura 1.8.-(a) Fotografia (b) visualizacion uCT (c y d) imagenes MEB.

Fuente: 3D-Printed Biopolymers for Tissue Engineering Application[41]
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1.8 Electrohilado

Entre 1934 y 1944, Formhals[42] publicé una serie de patentes, describiendo la
configuracion de un sistema para la produccién de filamentos de polimero usando
una fuerza electrostatica. La primera patente que registré la técnica de
electrohilado describia la fabricacién de fibras textiles de celulosa, para el proceso

se utilizé un voltaje de 57 kV y éter monoetilico de etilenglicol como disolvente.

La disposicion del sistema de electrohilado se muestra en la figura 1.9. Consta de
tres componentes principales: una fuente de poder de alto voltaje, un tubo capilar
y una unidad colectora de las fibras (usualmente una placa de metal o un cilindro

rotatorio).

La técnica consiste en la fabricaciéon de fibras mediante disoluciones poliméricas a
través de campos eléctricos, consiste en aplicar fuerzas eléctricas que superen las
fuerzas de la tension superficial en la solucién de polimero cargado, de esta forma
a un voltaje determinado, son expulsados chorros finos de disolucién desde el
capilar hasta el plato colector, elongandose de acuerdo a las fuerzas externas y

experimentando inestabilidad en algunas ocasiones.
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Figura 1.9.-Técnica convencional de electrohilado [43].

Para que el polimero sea atraido hacia el colector, es necesario que la intensidad
del campo eléctrico supere a la tensidn superficial existente en la gota de polimero
que se encuentra en la punta de la aguja, para esto, se requiere un voltaje critico,

descrito por Taylor mediante la ecuacién 1 [44].

Z
V2= 4%([7 Z—RL — g) (1.30m ) Ecuacion 1

En donde ¥/ es el voltaje critico, H, la separacién entre el capilar y el colector, L,

la longitud de la aguja, K, el radio de la aguja y ¥ representa la tension superficial

del liquido. Por medio de experimentos con distintas disoluciones, Taylor[44]
determiné que a un angulo de 49.3° la tension superficial se encuentra en

equilibro con las fuerzas electrostaticas.
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Hendricks [45], desarrolié la ecuacion 2, con la cual es posible conocer la potencia
requerida para que un flujo electrostatico emerja de una gota de radio r, situada

en el extremo de un capilar.

V =300.,20m1 r Ecuacion 2

Cuando existe un incremento de voltaje, los iones que se encuentran en la gota
(situada en el extremo del capilar) de disolucidon son obligados a situarse en la
superficie. Como resultado, la gota comienza a alargarse en forma de cono, al que
se le denomina cono de Taylor, como se muestra en la figura 1.10. Este
fenémeno es importante para el electrohilado, ya que define los gradientes de
rapidez en el proceso de formacion de fibras. Cuando V>Vc, un chorro delgado de
disolucion polimérica emerge de la superficie del cono y viaja hacia el dispositivo

colector.
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Disolucién
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Figura 1.10.-Efecto del campo eléctrico cuando es aplicado a una disolucion
polimérica que se encuentra en un tubo capilar.
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1.9 Parametros que influyen en la morfologia y diametro de la fibra

Concentracioén del polimero

Uno de los parametros mas importante en el electrohilado es la concentracion del
polimero. Las concentraciones altas son mas viscosas y pueden ser faciimente
electrohiladas, en contraste con una concentracidén baja. Las disoluciones con baja
concentracidn son mas propensas a producir globulos en las fibras, una
concentracion 6ptima produce fibras libres de éstos, como se observa en la figura

1.11ay 1.11b, respectivamente.

ZBKV N X1, 568 1Bmm

ZORU XZ,0008 lJ M

o ¥ p

Figura 1.11.- a) fibras electrohiladas con una concentracion de 8% en relacion
peso/volumen b) fibras electrohiladas con una concentracion de 12.8% en relacion
peso/volumen.
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La densidad de carga de la disolucién polimérica es otra variable que afecta al
tamafio y morfologia de la fibra. La composicién y presencia de fracciones
conductivas (sal, particulas metalicas, nanotubos de carbono) en el disolvente
afectan la densidad de carga de la disolucién polimérica. Al incrementar la
conductividad se crea una gran densidad de carga en la superficie de la disolucion
misma que es necesaria para la formacion del cono de Taylor. Ademas, se genera

mayor fuerza para estirar al polimero, convertirlo en fibras y atraerlas al colector.

Variables controlables

Las variables que se controlan con facilidad son: voltaje aplicado, diametro del
tubo capilar y la rapidez de flujo. Se requiere de cierto voltaje critico para
electrohilar, cuando se excede es posible que las nanofibras resulten con una
superficie rugosa. El diametro del tubo capilar también tiene efectos en la
morfologia de las fibras formadas. Los diametros grandes tienden a producir
glébulos. Deitzel y colaboradores [46], demostraron que el electrohilado de
polifosfaceno metilfenoxi sustituido (PNmPh) al 3%, usando una aguja calibre 25G
se producen fibras con defectos, mientras que un calibre de 18 produce fibras
lisas. La distancia entre la punta de la aguja y el colector tiene un efecto
significativo sobre las fibras electrohiladas. Distancias cortas tienden a generar

glébulos.

37



Variables amblentales

Existen diferentes parametros relacionados con el ambiente que influyen en el
proceso de electrohilado, tales como: temperatura, humedad y flujo del aire. La
mayoria de los estudios demuestran que existe una reduccion en el diametro de
las fibras cuando el electrohilado se lleva a cabo a altas temperaturas. Esto se

debe a que se reduce la viscosidad de la disolucidén polimérica.

Cuando existe un ambiente con alta humedad, se generan poros en las fibras,
esto se debe a que existen fendbmenos de evaporacion durante el proceso de

formacién de las fibras.

En relacién con la rapidez de flujo de la disolucién, un flujo de salida menor podria
ser benéfico, ya que el disolvente tendria mas tiempo para evaporarse evitando la

formacién de defectos en las fibras.
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1.10 importancia de los andamios electrohilados en la ingenieria de tejidos

En términos generales, el electrohilado es una técnica que sirve para generar
fiboras a escala nanométrica y micrométrica, éstas pueden ser usadas en
aplicaciones biomédicas tales como: cicatrizacion de heridas, ingenieria de tejidos
y liberacion de farmacos. El area superficial de un andamio electrohilado
proporciona un alto volumen de mallas fibrosas que aseguran la adhesion celular,
esto permite una mayor proliferacién de las células cultivadas; en comparacién

con una superficie plana, de dos dimensiones [47].

