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RESUMEN

En este trabajo, se fabricaron andamios tubulares mediante el electrohilamiento de una
mezcla de PCL/PLGA y un tratamiento superficial con plasma de pirrol, ya que se ha
demostrado que estos compuestos son amigables con las células, ademas de ser
biocompatibles. Se probaron tres concentraciones diferentes de PCL/PLGA (100:0, 90/10 y
80/20), asi como diferentes tiempos de exposicion al plasma (5 min, 10 min, 15 min, 20 min,
25 min y 30 min). Los materiales resultantes fueron analizados fisicoquimicamente para
determinar la morfologia de las microfibras mediante micrografias MEB, el moédulo de
elasticidad y el porcentaje de deformacion de los andamios también fueron calculados. De
acuerdo con estos parametros fisicoquimicos, se eligieron las concentraciones de 0%, 10% y
20% de PLGA para su caracterizacion bioldgica a través de pruebas de viabilidad celular en
cultivos de células uretrales de conejo. Posterior a esta caracterizacion, el andamio con 20%
de PLGA fue elegido para proporcionarle un tratamiento superficial con plasma de polipirrol
(PPY).

La presencia de polipirrol en las microfibras, se determind por angulo de contacto, MEB,
FTIR, y XPS. El andamio de PLGA al 20% sometido a la camara de plasma por un intervalo
de entre 10 min y 20 min presentd un sinergismo entre las propiedades mecanicas y
bioldgicas, dado que promovieron una mayor proliferacion celular, por lo que puede ser

utilizado en la ingenieria de tejido uretral.



ABSTRACT

Electrospinning has proven to be a suitable technique for the production of small diameter
tubes, with diverse applications, in the field of tissue engineering. In this work, tubular
scaffolds were prepared by electrospinning a polycaprolactone/polylactic-co-glycolic acid
(PLGA) blend and then treated with polypyrrole plasma for a possible application with
urethral tissue. Scanning electron microscopy micrographs showed that for 10% and 20% of
the PLGA in the blend, the microfibers, of varying diameters, were free of defects. The elastic
modulus of the tubular scaffolds was highest (19 MPa) at 30% of PLGA, while the strain to
break was maximum at 10-20% PLGA. However, at 30% of PLGA, within the
polycaprolactone, the mechanical synergy (strain at break) was lost. Epithelial cells and
smooth muscle cells viability on 80/20 blends was high. When this scaffold was treated for
15 min with polypyrrol plasma, an improvement in cell viability was observed, with few
polypyrrol particles being deposited and little scaffold degradation. X-ray photoelectron
spectroscopy and Fourier transform infrared spectroscopy showed the presence of NH, C-N,
and C=N groups as the chemical groups responsible of this behavior. Therefore, these

scaffolds with the polypyrrole surface treatment can be used in the urethra tissue engineering.



INTRODUCCION

La medicina moderna cuenta con grandes avances en el &rea de trasplante de drganos que
han sido desarrollados desde hace décadas, entre estos avances se encuentra el uso de
inmunosupresores y técnicas quirdrgicas utilizadas para el trasplante de oOrganos. Sin
embargo, el problema radica en la cantidad de donantes existentes, pues las listas de pacientes
en espera de un érgano van en aumento, mientras que la lista de donantes se mantiene igual.
Los 6rganos pueden provenir de dos fuentes principales: uno vivo, como un familiar que
resulte histocompatible con el paciente y otro de cadaveres, sin embargo, lo ultimo se
encuentra restringido por situaciones culturales, religiosas e incluso econémicas, a raiz de
esta escasez de Grganos surge la ingenieria tisular, una disciplina que combina los principios
de biologia, ingenieria y materiales para producir o reemplazar tejidos afectados por alguna

enfermedad o trauma [1].

La idea béasica de la ingenieria tisular es relativamente simple, en un soporte poroso
biodegradable (andamio) se realiza un cultivo con células primarias o células madre
apropiadas. Las células son estimuladas para inducir su proliferacion y diferenciarse (en el
caso de las células madre). Una vez que las células han alcanzado un namero significativo,
empiezan a formar la matriz extracelular (MEC) vy, se inicia el proceso de degradacion del

andamio, el cual termina después de haber sido implantado in vivo.

Para la elaboracion de andamios se utilizan diversas técnicas de fabricacion, ya sea por medio
de liofilizacion, impresion 3D, lixiviacion de particulas, electrohilamiento, entre otras. La
técnica de electrohilamiento es un método versatil que permite la creacion de nanofibras y

microfibras, mismas que imitan el tamafio de fibras que existen en la MEC [2].

Bajo este panorama, en este trabajo se hace énfasis en la uretra, cuya funcion basica es
permitir a la orina salir del cuerpo; las principales causas de los problemas uretrales estan
asociados al envejecimiento, enfermedades o incluso defectos congénitos. Los

inconvenientes que se tienen en las cirugias uretrales es que el tejido autélogo que puede



utilizarse es limitado, esto se ha intentado solucionar colocando tejido de otras partes del

cuerpo, por ejemplo de escroto, sin embargo, su utilizacion ha mostrado ser ineficiente.

En este trabajo, se disefid un andamio con el objetivo de ser utilizado en la ingenieria de
tejidos uretrales. Los andamios tubulares se hicieron agregando diferentes cantidades de
PLGA en una matriz de PCL durante el proceso de electrohilamiento. La superficie del
andamio se modifico con la técnica de plasma al injertarle poli(pirrol), PPy. Finalmente, se
evaluaron las propiedades fisicoquimicas, mecéanicas y bioldgicas del andamio tratado

superficialmente para determinar su uso potencial en la ingenieria tisular de la uretra.



Justificacion del problema

En el siglo X1X, alrededor del 20% de hombres adultos sufrieron constriccion uretral. Si bien
la aparicion de esta enfermedad ha disminuido draméaticamente en paises desarrollados aun
representa una inversion de alrededor de $ 200 millones de ddlares al afio para la
investigacion y tratamientos de uretra[3].

La uretra puede verse afectada por defectos congénitos, accidentes e infecciones. Aunque
existen procedimientos estandar para la intervencion de pacientes con problemas uretrales
(mas de 300), algunas de ellas no son técnicas estandarizadas. La uretroplastia es uno de tales
procedimientos, con una tasa de éxito del 85% al 90%. Esta cirugia consiste en la
reconstruccion de la uretra mediante el uso de otros tejidos o biomateriales [4]. Sin embargo,
también presenta complicaciones tales como infecciones, que son el resultado de crecimiento

de vello en la nueva uretra [5].

Se han utilizado variedades de tejidos para la reparacion uretral, incluyendo escroto, injertos
de piel, vejiga y mucosa bucal. Sin embargo, todos estos sustitutos pueden producir
complicaciones como la formacion de constricciones o fallas del injerto. El uso de tejido
uretral autdlogo aumenta el éxito de la cirugia, pero la desventaja es su cantidad limitada

disponible para reemplazar el tejido dafiado[6].

La ingenieria de tejidos propone el uso de un andamio poroso para permitir la formacion de
tejido nuevo, ya que se ha demostrado que influye en la proliferacién celular. Los andamios
elaborados a partir de mezclas de PCL y PLGA, cumplen con las caracteristicas mecanicas e
hidrofilicas necesarias para la ingenieria tisular de la uretra [7, 8], por otra parte, existe
evidencia que demuestra que un tratamiento superficial aplicado a andamios, utilizando

polipirrol, aumenta el grado de adhesion y proliferacion celular [9, 10].