Los andamios promueven la actividad celular y se degradan cuando la formacién
de tejido esta completa. En ciertas aplicaciones, es deseable que un andamio
imite al tejido en cuanto a su estructura, incluyendo propiedades mecanicas y una

porosidad apropiada para la migracion y crecirniento celular.

Con el electrohilado se pueden obtener andamios con nanofibras que imitan la
matriz extracelular (MEC) nativa. Ademas, posee la versatilidad para fabricar
andamios con una variedad de propiedades mecanicas y porosidad Optima para
su aplicacion en la ingenieria de tejidos. También se han electrohilado compuestos
que contienen mezclas de polimeros sintéticos y naturales para ser utilizados en
andamios que requieren bioactividad, asi como propiedades mecanicas
adecuadas para la regeneracion de tejido vascular, dérmico, neural y cartilaginoso.
Tambien se han electrohilado disoluciones poliméricas a base de polimero y

ceramico, para aplicaciones relacionadas con la regeneraciéon 6sea [48].

En los tejidos y en los organos, las células estdn rodeadas por una matriz
extracelular (MEC), y es en esta matriz en donde las células realizan sus
funciones, en conjunto con sefiales moleculares [49]. La MEC contiene fibras de
entre 10-100 nm que estan compuestas principalmente de colageno, elastina y

fibronectina. Debido a la alta proximidad de las fibras y la morfologia de estas, son
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capaces de proveer a las células la interaccion con sefiales moleculares, y por lo

tanto, controlar sus funciones, asi como las propiedades del tejido.

La ingenieria de tejidos requiere andamios que imiten lo méas posible la estructura
y funciones de la MEC [50]. La técnica de electrohilado es un método versatil para
crear andamios biodegradables con tamario de fibras proximas a la MEC. De esta
manera, las nanofibras fabricadas de PLLA, PCL PLGA, entre otros, proveen
caracteristicas topograficas necesarias para el desarrollo de la célula. Las

nanofibras promueven la adhesién, proliferacion y diferenciacion celular.

1.11 Propiedades mecanicas del andamio

Las propiedades mecanicas de un andamio son un aspecto importante durante su
disefio. El propésito de un andamio es proporcionar una superficie para la
adherencia celular, asi como para mantener la estabilidad mecanica en el sitio del

defecto en donde es implantado [33]

Un andamio debe cumplir con dos requisitos mecanicos: debe conservar
integridad estructural y estabilidad cuando un médico lo manipula e implanta en el
sitio del tejido lesionado del paciente. Después de la cirugia, la estructura en la
zona del implante debe proporcionar soporte biomecanico suficiente durante el
proceso de regeneracién [51]. La bioestabilidad de algunos implantes depende de

factores tales como la elasticidad [52].

Algunos biopolimeros, tales como agarosa y alginato, han sido utilizados para
promover el crecimiento y la diferenciacion celular, pero sus propiedades
mecanicas pobres limitan su uso clinico. Por otro lado, los andamios elaborados
con polimeros sintéticos, tales como el PLGA y la PCL, poseen propiedades

mecanicas mas efectivas.
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Las propiedades mecanicas de un andamio estdn determinadas por factores
intrinsecos (quimica del material), y por factores extrinsecos (tamafio de poro,
porcentaje de porosidad). Las propiedades mecanicas de un andamio obtenido
mediante electrohilado, quedan establecidas por las cadenas moleculares del

polimero y por la morfologia de las fibras.

La uretra esta conformada por dos tipos de células principalmente: células de
musculo suave y células epiteliales. El musculo posee una elasticidad pasiva y
una contractilidad activa, proporcionada por la proteina estructural titina, y las
proteinas miosina y actina, respectivamente. La titina puede alcanzar una
deformacidén elastica de hasta ~ 150%, ésta caracteristica mecanica permite

soportar cargas variables aplicadas al tejido [53].

Muller y colaboradores [54], realizaron diferentes ensayos a tensiéon para
determinar el Médulo Elastico de la uretra, obteniendo valores entre 15 kPa y

20kPa. Estos valores usualmente corresponden al tejido blando del cuerpo.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La uretra es una estructura anatdémica cilindrica, que permite la excrecién de orina
(ambos géneros) y permite el paso del semen. En el hombre, la uretra es un tubo
largo que corre dentro del pene, debido a esto, es mas propensa a sufrir
obstrucciones y constricciones, en contraste a la de la mujer, cuya uretra es mas
corta[15]. Las causas de los problemas uretrales pueden ser envejecimiento,

enfermedad o lesién. Ellos incluyen:

o Estenosis uretral: estrechamiento de la uretra

» Uretritis: inflamacion de la uretra, a veces causada por una infeccion.

Los sintomas de los trastornos de la uretra pueden ser dolor, dificultad para orinar,

sangrado o secrecion [1].

Ademas de las anomalias congénitas, otras enfermedades como, cancer, trauma
e infecciones, pueden producir dafio a veces irreversible de diversos 6rganos del

sistema genitourinario y eventualmente requerir reconstruccién quirurgica.

Ante la falta de tejido urolégico nativo muchas veces se utilizan diferentes tejidos
para reparar distintos segmentos. La utilizacion de tejidos autélogos no urolégicos
para las reconstrucciones relacionadas con la uretra, aparecen como una mejor
alternativa, sin embargo, éstos presentan un alto indice de posibles efectos
adversos tales como: alteraciones metabdlicas, infecciones, perforaciones vy

posibilidad de malignizacién en algunos pacientes [1].
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JUSTIFICACION

Actualmente, la utilizacién de tejido genital vecino es la primera eleccion de
tratamiento que ofrece mejores resultados. Sin embargo, en defectos uretrales
extensos, este tejido no es suficiente y se requiere la utilizacién de tejido
extragenital [55]. La ingenieria de tejidos puede ayudar a resolver los problemas
que se presentan con el uso de injertos de tejido no urolégico, mediante la

utilizacion de soportes tridimensionales: andamios.

HIPOTESIS

Mediante la mezcla de los polimeros PLGA y PCL se obtendra un andamio con

caracteristicas necesarias para la ingenieria de tejidos de la uretra.
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OBJETIVOS

Objetivo general

Elaboracién de un andamio tubular de acido poli(lactico-co-glicélico) (PLGA) y

policaprolactona (PCL) mediante la técnica de electrohilado, para su uso en la

ingenieria de tejidos de la uretra.