Hipotesis
Las caracteristicas mecanicas, hidrofilicas y morfoldgicas del andamio de PCL/PLGA
obtenido mediante electrohilamiento, proporcionaran un soporte adecuado para el cultivo de

celulas de musculo liso de la uretra. El tratamiento superficial con polipirrol aplicado al

andamio por medio de plasma aumentara el grado de proliferacion celular.



Objetivos

Objetivo general

Evaluar la proliferacion de células de musculo liso sobre un andamio electrohilado, hecho a

base de acido poli(lactico-co-glicélico) y policaprolactona modificado con polipirrol.

Objetivos especificos

-Obtener andamios de PCL con distintas concentraciones de PLGA utilizando la técnica de

electrohilamiento.

-Realizar un tratamiento superficial al andamio con polipirrol, mediante la utilizacion de

plasma.
-Realizar la caracterizacion fisico-quimica del andamio obtenido.

-Evaluar viabilidad y proliferacion de células de musculo liso en contacto con el andamio.



CAPITULO 1

ANTECEDENTES

1.1 Ingenieria tisular de la uretra

1.1.1 Anatomia de la uretra

La uretra es el conducto excretor de la orina que se extiende desde el cuello de la vejiga hasta
el meato urinario externo. Este conducto presenta caracteristicas anatdmicas particulares

entre el sexo femenino y masculino.

La uretra masculina posee una longitud de entre 18 cm y 20 cm, contiene células epiteliales,

fibroblastos y células de musculo liso; se divide en anterior y posterior.

La uretra posterior se extiende desde el cuello de la vejiga hasta el borde inferior del
diafragma urogenital. A su vez, se subdivide en uretra prostatica (3-4 cm) y uretra

membranosa (1-2 cm).

La uretra anterior posee longitud de entre 14 cm y 15 cm de largo. Se subdivide en uretra
bulbar (1.5-2 cm) y uretra peneana, la cual, se extiende desde el ligamento del pene hasta el

meato uretral externo. En la figura 1.1 se observa la anatomia de la uretra masculina[11].



Figura 1. 1.- Anatomia de la uretra masculina, corte sagital. 1. Peritoneo; 2. vejiga; 3. pubis; 4.
ligamentos pubovesicales; 5. ligamento arqueado subpubico; 6. vena dorsal profunda del pene; 7.
uretra peniana; 8. Cuerpo cavernoso; 9. cuerpo esponjoso; 10. glande; 11. prostata; 12. uretra
prostéatica; 13. esfinter estriado de la uretra; 14. uretra bulbar; 15. bulbo del cuerpo esponjoso [12]

En las mujeres, la uretra se encuentra dentro de las paredes vaginales como se muestra en la
figura 1.2. La uretra femenina es mucho mas corta que la masculina teniendo 4 cm de largo
aproximadamente y 7 mm de didmetro; comienza en el cuello de la vejiga y conecta al
exterior justo después de pasar por el esfinter uretral. La uretra de la mujer suele tener menor

frecuencia de alteracion comparada con la de los hombres.



Figura 1. 2.- Corte anatémico sagital de la pelvis de la mujer 1. Orificio interno de la uretra; 2.
espacio retropubico con el plexo venoso retropubico; 3. ligamento arqueado del pubis; 4.
ligamentotransverso del periné; 5. clitoris; 6. orificio externo de la uretra; 7. fascia vesical; 8.
tabique uretrovaginal; 9. uretra; 10. Esfinter uretral; 11. vagina; 12. diafragma urogenital; 13.
conducto anal; 14. Rafe.



El masculo liso se encuentra a lo largo de la uretra femenina y hasta la parte membranosa de
la uretra masculina. La pared uretral se compone de varias capas: urotelio, lamina propia,
mausculo liso circunferencia y longitudinal, asi como musculo estriado, mostrado en la figura
1.3.

Misculo liso Musculo liso
circunferencial longitudinal Lamina propia
A2 : | - e : - -

Musculo estriado

'1

.-.,‘.,.‘-I;.‘I...’.:I”I.-‘

Figura 1. 3.- Pared Uretral [13]

Cuando la vejiga se encuentra llena de liquido, la funcion principal de la uretra es la de
prevenir fugas de orina generando una presion de cierre mayor a la presion intravesical de la
vejiga. Durante la miccidn, la presion uretral es menor y la uretra relaja los masculos que la

forman, acortando su longitud, permitiendo asi la salida de la orina [14].

En animales vivos, esta presién es mantenida por una variedad de elementos, incluyendo la
generada en la cavidad abdominal, musculatura del piso pélvico y la contraccion del musculo
esquelético que rodea a la uretra. Un componente significante del tono uretral es el generado
por el masculo liso uretral, esto se evidencia con la observacion que se ha realizado en una
uretra de rata aislada, que es capaz de mantenerse tonicamente contraida por varias horas
después que es removida del animal [15].



1.1.2 Complicaciones clinicas en la uretra

Una de las causas mas comunes de la obstruccion miccional de la uretra es su estrechez
(estenosis). Los pacientes con estenosis uretral presentan una prevalencia de infecciones
urinarias del 41%, ademas el 11% presenta problemas de incontinencia urinaria [16]. Debido
a la alta incidencia de accidentes de trafico, caidas y lesiones ocasionadas por fracturas

pélvicas, se originan lesiones en la uretra posterior.

En el siglo XIX, aproximadamente el 20% de los adultos varones sufrieron constriccion
uretral. Desde entonces, la aparicion de esta enfermedad ha disminuido draméaticamente en
paises desarrollados como los Estados Unidos, pero aun asi este pais invierte alrededor de
$200 millones de ddlares anuales para investigacion y para problemas clinicos relacionados
con la uretra. En el Reino Unido, se realizan 16,700 cirugias anuales relacionadas con la
uretra [3, 17].

En el Hospital de Especialidades del Centro Médico Nacional (HECMN) en México, se les
proporciono atencién médica a 629 pacientes con el diagndstico de estenosis de uretra, por
lo que se ha llegado a calcular que el gasto anual en pacientes con problemas uretrales

asciende a doscientos millones de pesos mexicanos [18].

La estenosis uretral es una enfermedad cronica y diversa, y no existe a nivel mundial ni
nacional un protocolo de manejo estandarizado para su tratamiento médico, debido a una
gran variabilidad clinica y gran complejidad que se debe principalmente a la longitud,
localizacion, diametro, grado de espongiofibrosis y variacién anatomica de la constriccion
que sufre cada paciente, al igual que su respuesta de cicatrizacién individual. En la figura
1.4, se observa una estenosis en la uretra anterior masculina con antecedente de infeccion

gonocacica.
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Figura 1. 4.- Estenosis uretral [19]

La reconstruccién uretral continda siendo un campo con numerosos desafios para los
urélogos. Si bien existen procedimientos que son estandar para la intervencion de pacientes
con problemas uretrales, también existen mas de 300 técnicas conocidas y no estandarizadas
que son utilizadas para la reparacion de constricciones uretrales, asi como de hipospadias
(anomalia congénita del pene)[20]. Esta amplia diversidad muestra la complejidad de las
enfermedades de la uretra, asi como la falta de un procedimiento perfecto. Existe una
variedad de tejidos que han sido utilizados para la reparacién uretral: injertos de piel, vejiga
y mucosa bucal. Sin embargo, todos estos sustitutos presentan limitaciones en comparacion
con el tejido uretral autélogo, ya que pueden presentar diversas complicaciones (formacién
de constricciones y fallas del injerto en su mayoria) [21]. Ademas, la cantidad de tejido que
puede ofrecer un donador es limitado, especialmente en el caso de defectos de gran longitud,
por lo que esto supone un problema. Para superar estos inconvenientes, han sido explorados

distintos materiales alternativos para la reconstruccion uretral.
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1.1.3 Biomateriales para la construccion de andamios