Objetivos especificos

Evaluar diferentes parametros en la técnica de electrohilado para la
obtencién de un andamio tubular de PLGA y PCL

Evaluar las diferentes concentraciones PLGA y PCL, obteniendo asi, una
Optima para el electrohilado

Variar los parametros del electrohilado para obtener diferentes
caracteristicas de los andamios.

Obtener andamios que posean una alta superficie de contacto.

Lograr la reproducibilidad de obtenciéon de andamios tubulares de PLGA y
PCL.

Caracterizacion fisicoquimica del andamio.
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CAPITULO IIl. MATERIALES Y METODOS

En este capitulo se expone la metodologia seguida para la obtencién de un
andamio tubular fabricado de PLGA/PCL. Se realizaron variaciones de
concentracién del polimero en la solucién hasta llegar a la éptima relacion. De
igual forma, se dan a conocer los parametros utilizados en la maquina de
electrohilado, tales como: variaciones de voltaje, flujo de salida, rapidez de giro del

cilindro, distancia aguja-colector y calibre de la aguja.

El disolvente es una variable clave para lograr el electrohilado de la mezcla de
polimeros, por esta razén, primero se realizaron pruebas para cada polimero por
separado, de esta manera, se eligié el mejor disolvente para el PLGA y para la
PCL. Se utilizé una variedad de mezclas, para tener un mejor control e

identificacion de ellas, se les ha asignado una letra.

Habiendo optimizado las variables de la maquina y la concentracién de polimero
se procedié a mezclar ambos a diferentes porcentajes, asi, fue posible obtener

microfibras con una morfologia ideal para la ingenieria de tejidos [4].
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2.1 Disoluciones

Disolucién PCL

Para esta disolucion se utilizdé policaprolactona en forma de pellets (Perstorp,
Estados Unidos); posee una masa molecular de 80000, Tm de 58°C-60°C y Tg -
60°C. Los disolventes utilizados fueron diclorometano anhidro 299.8%, N-N
dimetilformamida anhidra 99.8% (Sigma-Aldrich, Estados Unidos) y Cloroformo
grado reactivo (JALMEK, México).

Se utilizaron dos sistemas para disolver a la PCL, el primero esta conformado por
los disolventes dimeclorometano (DCM) y dimetilformamida (DMF) [56-58]; para el
segundo sistema de disolventes se utilizé el cloroformo, DMF y etanol [59, 60].

Varias fracciones en peso de PCL (8%,10%,12%,) en relacion masal/volumen)
fueron disueltos en DCM:DMF (20:80, 30:70) por 30 min a temperatura ambiente
(30°C) [61], tal como se muestra en la tabla 1y 2.

Tabla 1.- Variaciones de masa de PCL, disueltos en DCM:DMF(20:80).

DCM DMF PCL Letra asignada a la disolucion
(ml) (ml) (9) polimérica

2 8 0.8 A

2 8 1 B

2 8 1.2 C
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Tabla 2.- Variaciones de masa de PCL, disueltos en DCM:DMF (30:70)

DCM (ml) DMF (ml) PCL(g) Letra asignada a la disolucion polimérica

3 7 0.8
3 7 1
3 7 1.2 F

Para el sistema conformado por la PCL, cloroformo, dimetilformamida y etanol se

realizaron las siguientes mezclas.

Mezcla G. 2g de PCL fueron disueltos en 13.5 ml de cloroformo durante 40 min,
después, fueron agregados 2.1 ml de DMF a la disolucién de PCL y cloroformo.

Mezcla H 2g de PCL se disolvieron en 13.5 ml de coloroformo durante 40 min,

posteriormente fueron agregados 2.1 ml de etanol grado reactivo a la disolucién de

PCL y cloroformo.

El resumen de ambas disoluciones se observa en la tabla 3

Tabla 3.- PCL disuelto en diferentes porcentajes de cloroformo y etanol

PCL cloroformo etanol DMF Letra asignada
a la disolucion polimérica

29 13.5 ml - 21 ml G

29 136m 2.1 ml - H
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Disolucién PLGA

Para esta disoluciéon se utilizé Poli(D, L-lactico-co-glicdlico), con una relacién de
75:25 lactico:glicédlico, masa molecular de 76000-115000 y Tg de 49°C-55°C
(Sigma-Aldrich, Estados Unidos).

Los disolventes utilizados fueron diclorometano anhidro 299.8%, y N-N
dimetilformamida anhidra 99.8% (Sigma-Aldrich, Estados Unidos).

La concentracion de las soluciones se basaron en trabajos de Baker y
colaboradores [62], estas mezclas fueron preparadas a temperatura ambiente
(30°C) durante 1 h.

La relacion entre disolventes y PLGA se muestra en la tabla 4

Tabla 4 .- relacion de disolventes usados para el electrohilado del PLGA

DCM (ml) DMF (ml) PLGA (g) Letra asignada a la disolucion polimérica

4.5 - 0.77

15 1.5 1 J
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Disoluciéon PLGA/PCL

PLGA al 33.3% fue disuelto en DMF:DCM (50:50) durante 1 h a temperatura
ambiente (30°C) y PCL al 12.82% fue disuelto en cloroformo:etanol (86.5:13.5)

durante 40 min a temperatura ambiente (30°C).

La disolucion de PLGA que se muestra en la figura 2.1 fue mezclada con la del
PCL a dos porcentajes diferentes a temperatura ambiente (30°C), como se

muestra en la tabla 5.

Figura 12.-Mezclado de PCL con 20% y 30% de PLGA
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Tabla 5.- Relacién de valores de porcentajes de PLGA agregadas a la disolucion de PCL

Porcentaje en la disolucion  Tiempo de mezclado Letra asignada

a la disolucion polimérica

PLGA 20%, 24 horas K

30% 24 horas L
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2.2 Construccion del andamio tubular

En el diagrama esquematico de la figura 2.2 se expone el procedimiento para la

preparacion del andamio tubular.

Bomba

inyectora }DF

Disolucion
polimerica

voltaje

_Motor

Colector rotatorio

Figura 13 .-Diagrama esquematico del proceso de electrohilado
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En la figura 2.3, se muestra una fotografia del equipo utilizado para el electrohilado

de las disoluciones poliméricas.