De manera general, han sido utilizados dos tipos de biomateriales para la regeneracion de
tejidos uretrales. Unos son polimeros naturales a base de matrices descelularizadas que
provienen de vejigas, intestino delgado, aorta, dermis y otros que son a base de polimeros
sintéticos, tales como el poli(acido glicolico) (PGA), poli (&cido lactico) (PLA),
policaprolactona (PCL) y &cido poli(lactico-co-glicélico) (PLGA) [21, 22]. La ventaja que
poseen los polimeros sintéticos es la facilidad con la que pueden ser manufacturados para la
creacion de andamios, asi como la posibilidad de controlar propiedades mecéanicas y tiempo

de degradacion.

Bisson et al. [23], determind que las células uroteliales (CU) no proliferan de manera
adecuada sobre poli(etilen tereftalato) (PET), sin embargo, cuando la superficie del PET fue
modificada afiadiendo colageno, la adherencia y la proliferacion de CU aument6. En otro
estudio, se investigd la proliferacion de CU sobre andamios hechos de poli-L-lactico (PLLA)
que estaban cubiertos con una capa delgada de fibras de policaprolactona obtenidas por
medio de electrohilamiento [24]; en este estudio se observd que la proliferacion de las CU
fue mayor en el andamio compuesto de PLLA-PCL, en comparacion con andamios
elaborados unicamente de PCL. Rohman et al. [7] cultivé CU y células de musculo liso
(CML) de forma separada sobre andamios hechos de PLGA y PCL, en donde el PLGA superé
a la PCL en cuanto al crecimiento de CU y CML. En este mismo estudio, se determind que
las propiedades mecanicas del polimero (modulo elastico y espesor) influyen en la

proliferacion celular.

Una situacion que resulta relevante es el co-cultivo de diferentes tipos de célula en un solo
andamio. Kimuli et al. [25] realiz6 el cultivo de CU y CML, para ello utilizé6 Permacol®
(dermis descelularizada porcina) y concluyo que este soporte permite el crecimiento de CU
pero no de CML cuando son cultivados por separado, sin embargo, las células de musculo

liso crecen sobre el Permacol® cuando es co-cultivada con células uroteliales.
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1.1.4 Andamios

La ingenieria de tejidos propone el uso de andamios porosos, factores de crecimiento y
moléculas de importancia biologica para permitir la formacion de nuevo tejido, ya que se ha
demostrado que influye en la proliferacion celular. Estos andamios porosos se pueden
fabricar mediante varios métodos, como electrohilado, separacion de fases, secado por

congelacién, autoensamblaje, entre otros[26].

El andamio es un componente clave que funciona como una estructura tridimensional (3-D)
para las interacciones celulares, cuya finalidad es la formacion de MEC. Para la eleccion de
un andamio es necesario determinar que cumpla con las caracteristicas de biocompatibilidad
que tendré en el sitio del implante, asi como de sus propiedades mecénicas, de composicién
y topografia.

También debe exhibir propiedades quimicas y mecanicas que mantengan el constructo en el

lugar del implante, mientras se produce la formacién de la MEC y del nuevo tejido[27].

Una de las técnicas para la fabricacion de andamios uretrales es la de electrohilamiento.
Durante el proceso, se genera un campo electroestatico mediante la utilizacion de altos
voltajes, con el propdsito de formar las fibras a partir de una disolucién polimérica, estas
fibras son depositadas en un electrodo que funciona como colector, el disolvente que posee

la disolucidn polimérica se evapora y las fibras son producidas.

Estos andamios imitan la estructura de la MEC del tejido receptor, ya que permite la
produccién de fibras a escalas nanométricas y micrométricas de una amplia gama de

polimeros[28], incluyendo polimeros aprobados por la FDA como el PLGA y la PCL [29].

En la figura 1.5 se observa un andamio fabricado mediante el electrohilamiento de PCL y
PLGA [30]. La ventaja de usar PCL en la fabricacion de este andamio se relaciona con sus
propiedades mecanicas elasticas, una propiedad importante para las aplicaciones de

ingenieria tisular [31].
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Figura 1. 5.- Andamio tubular de PCL/PLGA fabricado mediante la técnica de electrohilado [30].

Hiep et al.[8] evaluo la adhesion y proliferacion de fibroblastos en un andamio obtenido
mediante el electrohilamiento de una mezcla de PCL/PLGA. Los autores sefialaron que la
presencia del 20% de PLGA en el andamio aumenta la adhesion celular, en contraste con un
andamio elaborado solamente con PCL. Los autores también reportaron que si el contenido

de PLGA en el andamio es superior al 30% la adhesion celular disminuye.

La PCL es uno de los polimeros mas empleados en la ingenieria tisular por sus excelentes
propiedades mecénicas, sin embargo, su principal desventaja es su poca biocompatibilidad,
por lo que a menudo se mezcla con otro polimero; la finalidad es obtener andamios con
suficientes propiedades mecanicas durante el implante, y ser mas atractivos para la adhesién
celular. Wei et al. [32] propone un andamio electrohilado para la ingenieria de tejidos de la
uretra; a partir de fibroina de seda, colageno y PCL utilizando relaciones de 1:1:4, 1:1:8 y
1:1:10 respectivamente. El objetivo de su investigaciéon fue la obtencién de mucosa, por
medio del aislamiento y cultivo de queratinocitos en el andamio. Para determinar la
viabilidad celular en las concentraciones propuestas, realizaron ensayos de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-y1)-2,5 difeniltretazol (MTT), las lecturas se llevaron a cabo en los dias de

cultivo 1, 3, 5y 7. Los autores sefialan que los valores de absorbancia son mayores cuando
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al andamio de PCL se le agrega colageno y fibroina de seda, en la figura 1.6 se observan
células adheridas al andamio e interconectadas con las fibras.

Figura 1. 6.- .-Queratinocitos adheridos a las fibras del andamio [32].
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1.1.5 Resultados clinicos

Mediante el cultivo de células en andamios se han tratado constricciones uretrales. Bhargava
et al.[33] utilizé mucosa bucal en un soporte de dermis descelularizado en cinco pacientes
obteniendo resultados distintos, dos de cinco pacientes revelaron problemas en los injertos.
En un paciente, el injerto fue removido y reemplazado por mucosa bucal nativa. Otro paciente
requirio la eliminacion parcial del injerto, los tres pacientes restantes fueron sometidos a
vision directa de uretrotomia interna durante el primer afio. Después de tratamientos
adicionales, cuatro de cinco pacientes mantuvieron el injerto después de nueve afios sin
complicaciones. En otro estudio realizado por Raya-Rivera et al. [34], cinco pacientes cuyo
diagnostico fue constriccion en la uretra posterior, fueron intervenidos para injertar un
andamio tubular hecho a base de PGA cultivado con CU y CML, esta intervencion resulto
exitosa para cuatro de los cinco pacientes, el paciente restante requirid de una incision
transuretral sin intervenciones posteriores. Las uretras tubulares utilizadas mostraron
caracteristicas histoldgicas similares a las uretras nativas, manteniendo una funcién adecuada
por mas de seis afios. En otro estudio, seis pacientes con hipospadia severa fueron tratados
mediante CU que fueron cultivadas en un injerto de dermis[35]; cinco de seis pacientes
mostraron resultados exitosos, en el paciente restante se llevo a cabo una uretrotomia interna

después de la uretroplastia.
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1.2 Polimeros conductores en la ingenieria tisular