Figura 14.-fotografia del dispositivo para electrohilado

Un cilindro de diametro pequefio (5 mm de diametro) se recubre con teflon, esto
servira para que al final del proceso el andamio se pueda retirar con mayor
facilidad.

5 mi de la mezcla de PLGA/PCL fueron colocados en una jeringa con aguja de 0.5
mm de didmetro, que posteriormente fue montada a la bomba inyectora (fue

purgada antes de funcionar).
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Ya que los parametros a variar en la maquina de electrohilado son numerosos,
todos éstos se mantuvieron constantes para electrohilar cada polimero, asignando
valores reportados en la literatura [7, 59]. Se puso especial atencién en la
concentracién de la disolucion, como sefala Sanchez y Rodriguez [60]. El

conjugado de variables se observa en la tabla 6.

Tabla 6.- Relacion de parametros aplicados a la maquina de electrohilado para la
obtencion de andamios tubulares.

Disolucion Voltaje " Distancia al Rapidez_dé Diametro interior
polimérica  (kv) colector inyeccion de la aguja
A 18 15 0.4 0.5
PCL B 18 15 0.4 0.5
C 18 15 0.4 0.5
D 18 15 0.4 0.5
E 18 15 0.4 0.5
F 18 15 0.4 0.5
G 18 15 0.4 0.5
H 18 15 0.4 0.5
[ 20 15 3 0.5
PLGA J 20 15 3 0.5
22 15 0.5 0.5
PLGA/PCL L 22 15 0.5 0.5
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2.3 Caracterizacion del andamio tubular

Morfologia

La estructura, el diametro y detalles morfolégicos de las fibras, fueron observados

con un microscopio electronico de barrido (MEB) marca JEOL JSM-6360 LV.

Las muestras tuvieron dimensiones de 0.50 cm?, algunas muestras solo fueron
analizadas con el microscopio oOptico, debido a que a baja resolucion ya se
observaban defectos notorios en las fibras, lo cual, hacia innecesario analizarlas
por el MEB. EIl diametro promedio de las fibras electrohiladas, se determiné con

las imagenes del MEB por medio del software Image-|.

Andlisis FT-IR

Para determinar si el tipo de degradacion que se llevaba a cabo era hidrolisis
(cuando el andamio era sumergido en PBS), las fibras electrohiladas de PCL,
PLGA y PCL/PLGA fueron caracterizadas por medio de la técnica de reflexién total
atenuada (RTA) con un cristal de Zirconio-Selenio en un intervalo de 500 a 4000

cm'1, analizando un total de 60 escaneos.
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Determinacién del grado hidrofilicidad del andamio mediante angulo de

contacto

En un medidor de angulo de contacto Tantec's Cam Plus Micro se colocd una
muestra de 7 cm? para después aplicarle una gota de 10 pL. Se realizaron 8
mediciones para cada andamio, las fotografias fueron tomadas a los 5 s después

de haber depositado la gota. El equipo utilizado se muestra en la figura 2.4.

Figura 15.- Medidor de angulo de contacto Tantec Cam Plus Micro
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Propiedades mecédnicas del andamio tubular

Un prerrequisito importante para el uso de andamios hechos mediante
electrohilado para aplicaciones biomeédicas son propiedades mecanicas
adecuadas. Se ha demostrado que un estimulo mediante el esfuerzo y la
deformacion de las microfibras y nanofibras influyen en la migracion, proliferacion

y diferenciacion celular [63].

Las propiedades mecanicas fueron determinadas siguiendo el procedimiento
utilizado por Loung [64], para ensayos a tension de membranas electrohiladas. La
rapidez de deformacion fue de 5mm/min. Esta prueba se efectué mediante la

maquina de ensayos Mini Shimadzu.

La probeta con dimensiones de 40 mm x 10 mm x 0.3 mm fue colocada en un
marco hecho de carton; esta sujecidn permitia una mejor manipulacion de la
probeta en la maquina de ensayos. El ensayo realizado, asi como las

dimensiones de la probeta se muestran en la figura 2.5.

-

10 mm
|

20mm

¥
¥

10 mm
—d

Figura 16.-Dimensiones utilizadas para las probetas.
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Degradacion “in vitro”

Para los estudios de degradacién in vitro, el andamio PLGA:PCL (20:80) fue
seccionado (5mm x 5 mm) (n=5) . Cada muestra fue sumergida en viales de
laboratorio con 10 ml de solucién PBS (Phosphate Buffer Solution, pH 7.4, sin
bactericida). Los pocillos fueron colocados a 37 °C en una incubadora y la solucion
PBS fue reemplazada cada 7 dias, durante 5 semanas. El procedimiento se

muestra en la figura 2.6.

Pocillos de laboratorio Incubadora

Horna con vacio

Figura 17.- Procedimiento realizado para los estudios de degradacion del andamio

Cada muestra retirada de la solucion PBS fue secada en un horno al vacio a
temperatura ambiente por 12 horas, posteriormente analizadas en el Microscopio

Electréonico de Barrido.

La pérdida de masa de cada muestra de andamio fue determinada mediante la

ecuacion 3.

Porcentaje de pérdida de masa = x 100 Ecuacién 3
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Donde M representa a la masa final y M a la masa inicial, medidas mediante una

balanza electrénica.

Anélisis DSC

Mediante un analisis DSC es posible determinar las temperaturas caracteristicas
de transformacion o de transicion, tales como: transicién vitrea, cristalizacion,

transformaciones poliamorficas, fusion, ebullicion, sublimacién, entre otras [65].

Una forma de conocer el grado de compatibilidad entre dos o mas disoluciones es
mediante una prueba DSC. Si la mezcla analizada muestra cambios de capacidad
calorifica durante la transicién vitrea significa que el sistema pudiera presentar
compatibilidades [66]. Otro de los métodos para determinar el comportamiento de
una mezcla de polimeros es comparando el grado de cristalinidad entre el
polimero semicristalino y el grado cristalinidad cuando es mezclado con otro. Si
existe una disminucion del porcentaje de cristalinidad significa que existen

fendmenos de compatibilidad entre las zonas amorfas del sistema [67].

Para determinar el porcentaje de cristalinidad del polimero, se utilizé la ecuacion 4.

AH
X = — Ecuacion 4
AH?

En donde AH representa la entalpia de fusiéon del andamio de PCL y AH' Ia

entalpia del polimero considerado 100% cristalino.