La estimulacion de varios tipos de células mediante estudios in vitro e in vivo ha sido de
interés por muchos afos. Existen estudios en donde se reporta varias respuestas celulares
cuando son cultivados en un ambiente eléctricamente activo, incluyendo alineacion celular.
Incluso, durante la cicatrizacion de una herida, se ha encontrado la existencia de campos de
~ 1 Vicm en el espacio tisular local[36]. La aplicacién in vitro de campos de corriente
eléctrica directa de 1-10 V/cm y corriente eléctrica continua de entre 10 pA y 100 uA ha
demostrado que afecta la migracion y alineacion de células (nerviosas, mioblastos,
cardiofibroblastos y endoteliales)[37, 38]. Esta idea, dio paso a la utilizacion de polimeros

conductores para la ingenieria tisular.

Dentro de la categoria de los polimeros sintéticos, los materiales electroactivos forman parte
de una nueva generacion de biomateriales inteligentes que permiten la liberacion directa de
estimulacion eléctrica a las células [39].Los primeros polimeros con propiedades conductivas
se sintetizaron hace algunas décadas, el primer trabajo sobre polimeros conductores se debi6
a la conductividad mostrada por el poliacetileno, un polimero que normalmente solo presenta
semiconduccién. Sin embargo, cuando este polimero fue oxidado con vapor de yodo su
conductividad aument6 diez millones de veces, este fendémeno fue denominado “dopaje” y
es esencial para la conductividad de los polimeros, ya que solo a través de este proceso dichos
polimeros alcanzan una alta conductividad [40]. Debido a que sintesis del poliacetileno
conlleva dificultades, ademas de ser inestable en el aire, se inicio la basqueda de polimeros
conductores con mejores propiedades. Los poliheterociclos son una familia de polimeros
conductores que poseen estabilidad y alta conductancia. Esta familia de polimeros contiene
a los polimeros que generalmente son objeto de investigaciones en la actualidad: polipirrol,

polianilina y politiofenos [41].
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1.2.1 Polipirrol

El polipirrol es uno de los polimeros conductores méas estudiados en la actualidad, ya que
posee propiedades de estimulo-respuesta, caracteristica importante para el area de los
biomateriales. Una de sus caracteristicas mas importantes es su biocompatibilidad ya sea in
vitro o in vivo, posee también estabilidad quimica en agua y en aire, asi como una alta
conductividad bajo condiciones fisiologicas. Una de las desventajas del polipirrol es que es
dificil de procesar una vez que es sintetizado, su estructura molecular, que se muestra en la
figura 1.7, lo hace un material no termoplastico, mecanicamente rigido, fragil e insoluble
después de su sintesis. Actualmente, el polipirrol es utilizado en numerosas aplicaciones,
tales como: celdas de combustible, resistencia a la corrosion, pantallas para computadoras y

como biomaterial para la ingenieria tisular[42].

/ \
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H
Figura 1. 7.-Mondmero de pirrol

La conductividad de los polimeros se debe a la facilidad con la cual los electrones pueden
moverse dentro y entre las cadenas del polimero[41]. El enlace o se encuentra en los enlaces
simples y en los enlaces dobles, presenta un enlace r. Los orbitales p en la serie de enlaces
7 Se superponen entre si, permitiendo que los electrones sean mas facilmente deslocalizados
y puedan desplazarse entre los atomos[43]. Como se habia mencionado, uno de los factores
claves para la conductividad del polimero es el dopante (carga negativa, anion en la mayoria
de los casos). El dopante introduce un portador de carga dentro del sistema, removiendo o
afiadiendo electrones de la cadena polimérica, esto resulta favorable para que el electron sea
rodeado por una distorsion local de la red cristalina, esta carga se denomina polarén (ion

radical asociado con una distorsion de la red cristalina), el polaron tiene la capacidad de
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moverse a lo largo de la cadena polimérica, permitiendo la conductividad eléctrica, como se

muestra en la figura 1.8 [42].

Figura 1. 8.-Descripcion breve de la conductividad en un polimero, A) presencia del dopante B)
carga rodeada de una distorsion provocada por la red cristalina C) polarén D) movimiento del
polarén a lo largo de la cadena[42].

El polipirrol ha demostrado poseer propiedades de biocompatibilidad, asi como propiedades
conductoras y un proceso de sintesis simple. Ademas, se han realizado estudios con diferentes
tipos de células, incluidas neuronas, fibroblastos y células endoteliales, en los cuales, se ha
demostrado que estas células son capaces de adherirse y crecer in vitro sobre sustratos de
polipirrol [44].

Un reto al utilizar polipirrol se relaciona con las propiedades mecanicas, ya que es dificil de
manipular y procesar, lo cual limita sus aplicaciones. Para abordar este tipo de problematicas,

es posible afiadir PCL para compensar las propiedades mecanicas [45].

En presencia de polipirrol, las respuestas de varios tipos de células han sido estudiado por
Jakubiee et al.[46]. Para esto, se utilizaron cuatro grados de incremento en la conductividad
del polimero, comparados con poliéster y polidimetilsiloxano sin ningdn tipo de tratamiento.
Los autores llegaron a la conclusion de que, para altos grados de conductividad, la viabilidad

de las células (fibroblastos y endoteliales) sufre cierta alteracion, ya que la activacién
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polimorfonuclear de la célula incrementa, y la expresion de IL-6 se reduce. La respuesta
Optima de adhesion celular para los poliésteres tratados con polipirrol fueron los que poseian
conductividades intermedias. Sin embargo, los autores no lograron entender completamente
la causa, especularon que la liberacién local de cationes provenientes del polipirrol (lo cual,
asumieron que variaba entre los grados de conductividad del polimero); afectaba el
comportamiento celular, debido a la modificacion del transporte ionico alrededor de la
membrana celular [47]. La figura 1.9 muestra un ejemplo de como ocurre la transferencia de

iones a través de la membrana celular.

Figura 1. 9.- Transporte de iones a través de los canales i6nicos de la membrana celular.

La hipodtesis que brindan los autores se relaciona con el gradiente eléctrico que existe en la
membrana celular, este gradiente refleja diferentes concentraciones aniones y cationes en
cada lado de dicha membrana. Existen millones de iones con carga positiva o negativa en el
citosol y en el fluido extracelular, este fenomeno es la base de la comunicacion eléctrica entre
las células. El gradiente eléctrico es también conocido como potencial de membrana y ejerce

una fuerza en todos los iones que existen dentro y fuera de la célula[48].

En complemento, estudios como el de Tomita et al. [49], establecen la existencia de
actividad eléctrica generada en las células, que es propagada a las células aledafias en una
manera electronica por medio de uniones gap [50]. Ademas, se tiene conocimiento de que

dichas uniones se encuentran involucrados en la proliferacion celular[51].
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1.2.3 Tratamiento superficial del andamio mediante plasma de polipirrol.

El tratamiento superficial utilizando un reactor de plasma es un método que se utiliza para
modificar la superficie de diversos sustratos. En la ingenieria tisular esta técnica es empleada
para afadir grupos funcionales a los andamios. Kim et al.[52] determind el efecto de
proporcionar un tratamiento superficial con plasma a andamios elaborados por
electrohilamiento, a partir de &cido poli (lactico-co-glicélico) (PLGA). El gas utilizado en la
camara del reactor fue oxigeno y amonio; para inducir una descarga de plasma en estos gases
utilizaron una potencia de 100 W durante 3 min. EI cambio en la composicién quimica del
andamio (antes y después de ser sometido al tratamiento superficial) fue detectado por medio
de espectroscopia de fotoelectrones emitidos por rayos X (XPS). Los resultados mostraron
un aumento en la relacion Oxigeno/Carbono, que se atribuye a la formacion de grupos

hidroxilos y peroxilos, asi como la aparicion del pico N1s cuando el gas amonio es utilizado.

Después del tratamiento superficial, los autores confirmaron una diferencia en el angulo de
contacto, cuyo valor de 124 ° disminuy6 a 55 °. Siri et al.[53] evalud el desempefio de
andamios electrohilados elaborados a partir de PCL. Para aumentar el grado de adhesion
celular aplicaron un tratamiento superficial utilizando plasma de oxigeno, en andamios con
tamafos de poros de 475 + 194 nm. Para la descarga de plasma utilizaron una potencia de 30
W y una presién de 2 mbar, el andamio fue colocado en la camara del reactor durante 5 min.
La viabilidad celular en los andamios se evalu6 mediante ensayos MTT utilizando
fibroblastos, el tiempo en el medio de cultivo fue de 24 h. Los autores concluyen que un
incremento en la hidrofilicidad de la superficie (disminucion del angulo de contacto de 120°

a 0°), obtenida con el tratamiento con plasma mejora la adhesion celular.

Wang et al.[54] propone un andamio fabricado mediante electrohilamiento a partir de &cido
polilactico (PLA), en el que se cultivaron células madre derivadas del tejido adiposo (ADSC)
de conejos, este andamio seria utilizado para la reparacion de defectos uretrales en modelos
in vivo. El andamio fue seccionado en partes de 1 cm? y se cultivaron células en él, durante
un periodo de 4 dias. La uretra de los conejos fue expuesta y se coloco un tubo de silicon

para mantener su funcionamiento, como se muestra en la figura 1.10.
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Figura 1. 10.-Uretra de conejo expuesta, se muestra la utilizacion de un tubo de silicon de manera
provisional, para permitir la micturicion del animal.

A la uretra, le fueron provocados defectos (10 mm de largo y 5 mm de ancho) y cubiertos
con los constructos de PLA. Al término de la semana cuatro y la semana seis, los ejemplares

fueron sacrificados para visualizar la adhesion celular en los andamios, las fotografias se
muestran en la figura 1.11.

(A) 8)

Figura 1. 11.-En (A) se aprecia la morfologia de células ADSC en un cultivo de tipo monocapa
(x100); en (B) se observan células ADSC sobre un andamio electrohilado.
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Los autores sefialan que un andamio elaborado a partir de electrohilamiento contribuye a la
reparacion de defectos uretrales, pues funciona como un soporte que promueve la

proliferacion celular.

El polipirrol es un polimero fragil después de ser sintetizado, esto ocasiona complicaciones
para su procesamiento. Con la finalidad de proveer de flexibilidad al polimero, autores como
Ghasemi-Mobarakeh et al. [41] han depositado polipirrol sobre estructuras hechas a base de
poliéster. Estas estructuras demostraron ser citocompatibles, ademéas de permitir el
crecimiento celular. Shi et al.[55], realiz6 investigaciones con un andamio hecho de PDLLA,
en cuya superficie deposit6 polipirrol en forma de nanoparticulas, concluyo que el andamio

mostré biocompatibilidad y crecimiento celular de fibroblastos.

Una de las técnicas mas utilizadas para incorporar polipirrol a estructuras porosas se realiza
mediante la deposicion de polimeros por plasma, que ocurre con la activacién de un
precursor, que tipicamente es gas que contiene monémero, creando intermedios reactivos que
dan lugar a la formacion de macromoléculas. Los procesos primarios son activados por medio
de impacto de electrones, ya que los electrones toman la mayor parte de la energia

suministrada dejando un plasma frio, esto significa que no se encuentra en equilibrio.

Zhang et al.[10] realizé un tratamiento superficial mediante plasma para proporcionar
propiedades conductoras a fibras de poliéster, logrando su dep6sito como se muestra en la
figura 1.12. Para esto, los autores primero activaron la superficie del poliéster con una
descarga de plasma frio, con la finalidad de hacer reaccionar la superficie activa con el
monomero de pirrol, generando de esta manera fracciones de monémero enlazados de manera

covalente con la superficie del poliéester.
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Figura 1. 12.-polipirrol depositado en la superficie de fibras de poliéster.

Los autores realizaron ensayos de adhesion y proliferacion celular, concluyendo que el
polipirrol proporciona propiedades de adhesion, ademéas de promover proliferacion celular.

Rowlands et al.[9] obtuvieron un sustrato de polipirrol dopado con &cido hialul6nico. En su
trabajo, las superficies de PPy se recubrieron con colageno IV (CIV) y Matrigel®. Los
autores demostraron que estos sustratos incrementan la viabilidad celular. Ademas, esto
permite que se produzca la diferenciacion en un fenotipo celular mas contractil, y esta

caracteristica es necesaria para las células musculares lisas.

Cruz et al.[56] electrohilaron andamios preparados a partir de PCL, PCL-colageno y PCL-
elastina. Los andamios fueron sometidos a plasma de pirrol dopado con yodo, sus resultados
mostraron que un soporte tridimensional modificado de esta manera provee un ambiente

adecuado para la adhesion, crecimiento y viabilidad de fibroblastos.
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CAPITULO 2 . -PARTE EXPERIMENTAL

2.1 Materiales

Policaprolactona (PCL) (Mw = 80000, Tm = 58°C-60°C y Tg = -60°C de la compaiiia
Perstorp) y acido polilactico-co-glicolico (PLGA, 75:25), (Mw = 76000-115000 y Tg = 49
9C-55 °C de la compafiia Sigma-Aldrich). Cloroformo y etanol ambos con un grado reactivo
de 99.9% (JALMEK, México). El pirrol utilizado fue de grado reactivo del 98% (Sigma-
Aldrich, México).

2.2 Preparacion de mezclas PCL/PLGA.

PCL y PLGA fueron mezclados en cuatro concentraciones diferentes: 100/0, 90/10, 80/20 y
70/30. Los polimeros se disolvieron en una mezcla de cloroformo:etanol (10:1 v/v) bajo
agitacion continua en una placa de calentamiento a 25°C durante 24 h. En la tabla 2.1 se
muestran las cantidades de polimero, disolventes y condiciones de agitacion utilizadas para

la preparacion de las mezclas.