Para determinar el porcentaje de cristalizacion en la mezcla de PLGA:PCL (20:80)

se utilizé la ecuacion 5.
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Ecuacion 5

En donde AH representa la entalpia de fusion del andamio y AH’ representa la

entalpia de fusion de la PCL con 100% de cristalinidad, W es la fraccién de PCL

en la mezcla.

En el CICY existe un calorimetro diferencial de barrido modelo Perkin Elmer, que

fue utilizado para las pruebas. Los parametros utilizados para el analisis téermico

se encuentran en la tabla 7. En la figura 2.7 se muestra el equipo DSC utilizado.

Tabla 7.- Parametros utilizados para el analisis DSC

Andamios Intervalo de Masa (mg) Flujo de calor
temperaturas °C/min
PCL 0°C-65°C 2.5 10
PLGA:PCL 0 °C-80 °C J 2.6 10
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Figura 18.- Dispositivo utilizado para los estudios DSC
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CAPITULO lII. Resultados y Discusion

3.1 Andamios tubulares de PCL

Las dimensiones de los andamios tubulares electrohilados fueron establecidas
mediante un instrumento de medicién Vernier y presentaron los siguientes valores:
espesor de 1 mm, 7 cm de longitud y un diametro de 5 mm, presentaban una

superficie rugosa, eran flexibles y de consistencia blanda. En la figura 3.1 se

muestra un andamio tubular obtenido mediante electrohilado.

Figura 19.- Fotografia de un andamio tubular hecho con la técnica de electrohilado
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3.2 Analisis de las micrografias del MEB

Andamio tubular de PCL

En la figura 3.2 se muestran las micrografias de las disoluciones A, B y C
electrohiladas; en ellas se aprecia gran cantidad de glébulos, cuya formacion aun
no ha sido establecido claramente, estos defectos se relacionan con la tension
superficial existente en la disolucién polimérica, ya que ésta intenta reducir el area

superficial por unidad de masa, cambiando los chorros por esferas, [60].

Figura 20.-Micrografias de los andamios hechos de las disoluciones A, By C. Ay
B son imagenes MEB y C es una imagen captada con el microscopio optico (X40).
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La disolucion A no presenta fibras, debido a una baja concentracion del polimero
en los disolventes [68], B presenta fibras pero con gran cantidad de glébulos que
median aproximadamente de 7um a 10 um, de igual manera, puede observarse
que la disolucion C tambiéen presenta globulos, por lo que estos dos ultimos
sistemas de disoluciones fueron descartados para la construccion del andamio

tubular.

Al aumentar la concentracién del polimero, utilizando los mismos disolventes se

obtuvieron las fibras mostradas en las micrografias de la figura 3.3.

Figura 21.- Micrografias de las disoluciones D, E, F. La disolucion F fue vista
mediante un microscopio optico, utilizando una ampliacion de 40X.
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Las disoluciones hechas con DCM:DMF(30:70) también presentaron globulos, por

lo que ambos disolventes también fueron descartados.

Modificando los disolventes y la concentracion de polimero, se obtuvieron fibras de

PCL, como se observan en la figura 3.4.

La mezcla D electrohilada presenta fibras con pocos glébulos, la mezcla E no
presenta globulos y se observa cierta alineacién debido a la rapidez de giro del
cilindro. Habiendo obteniendo estos resultados, las demas disoluciones se

descartaron y se eligio la mezcla E.
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Andamios tubulares PLGA

Existieron complicaciones para retirar el andamio del cilindro rotatorio, ya que por
su naturaleza, es un polimero fragil. El andamio resultante elaborado a partir de
PLGA, media 5 cm de longitud, un espesor de 0.2 mm aproximadamente y con
superficie lisa, dichas mediciones fueron realizadas con un instrumento Vernier.

Las muestras fueron analizadas con el microscopio optico, las fotografias se

muestran en la figura 3.5.

Figura 23.- Andamios de PLGA vistos con el microscopio 6ptico

La mezcla |, no mostro fibras pero si gran cantidad de glébulos, la mezcla J
presento fibras con algunos globulos, por esta razon la disolucién polimérica J fue

la elegida para mezclar con la disolucion de policaprolactona.

65



Andamios tubulares PLGA/PCL

Mezcla K

En la figura 3.6 se muestran las micrografias de los andamios obtenidos con la

mezcla K, PLGA:PCL (20:80).

Figura 24 .- Micrografias del andamio elaborado de Ia mezcla K
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En el andamio de la muestra K, se pueden apreciar fibras con diametros

aproximadamente de 1 ym, ademas de presentar una alta porosidad.

En la micrografia K3, pueden observarse los poros formados por las fibras,
mismos que sirven para alojar a la ceélula y ésta se pueda desarrollar para la
formacién de tejido, tal como sefiala Stevens [69]. Las fibras obtenidas tienen una
morfologia mas definida en comparacion con las reportadas por Hieb y

colaboradores [7].

En la figura 3.7 se observa un andamio de PLGA:PCL (20:80) cuyo diametro
interno es de 3 mm, para lograr disminuir el diametro del andamio tubular fue
necesaria la fabricacién de un cilindro de acero inoxidable con un diametro

también de 3 mm.
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Figura 25.- Fotografias del andamio PLGA:PCL (20:80) con diametro interno de 3
mm

Como se puede observar en la figura 3.8, la disminucién del diametro del cilindro
no afecta a las fibras, de esta manera, es posible variar esta medida sin
morfologias diferentes.
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Figura 26.- Micrografias observadas mediante el MEB del andamio tubular de
PLGA:PCL (20:80) con un diametro interno de 3 mm.
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Mezcla L

Las fibras obtenidas de PLGA:PCL (30:70) se observan en la micrografia de la
figura 3.9.

Figura 27.- Micrografia SEM del andamio de PLGA:PCL(30:70)

Tal como sefnala Hieb [7], un exceso de PLGA puede resultar perjudicial para las
fibras, probablemente, debido a que cuando las fibras son depositadas en el

cilindro colector, aun contienen residuos de disolvente.
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3.3 Medicion de los diametros de las nanofibras

Para la medicion de los diametros, una micrografia de MEB fue dividida en 4
cuadrantes, midiendo 25 fibras en cada uno como se muestra en la figura 3.10.
Para determinar el diametro de los poros promedio, se trazaron circulos entre 3
fibras, siendo 5 en cada cuadrante. En la tabla 9 se muestran los valores

estadisticos que fueron determinados.