Tabla 2.1.-Relacion de cantidad de polimero, disolventes y parametros de agitacion

Andamio PCL PLGA Cloroformo Etanol  Tiempo Porcentaje de

(9) (9) (ml) (ml) en concentracion
agitacion
(h)

PCL 3 - 10 1 24 27.27%

PCL/PLGA 2.7 0.3 10 1 24 27.27%
(90/10)

PLGA/PCL 2.4 0.6 10 1 24 27.27%
(80/20)

PCL/PLGA 2.1 0.9 10 1 24 27.27%
(70/30)
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2.3 Fabricacion de andamios tubulares

Para la fabricacion de andamios tubulares se utiliz6 un equipo de electrospinning NABOND
modelo TL-01. La solucién que contenia la mezcla (3 mg/ 11 ml) se coloco en una jeringa
con una aguja de acero inoxidable como capilar. El caudal de la solucion de polimero fue de
0,2 ml/h, el voltaje aplicado entre una aguja y el colector cilindrico fue de 20 kV y la distancia
entre la aguja y el colector de cilindro fue de 13 cm. La fabricacion de andamios tubulares se

realizd a temperatura ambiente (30 °C).

En el diagrama de la figura 2.1 se muestra el procedimiento para la fabricacion del andamio
tubular. Por medio de una bomba inyectora, la disolucion polimérica es dirigida a una aguja
de metal conectada a un electrodo, con la aplicacion de una diferencia de voltaje la disolucion

polimérica es atraida hacia el colector en forma de fibras.

Bomba ' i
inyectora ]—‘:._ Vol a/Je
Disolucion 7
polimérica || _~~
Py
& :

Colector rotatorio

Figura 2.1.-Procedimiento utilizado para la fabricacion del andamio tubular
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2.4 Incorporacion de polipirrol en los andamios de PCL/PLGA (80/20).

Con la técnica de electrohilamiento se fabricaron cinco andamios tubulares, cuyas medidas
fueron 12+0.5 cm de largo, 1+0.1 mm de espesor y diametros de 5 mm, el tiempo de
fabricacion de cada uno fue de 12 h. Los andamios tubulares fueron seccionados con medidas

de 2 cm x 2 cm para ser colocados en la cdmara del reactor, como se muestra en la figura 2.2.

Figura 2.2.-Seccién de un andamio tubular

Los parametros utilizados en el reactor de plasma acoplado un generador con 13.56 Hz de
radiofrecuencia (Cesar Advance Energy, USA), cuyo esquema se muestra en la figura 2.3,

fueron de: una presion de entre 5x10 2 Torr y 9x102 Torr, potencia de 15 W y distancia entre

los electrodos de 9 cm.
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Bomba de vacio

Electrodos

Mondmero
Amplificador RF

Figura 2.3.-Esquema del reactor de plasma utilizado

Dentro de la camara del reactor se colocaron andamios seccionados con un &area de 4 cm?,

como se observa en la figura 2.4.

Figura 2.4.-Andamios colocados sobre portaobjetos, sometidos a tratamiento con plasma
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Los tratamientos superficiales con plasma se llevaron a cabo en diferentes intervalos de
tiempo: 5 min, 10 min, 15 min, 20 min, 25 min y 30 min; dichos tiempos seran definidos
como t,. La valvula del recipiente que contenia el monomero de pirrol fue abierta durante

cada tiempo establecido.
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2.5 Caracterizaciones fisico-quimicas de los andamios

2.5.1 Microscopia electrénica de barrido

La morfologia y la microestructura de las fibras electrohiladas se determinaron utilizando un
microscopio electronico de barrido JEOL JSM6369LYV operado a 20 kV. El software Image-
J se utilizé para analizar el didmetro de las fibras del andamio. Las micrografias se dividieron
en cuatro regiones, para cada cuadrante se midieron 25 fibras y 25 poros para determinar el
didmetro promedio de las microfibras y el tamafio de poro promedio respectivamente

2.5.2 Ensayos mecénicos

Se llevaron a cabo pruebas mecénicas para determinar el médulo de elasticidad, porcentaje
de deformacion y resistencia a la tensién de los andamios. Se utiliz6 una maquina universal
Shimadzu modelo AG-I. Las dimensiones de las muestras fueron de 25 mm x 5 mm x 0.16
mm. La muestra se montd en un marco de papel para alinear la muestra con las mordazas

mientras se deformaba a una rapidez de 5 mm/min como se muestra en la figura 2.5.
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Figura 2.5.-Ensayos mecanicos a tension de andamios electrohilados de PCL/PLGA.

2.5.3 Medicion de espesor en un andamio tubular

Se realiz6 una medicion de espesores con respecto a la longitud de un andamio tubular de
PCL/PLGA (80/20) mostrado en la figura 2.6, esta longitud se dividié en secciones de 3 mm,
dando como resultado 33 mediciones obtenidas con un Vernier de la marca Mitutoyo. A
partir de estos datos, se construyd una grafica que relaciona espesor y longitud aplicando un

ajuste del tipo polinomial con el software Kaleidha Graph 4.2.

R=25 mm

)

L=100 mm

\4

Figura 2.6.-Dimensiones del andamio tubular PCL/PLGA (80/20)
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2.5.4 Medicion del angulo de contacto

Para la medicion del angulo de contacto se utiliz6 un equipo Ramé-hart modelo 590 y agua
destilada, el procedimiento consistio en colocar una gota de aproximadamente 1 pL;
posteriormente, las fotografias de la gota fueron capturadas durante 30 s, 60 s 'y 120 s, se
realizaron 10 mediciones por cada tiempo t, y se capturd un total de 200 fotografias. Estas

fotografias fueron analizadas son el software Image-J para el calculo del &ngulo de contacto.

2.5.5 Ensayos DSC

Se realizaron ensayos mediante un calorimetro diferencial de barrido modelo Perkin Elmer
para determinar el comportamiento térmico de los polimeros cuando son mezclados. La
rampa de temperatura fue de 5 °C/min y los ensayos fueron hechos en un intervalo de entre
0°Cy 80°C.

2.5.6 Degradacion in vitro

Se seccionaron 30 muestras (5 mm x 5 mm) de cada andamio PCL, PLGA al 10%, PLGA al
20% y PLGA al 30% y se colocaron en recipientes de poliestireno con 10 ml de solucién
buffer salino.

Posteriormente, fueron colocados en una incubadora a 37 ‘C. El medio fue sustituido cada 7
dias. Los periodos de evaluacion fueron dos, cuatro y seis semanas, al término de cada
periodo, los andamios fueron secados en horno de conveccién a una temperatura de 40T

durante 48 horas.

Para determinar la pérdida de masa en el andamio, se utilizd la siguiente ecuacion 1:

Mi-Mf

Porcentaje de pérdida de masa = x 100 Ecuacion 1

En donde Mi es masa inicial y Mf es masa final.
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2.5.7 Espectroscopia de fotoelectrones emitidos por rayos X (XPS)

Los porcentajes de grupos funcionales sobre la superficie del andamio se calcularon
utilizando XPS. Los espectros XPS se obtuvieron utilizando un modelo ESCA / SAM 560
(Perkin-Elmer). Con 600K de radiacion MgKa. Para el andlisis de espectros, se eligié una
linea de base tipo Shirley-Sherwood utilizando el software Aanalyser. Los valores
lorentzianos utilizados para el ajuste y calculo de las areas bajo las curvas fueron: 0.35, 0.40
y 0.25 para C1s, N1s y O1s respectivamente. Los porcentajes de compuestos quimicos se

calcularon mediante la ecuacion 2.

( Iij )
O'inEO'G
O'inEo'7

En donde %n; es el porcentaje atomico del elemento i, I;; es el area del pico j del elemento

%n; = Ecuacion 2

[, KE es la energia cinética del electron emitido que se mide en el espectrometro ESCA'y g;;

es la seccion transversal de fotoionizacion del pico j del elemento i.