Figura 28.- La imagen fue dividida en 4 cuadrantes, para un mejor analisis
estadistico
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Tabla 8.-Valores estadisticos que fueron determinados para los andamios

Muestra | Numero de Media Promedio Desv. Tamano Tamafo Tamafio
fibras (Um) (um) Estandar de poro de fibra de fibra
(um) promedio Min. Max.
(pm) (pm) (bm)
K 100 1.192 1.200 0.31 7.5 0.55 1.8

3.4 Medicién del angulo de contacto

Binulal [70] sefala que el angulo de contacto de la policaprolactona tiene un valor
de 143°, los angulos de contacto de los andamios electrohilados de la mezcla Ky
L presentaron un angulo de contacto de 84° y 82° respectivamente. Tama e |kada
[71] realizaron pruebas de adhesion con fibroblastos en superficies con diferentes
grados de hidrofilicidad, llegando a la conclusién de que éstos mostraban una
mayor adhesion en materiales que presentaban angulos de contacto de entre 60°

y 80° En la figura 3.11 se observan los resultados obtenidos con los andamios

analizados.
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Figura 29.- Fotografias del angulo de contacto, pertenecientes a los andamios
electrohilados de las mezclas Ky L

El grado de hidrofilidad de un andamio es un factor importante para la adhesion
celular. Anadiendo un mayor porcentaje de PLGA en el andamio se consigue un
menor angulo de contacto. El copolimero utilizado (PLGA) tiene una relacion de
75:25 (acido lactico:acido glicolico), dado que el acido glicélico es el monémero
que aporta las propiedades hidrofilicas, una mayor presencia de éste en el

copolimero mejoraria estas propiedades en el andamio.

3.5 Propiedades mecanicas del andamio

El PLGA es un material rigido, cuyo médulo elastico cuando es electrohilado es de
323.15 MPa [51]; en la grafica de la figura 3.12 se observa el diagrama esfuerzo-
deformacién. A partir de estas curvas se realizé el calculo para determinar el
modulo elastico del andamio. La PCL electrohilada posee un Médulo Elastico de
1.8 MPa y el andamio electrohilado de PCL y PLGA mostré un Modulo Elastico de
11.31 MPa.
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Los valores correspondientes al médulo elastico del tejido uretral se encuentran
entre 10 kPa y 20kPa [54]. El mddulo elastico del andamio permite satisfacer las

propiedades mecanicas demandadas por el tejido uretral [28].

PCL:PLGA(80:20)
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Figura 30.- Diagrama esfuerzo-deformacion del andamio ( rojo) y la PCL (azul).
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3.6.-Estudios de degradacién.

Existen dos formas principales por las cuales, las cadenas de los polimeros
pueden romperse: pasivamente por hidrélisis o activamente por reacciéon
enzimatica [72]. Para la mayoria de los materiales biodegradables, especialmente
los polimeros artificiales, la hidrolisis es el mecanismo mas importante de
degradacion, ya que el agua penetra en el polimero y ocasiona la formacion de

oligbmeros y monomeros.

Mediante la introduccién de un segundo monomero en la cadena polimérica,
muchas de las propiedades del polimero original pueden ser influenciadas, tales
como cristalinidad, la temperatura de transicion vitrea o el tiempo de degradacién.
Para el copolimero PLGA la rapidez de degradacion puede ser controlada con el

aumento o disminucion en el contenido de acido glicélico [73].

La hidrélisis es una reaccion bimolecular en la que el agua y el grupo funcional
gue posee el enlace labil estan involucrados[74]. Los polimeros hidréfilos ocupan
grandes cantidades de agua, esto provoca un aumento en sus tasas de
degradacion correspondientes. Se ha reportado que para suturas quirurgicas
fabricadas a base de PLGA la resistencia a la rotura va a depender
marcadamente del pH del medio en donde fue realizado el proceso de
degradacion. En la figura 3.13 se observa el mecanismo quimico de degradacion

hidrolitica del PLGA.
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Figura 31.-Degradacion hidrolitica del PLGA

El proceso de degradacion consiste en dos etapas: primero, comienza una rotura
aleatoria de enlaces éster, lo que conduce a una disminucién en las propiedades
mecdnicas y reduccién de la masa molecular del polimero. En la segunda etapa,
existe un mayor desarrollo de rotura en los enlaces éster, lo que propicia una

disminucién de tamario en las cadenas moleculares; provocando pérdidas de

masa [75].

La hidrolisis de PCL se muestra en la ecuacion de la figura 3.14.
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Figura 32.-Hidrélisis de la PCL

Cuando las cadenas largas de polimeros se escinden a cadenas mas cortas, son
lo suficientemente pequerfias para migrar fuera de la fibra, la masa de la fibra

original, se reduce [76].

La PCL degrada lentamente debido a la presencia de cinco enlaces hidrofébicos
CHy repetitivos [77].

Los registros de pérdida de masa de los andamios durante cada semana se

muestran la grafica de la figura 3.15.
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Figura 33.-Masa remanente de los andamios durante cada semana

Como se observa, la degradacion refleja una caida de tipo exponencial, con
asintota un poco mayor a 83, tipo parabélico para la semana 5, corresponde al
minimo de la parabola, siendo un poco menos de 83%. Debido a la lenta
degradaciéon que muestra la PCL, significa que aproximadamente poco menos de

17% de pérdida de masa pertenece al PLGA.

En la figura 3.16, se presentan las micrografias del microscopio electrénico, al
comparar la imagen de la semana 0, con la imagen de la semana 1, se observa
que la superficie de las microfibras ya no son homogéneas, pues se ve una

especie de sombra que corresponde a la pérdida del PLGA. Esta sombra va en
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aumento con el transcurso de las semanas. A partir de la primera semana
comienzan a hacerse visibles los cambios en la morfologia de las fibras, pero es
hasta la tercera semana cuando comienza a disminuir el diametro (estos
didmetros fueron medidos con el software ImageJ). A finales de la quinta semana
se aprecia que las fibras comienzan a romperse y disminuyendo aun mas su

didmetro.
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Figura 34.-Micrografias SEM de los andamios sometidos a procesos de

degradacion
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Durante el analisis SEM se verifico que existian areas en donde aun era posible
observar fibras, sin embargo, también estaban presentes superficies en las cuales
eran poco visibles. Esto puede ser ocasionado (entre otros factores) por una
erosiéon superficial de las fibras poliméricas. Principalmente, existen dos tipos de
erosion: superficial y en masa. En la erosion superficial el material solo
experimenta pérdida de masa en su superficie, mientras que en la erosién en
masa la degradacion y la erosion no se limitan a ésta, por lo que la pérdida de
masa ocurre en todo el volumen del material, por lo tanto, el tamafo del material

permanecera constante durante un tiempo considerable [72].

El mecanismo de degradacién quimica que se llevo a cabo es la hidrélisis de los

enlaces éster.

En la grafica de la figura 3.17, se muestran los espectros FTIR del PLGA puroy la
PCL pura en el intervalo de nimero de onda entre 820 cm™ y 900 cm™. El pico que
se observa a 865 cm™' corresponde al enlace C-COO en tension del PLGA; el pico
que se observa en 840 cm™ corresponde al enlace CH2 en balanceo de la PCL
[78]. El pico de la PCL estd asociado a CH; en balanceo. El pico de la PCL fue
elegido para compararlo con los espectros de los andamios degradados, de esta
manera se verificara el comportamiento del enlace en el transcurso de las

semanas.
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Figura 35.-Enlace C-COQ para las unidades lacticas del PLGA y enlace CH; para
la PCL.

Se parte del hecho que la degradacién de la PCL es despreciable a las once
semanas. Por lo tanto, el pico de la PCL en 840 cm™, no varia durante ese tiempo.
Esto quiere decir que se puede tomar este pico como referencia para monitorear la
degradacion del PLGA, observando el cambio del pico del PLGA (865 cm™) dentro
de la mezcla. El mecanismo para hacer esto es el siguiente: se toma lo picos
correspondientes a este numero de onda de las mezclas a tres y once semanas

de degradacion, y se normalizan al correspondiente pico a cero semanas de
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degradacion. Con esta operacién, las variaciones que se observen de los grupos

lacticos del PLGA dentro de la mezcla, seran reales.

Como se ha comentado, la degradacion de la PCL es mucho mas lenta que la del

PLGA, ya que su tiempo de degradacion es de aproximadamente dos afios [79].

En la grafica de la figura 3.18 se presentan los espectros pertenecientes al
andamio de PLGA:PCL (20:80), sometido a degradacion durante cero, tres y once
semanas. Como se observa, el pico correspondiente a los C-COO del acido lactico
disminuye al paso de las semanas, desapareciendo practicamente a las once
semanas. Esto confirma que la degradacion hidrolitica para esta mezcla, a corto

plazo, solo afecta al PLGA.
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Figura 36.-Espectros al andamio PLGA:PCL (20:80), sometido a degradacion
durante cero, tres y once semanas.
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3.7 Analisis DSC

Para analizar el comportamiento térmico de la PCL y PLGA cuando son
mezclados, se realizaron ensayos DSC de cada uno por separado. En las graficas
de la figura 3.19 se observan los termogramas correspondientes a los polimeros
que componen la mezcla. La PCL (61°C) presenta un calor endotérmico (pico)
que se asocia con la fusion de su fase cristalina (PCL Corrida 1). EI PLGA
presenta su transicidén vitrea alrededor de los 50°C. La energia endotérmica que
se observa al terminar la transicién vitrea en su termograma, corresponde a una
relajacion estructural (adquirida por el proceso a que fue sometido, incluyendo su
sintesis), esto se comprobd al desaparecer esta energia endotérmica en las
subsecuentes corridas, como se observa en la figura (PLGA Corrida 2). Es posible
adquirir nuevamente esta relajaciéon estructural, al dejar el PLGA tres horas a una

temperatura de 12°C por debajo de su Tg [80].

Heat Flow (W/g)

5 N . . .
0 30 40 50 60 70

Temperatura (°C)
Figura 37.-Termogramas de PCL y PLGA
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En la figura 3.20 se muestra el termograma de la policaprolactona y de la mezcla
de PLGA:PCL (20:80), comparando ambos termogramas se aprecia un cambio en

la pendiente en el intervalo de 15°C a 30°C en el termograma de la disolucion

PLGA:PCL(20:80).
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Figura 38.-Termogramas de PCL y PLGA:PCL (20:80)
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Este cambio en la pendiente esta asociado con la Tg del PLGA (50°C). Diversos
autores sefialan que un cambio, incluso minimo, en la linea base de la mezcla,
sugiere que existen interacciones entre las zonas amorfas entre ambos
polimeros[67, 81-83].

Para corroborar esta interaccion se realiz6 una segunda corrida, el termograma
correspondiente se muestra en la figura 3.21. Como se observa, aparentemente el

cambio de pendiente apreciado en la primera corrida ya no es visible.

— PLGA:PCL(20:80)
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Figura 39.-Segunda corrida DSC para mezcla PLGA:PCL(20:80)
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Sin embargo, realizando una ampliacién mostrada en la figura 3.22 en el intervalo
de 20 °C y 40 °C se observa una ligera desviacion de la linea base. Esto es debido
a que la Tg del PLGA traslap6 con el pico endotérmico de la PCL durante la

segunda corrida, lo cual, esta asociado con la relajacién entalpica del PLGA[81].

25 30 % a0 4€
___——~Temperatura {°C)

Figura 40.- Ampliacién en el intervalo de 20°C a 40°C para la mezcla PLGA:PCL

La endoterma de cristalinidad de la PCL dentro de la mezcla, practicamente no se
ve afectada por la presencia de los dominios de la PLGA. Los pequefos cambios
que se observaron, corresponden realmente a las condiciones de enfriado a los

que fue sometida la mezcla, o bien, al poco contenido de PLGA que presenta el

andamio.
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Perspectivas

Los objetivos planteados al inicio de este trabajo de investigacion fueron
cumnplidos, ya que se logré obtener un andamio tubular fabricado mediante la
técnica de electrohilado. La caracterizacién del andamio es de suma importancia,
pues existen diversas propiedades que no pueden ser observadas a simple vista.
Tener conocimiento de dichas propiedades, sera de gran importancia para las

aplicaciones posteriores de la estructura tridimensional fabricada.

La tecnica del electrohilado ofrece una gran flexibilidad para la eleccion del
material del andamio, asi como un control mas preciso sobre su geometria.
Ademas, permite la fabricacion de fibras con diametros que van desde nanémetros
hasta micrometros; mediante la modulacién de los parametros de hilatura tales
como: rapidez de flujo, distancia y variaciones en las propiedades de la solucion

del polimero.