2.5.8 Andlisis FTIR

La identificacion de grupos funcionales en la superficie de los andamios se realiz6 mediante
espectroscopia de infrarrojo por transformada de Fourier (FTIR), con un cristal de germanio

en un intervalo de nimero de onda de 500 cm™ a 4000 cm™ con un total de 100 barridos.

33



2.6 Ensayos biologicos

2.6.1 Obtencion de uretra de conejo de Nueva Zelanda

El procedimiento para la extraccion de la uretra se llevo a cabo en el bioterio de la Facultad
de Estudios Superiores lztacala (FESI). La eutanasia fue realizada en una cadmara de CO;

aplicando una presion de 8 Ib/in?, mostrada en la figura 2.7a.

Una vez que el conejo de la raza Nueva Zelanda hembra de 4 kg, fue colocado en una mesa
de operacion como se muestra en la figura 2.7b, se realiz6 una incisién en la parte baja del
abdomen. Los materiales utilizados fueron: bisturi, tijeras, pinzas, gasas estériles, tubo de
transporte de 50 ml y medio de transporte (solucidon salida con 1% de antibi6tico (penicilina,

espectromicina y anfotericina).

Se coloco yodo en la pelvis del animal como antiséptico y se realizaron diferentes incisiones

para la localizacion de la uretra, como se muestra en la figura 2.7c.
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Figura 2.7.-a) Camara de CO2 b) colocacion del ejemplar en la mesa de operacion c)primera
incision para el acceso a la uretra

La uretra fue trasladada al laboratorio de Ingenieria Tisular y Medicina Traslacional de la
clinica odontoldgica de Cuautepec-UNAM/FESI; para llevar a cabo la digestion enzimatica,

cosecha y siembra celular.

35



2.6.2 Obtencion de células uretrales

2.6.2.1-Digestion enzimética

Con la finalidad de degradar la matriz extracelular, se realiz6 una digestion enzimatica
(Sigma-Aldrich, EE. UU.) utilizando 5 mg de colagenasa por cada mililitro de medio de
cultivo. Para la preparacion del Medio de Cultivo Eagle Modificado de Dulbecco (DMEM,
BIOWEST) se utilizd 89% de DMEM con bajo contenido de glucosa, suplementado con 10%
de Suero Bovino Fetal (SBF, BIOWEST) y 1% de antibidtico y antimicético (Sigma-Aldrich,
EE.UU).

La uretra fue lavada con medio de transporte y posteriormente seccionada en tamafios de 2
mm? aproximadamente, en la cabina de bioseguridad de flujo laminar (Telstar Bioadvanced
I). Estas secciones fueron colocadas en tubos Eppendorf cuyo contenido de colagenasa fue
de 30 pl, para después ser colocados en la incubadora (Binder, modelo CB150 UL) durante
1ha37TCy5% de CO>. Transcurrido este tiempo, se realiz una centrifugacion de 1000 rpm
durante 10 min a una temperatura de 20 °C, con una maquina centrifuga Sigma modelo 2,15

KL que se muestra en la figura 2.8, para la obtencion del botdn celular.

Figura 2.8.-Proceso de centrifugacion, para la obtencion del botdn celular
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Al término de la centrifugacion se obtuvo el boton celular, mostrado en la figura 2.9a. El
cual, fue resuspendido en 30 ul de DMEM vy cultivado en una caja tipo T marca Nunc,
mostrada en la figura 2.9b. Después, el cultivo fue incubado durante 15 min a una

temperatura de 37 C y 5% de CO: para propiciar la adhesion celular.

Figura 2.9.-a) boton celular con poblacion heterogénea de células uretrales, b) siembra de células
previo a la incubacion

Posterior a la primera incubacion, se agregaron 5 ml de medio de cultivo DMEM vy se
colocaron de nuevo en la incubadora, a la misma temperatura y porcentaje de CO> durante
24 h. Transcurrido este tiempo, se realizé un cambio de medio de cultivo, mismo que se llevd
a cabo cada tercer dia.
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2.6.2.2-Cosecha Celular

Para esto, se retir¢ la caja tipo T marca Nunc de la incubadora, el medio de cultivo fue retirado
para colocar 3 ml de tryple Express (Sigma-Aldrich) se incubd por 3 minutos a 37 °C con
5% de COg, transcurrido ese tiempo se observa el cultivo al microscopio optico invertido de
campo claro (Leica modelo MIL LED), para comprobar que las células se hayan despegado

de la superficie del plastico.

Se agregé medio de cultivo para inactivar la accién de la enzima y se realizé un barrido de
las células mediante un raspador de células (Biologix). El contenido de la caja fue vaciado
en un tubo de 15 ml para ser sometido a una centrifugacién de 1000 rpm por un periodo de

10 min para obtener el botdn celular (figura 2.10).

Figura 2.10.-Boton celular obtenido posterior a la centrifugacion
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2.6.2.3.-Siembra de células en el andamio

Previo a la siembra de células, los andamios (2 mm x 2mm) fueron colocados en placas de
cultivo de fondo plano de 96 pocillos (Thermo) y sometidos a radiacion UV por 1h por lado

y lado.

La siembra de células se llevo a cabo por quintuplicado con el objetivo de realizar ensayos
de citotoxicidad mediante 3-(4,5- Dimetiltiazol-2-Y1)-2,5 Difeniltretazol (MTT)a 7,14y 21
dias, para determinar el grado de proliferacion de células uretrales existente, cuando estan en

contacto con los andamios.

Para esto, se colocaron muestras de cada tipo de andamio por quintuplicado (n=5, 2x2 mm)
en placas de cultivo de fondo plano de 96 pocillos. Controles (n=6) de células uretrales

sembradas en los pocillos con medio.

El boton celular fue resuspendido (figura 2.11) en 1 ml de medio de cultivo y contabilizadas
las células para hacer el célculo de la siembra, las cuales fue de una densidad de 10 mil células

por andamio.

Figura 2.11.-Resuspension de células, posterior a la centrifugacion

39



Seguidamente, se agregd a los andamios 5 pl de medio de cultivo con células como se
muestra en la figura 2.12.

Figura 2.12.-Siembra de células en los andamios
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2.6.2.4 Ensayo de viabilidad por 3-(4,5- dimetiltiazol-2-y1)-2,5 difeniltretazol (MTT)

Los andamios previamente cultivados durante 4, 7 y 14 dias fueron retirados de la incubadora
(37 con 5% de CO.) con la finalidad de afiadir los reactivos para el ensayos MTT.
Veinticuatro horas después, los cultivos fueron analizados mediante un lector de ELISA

(Thermo Labsystem, Multiskan Ascent).

Primeramente, el medio existente en los pocillos fue retirado al término de cada periodo de
tiempo, y los andamios fueron sometidos a dos lavados utilizando 100 pl de fosfato buffer
salino (FBS), después se colocé en cada pocillo 64 pl de FBS y 6 pul de reactivo MTT. La
placa de cultivo fue cubierta con papel aluminio (para evitar que los reactivos se oxiden por
accion de la luz) y colocada en la incubadora durante 3 h. Transcurrido este tiempo, se
agregaron 100 pl de isopropanol a cada pocillo. La placa de cultivo fue colocada nuevamente
en la incubadora (37 C con 5% de CO>), 24 h después se llevaron a cabo las lecturas por
medio de un lector de ELISA (Fisher Scientific - Multiskan Ascent) utilizando una longitud
de onda de 540 nm.
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2.7 Cultivo celular y citotoxicidad de los andamios con tratamiento superficial.