Los andamios basados en polimeros sintéticos ofrecen ventajas en sus
propiedades mecanicas, ya que pueden ser ajustables, de igual forma, son
susceptibles a la funcionalizacion de su superficie a través de recubrimientos de
proteinas o proveer moléculas de sefializacion para activar receptores especificos

en la membrana celular.

Con la obtencién de este soporte tridimensional para las células sera posible
desarrollar tecnologias novedosas para la ingenieria de tejidos. Entre otras
aplicaciones, se ha planteado la construccion de un bioreactor que mediante
impulsos mecanicos estimule la proliferacién celular en el andamio. Coadyuvando
de esta manera al objetivo principal de la ingenieria de tejidos, la obtencién de
tejido que pueda ser utilizado en pacientes que lo requieran, mejorando asi su

calidad de vida.
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CONCLUSIONES

Uno de los principales factores para el uso de andamios electrohilados como
soportes para cuitivo de células, es que las fibras imitan la escala y la disposicién
tridimensional de las fibrillas de colageno en la Matriz Extracelular. El area
superficial de un andamio electrohilado proporciona un alto volumen de mallas
fibrosas que aseguran la fijacién celular, esto permite una mayor proliferacién de
las células cultivadas; en comparacién con una superficie plana, de dos

dimensiones.

Se logroé la fabricacion de un andamio tubular de PLGA/PCL (20:80) a partir de la
mezcla K, los diametros internos obtenidos fueron de 5 mm y 3 mm. Esta medida
es considerada ideal, ya que la uretra humana posee un diametro de entre 3 mmy

4 mm.

Para comprobar la existencia de fibras en el andamio, se analizaron muestras
mediante microscopia electronica de barrido. En las micrografias obtenidas se
observaron fibras libres de giébulos e imperfecciones, asi como una porosidad
homogénea. Para llevar a cabo la medicién del tamafio de las fibras y de los poros
se utilizé el software Image-J, con el cual, se determind que el diametro de fibra
promedio fue de 1.200 um. Para tener conocimiento del tamafio de poro promedio,
se frazaron circulos entre las fibras sobrepuestas en forma de triangulo y sus
diametros fueron medidos, dichos diametros mostraron un valor promedio de 7.5
KMm. En la literatura se hallaron articulos que sefalan que este tamario de fibras y

poros es ideal para la ingenieria de tejidos de la uretra.

Los andamios tubulares de PLGA:PCL (20:80) mostraron valores de angulo de
contacto de 84° lo cual representa un aumento en la hidrofilicidad, si es
comparado con andamios elaborados unicamente de PCL reportados en la
literatura. EI andamio obtenido con una relacién de PLGA:PCL (30:70) mostro un
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valor de angulo de contacto de 82°. Esta disminucién corrobora que un aumento
en la cantidad de PLGA en la disolucién polimérica representa un mayor grado de
hidrofilicidad del andamio, sin embargo, las fibras observadas con esta relacion
eran menos homogeneas y la mezcla presentaba cierta dificultad para ser
electrohilada. Por lo tanto, la mezcla de PLGA:PCL en una relacién de 20:80 es la

adecuada para obtener andamios a partir de estos dos polimeros. .

Para determinar las propiedades mecdanicas del andamio se realizaron ensayos a
tensién, el resultado que se obtuvo fue un médulo elastico de 11.31 MPa, esta
caracteristica mecanica permite soportar la demanda del tejido uretral cuando sea

implantado.

En relacién a la degradacién in vitro del andamio, se determiné mediante
micrografias MEB que aun después de la semana 5 era posible observar fibras.
Sin embargo, la morfologia de los poros es diferente si se comparan con los
existentes en la semana 0, ya que en el andamio sometido a degradacién no era
posible observar fibras sobrepuestas en forma de un triangulo totalmente definido.
Debido a que al término de la quinta semana era posible observar fibras, significa
que el andamio no sufrird colapso y podra cumplir de manera satisfactoria su

funcion como soporte para un cultivo celular.

Para monitorear la degradacién del PLGA se realiz6 un analisis FT-IR. Los picos
correspondiente a los C-COO (865 cm™) del acido lactico del PLGA contenido en
los andamios degradados, fueron comparados con un pico de la PCL (CH; en 840
cm™ ) ya que la degradacion de la PCL es despreciable a las once semanas. Al
normalizar la grafica se observé que existia una menor intensidad en el pico del
enlace C-COO. Esto confirma que la degradacién hidrolitica para esta mezcla, a
corto plazo, solo afecta al PLGA. A partir de estos resultados se puede inferir que
al término de la quinta semana, la pérdida de méas del 15% de la masa del
andamio sometido a degradacion, se debe principalmente a su contenido de
PLGA.
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Para el analisis térmico del andamio se realiz6 una corrida DSC, y en el
termograma obtenido se observd un cambio de pendiente en el intervalo de 20°C
a 40°C. Este cambio en la pendiente esta asociado con la Tg del PLGA (50°C),
esto sugiere que existen interacciones entre las zonas amorfas de ambos
polimeros. En la segunda corrida DSC, el cambio de pendiente apreciado en la
primera corrida correspondiente al andamio PLGA:PCL (20:80) ya no era visible,
sin embargo, realizando una ampliacion en el intervalo de 20 °C y 40 °C se
observa una ligera desviacion de la linea base. Esto es debido a que la Tg del
PLGA traslap6 con el pico endotérmico de la PCL durante la segunda corrida. Se
establece entonces que si bien no existe una miscibilidad, ambos polimeros son
compatibles, pues comparten grupos funcionales que permiten interacciones entre

ellos.

En esta tesis, se presenté un estudio para la obtencién de un andamio cuyas
caracteristicas son adecuadas para la ingenieria de tejidos de la uretra. Sin
embargo, es importante sefalar que dia con dia existen nuevos descubrimientos
en esta disciplina, por lo que se hace imprescindible continuar con la busqueda de
nuevas tecnologias que contribuyan a este importante e incipiente campo de la

ciencia.

Con la obtencion de este soporte tridimensional para las células, sera posible
desarrollar tecnologias novedosas para la ingenieria de tejidos. Entre otras
aplicaciones, se ha planteado la construccion de un bioreactor que mediante
impulsos mecanicos estimule la proliferacion celular en el andamio. Coadyuvando
de esta manera al objetivo principal de la ingenieria de tejidos, la obtenciéon de

tejido que pueda ser utilizado en personas, mejorando asi su calidad de vida.
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