2.7.1 Poblacién heterogénea células uretrales de cerdo (PHCUCc).

Este estudio se realizd con la aprobacion del Comité de Etica de la UNAM (CE / FESI /
052017/1174). Se obtuvieron segmentos de uretra de 1 cm de cerdos vietnamitas. El tejido
se corto en trozos pequefios y se traté con 0.05% de colagenasa (Sigma-Aldrich, EE. UU.)
utilizando DMEM con bajo contenido de glucosa, (Bio-west, México), suplementado con
SBF al 10% (Bio-west México) y 1% de penicilina-estreptomicina (Sigma-Aldrich, EE. UU.)
Incubados durante 20 minutos a 37 ° C en una atmdsfera de CO2 del 5% con una humedad
relativa del 95%. La mezcla digerida se centrifugd y el sedimento celular se resuspendié con
medio fresco y se cultivé durante 10h-12h. Los medios de cultivo se cambiaron dos veces
por semana y cuando las células alcanzaron el 80% de confluencia, se recolectaron para los

subcultivos.

2.7.2 Inmunohistoquimica/inmunofluorescencia para fenotipo de células de uretra de

poblacién heterogénea de cerdos.

Las células se sembraron en cubreobjetos redondos durante 48 h, y cuando las células
mostraron una semi-confluencia se retiraron del medio de cultivo. Luego, las células se
incubaron con anticuerpos primarios durante la noche a 4 ° C, seguido de una incubacion de
1 h en una dilucién 1: 200 de un anticuerpo secundario conjugado con Alexa Flour 488
(Invitrogen). El anticuerpo primario fue el anticuerpo anti-pan citoqueratina AE1/AE3
(ab86734, Cambridge, Reino Unido) y el anticuerpo anti-alfa actina del musculo liso
(ab5694). La tincion nuclear se realizd con 4',6-diamidino-2-fenilindol (DAPI).

2.7.3 Evaluaciones in vitro de siembra celular, viabilidad, proliferacion y

citotoxicidad.

Brevemente, los andamios fueron esterilizados por exposicion ultravioleta durante 30
minutos en cada lado. La viabilidad celular (ensayo MTT) se midié mediante la reduccion de
la sal de tetrazolio MTT (3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolio bromuro) a formazan
(Roche® Life Science; Indianapolis, IN, ESTADOS UNIDOS). Al incubar 5x102 células a

los 3, 7y 10 dias, la viabilidad y la proliferacion se determinaron de acuerdo con el protocolo
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del fabricante agregando una cantidad conocida de MTT a 37 ° C durante 3 h. Después del
tiempo de incubacion, se agregaron 100 pl de isopropanol para solubilizar las sales de
formazan. Posteriormente, la mezcla se midio en una placa de 96 pocillos utilizando un lector

de microplacas (Biotek EIx808) y se determind la densidad dptica del colorante azul a 570

nm.
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CAPITULO 3 .- RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Fabricacién de andamios

Para que el andamio conserve su forma tubular, es necesario aplicar vaselina en el cilindro,
de esta manera se facilita el retiro del andamio del cilindro colector. En algunos casos, se
realiz6 un corte longitudinal en el andamio para poder retirarlo. A continuacion, se presentan

las caracteristicas de cada andamio fabricado.

3.1.1.-Andamio de PCL

En la figura 3.1 se muestran andamios tubulares elaborados a partir de PCL. Para determinar

la existencia de fibras, los andamios fueron observados en un microscopio éptico, la imagen

se muestra en la figura 3.2.

Figura 3.1.-Andamios tubulares de PCL obtenidos mediante electrohilamiento
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Figura 3.2.-Imagen captada mediante microscopia dptica a 40x

Las dimensiones del andamio fueron medidas mediante un vernier digital Mitutoyo, los

resultados se muestran en la tabla 3.1.

Tabla 3.1.-Dimensiones de los andamios tubulares fabricados

Andamio Relacion Espesor Longitud Tiempo de
PCL/PLGA (mm) (cm) electrohilamiento (h:min)
PCL1 100/0 0.15+0.05 10 1:30
PCL2 100/0 1+0.04 9 3:00
PCL3 100/0 1.2+0.1 10 12:00
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3.1.2 Andamios PCL/PLGA (70/30)

En la figura 3.3 se muestran los andamios obtenidos con una relacion de PCL/PLGA (70/30),

los andamios fueron observados por microscopia 6ptica a 40x para determinar la existencia
de fibras.

Figura 3.3.-Andamio tubular de PCL/PLGA (70/30)

Las dimensiones del andamio se obtuvieron utilizando un vernier digital Mitutoyo, los
resultados se muestran en la tabla 3.2.

Tabla 3.2.-Dimensiones de los andamios tubulares fabricados

Andamio Relacion Espesor Tiempo de electrohilamiento
PCL/PLGA (mm) (h:min)
PCL/PLGA1 70/30 0.4+0.1 1:30
PCL/PLGA2 70/30 0.65+0.1 3:00
PCL/PLGA2 70/30 1+0.1 12:00
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3.1.3.- Andamio PCL/PLGA (80/20).

En la figura 3.4, se muestra un andamio retirado utilizando vaselina en el cilindro, también
se muestra una imagen capturada mediante microscopia Optica para comprobar la existencia

de fibras. En la tabla 3.3 se especifican las dimensiones de estos andamios.

/
0 In

Figura 3.4.-Andamio tubular de PCL/PLGA (80/20) e imagen capturada con
microscopia éptica a 40x.
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Tabla 3.3.-Dimensiones de los andamios tubulares fabricados de PLGA/PCL (20/80).

Andamio Relacion Espesor Tiempo de electrohilamiento
PCL/PLGA (mm) (h:min)
PCL/PLGA1 80/20 0.30+0.08 1:35
PCL/PLGA2 80/20 0.84+0.1 5:00
PCL/PLGA2 80/20 1+0.1 12:00

3.1.4 Andamio PCL/PLGA (90/10)

En la figura 3.5 se muestra un andamio cuya relacion PCL/PLGA es de 90/10, es probable
que debido a las propiedades reoldgicas particulares de la disolucién, la fabricacion de este
andamio presenté mayor dificultades en comparacion con las demés mezclas, por lo que

solamente se presentan las caracteristicas geométricas de los que se lograron fabricar.

Para verificar la existencia de fibras fue examinado mediante microscopia Optica a 40x. Las

dimensiones del andamio se muestran en la tabla 3.4.

Figura 3.5.-Andamio tubular de PCL/PLGA: (90/10) observado mediante microscopia optica a 40x.
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Tabla 3.4.-Dimensiones de los andamios tubulares fabricados de PCL/PLGA (90/10).

Andamio Relacion Espesor Tiempo de electrohilamiento
PCL/PLGA (mm) (h:min)
PCL/PLGA1 90/10 0.2£0.05 1:00
PCL/PLGA2 90/10 0.2£0.05 1:00

Los parametros utilizados en la maquina de electrohilamiento, asi como disolventes y
polimeros utilizados en la disolucion polimérica influyen en la formacion de fibras.
Manteniendo constante los parametros de la maquina de electrohilamiento, se realizaron
variaciones en la concentracién de la disolucidn en experimentos previos y se determind que
una concentracién de 27.27% m/v es la Optima para la formacion de fibras. En las
concentraciones menores al 27.27% m/v se presentaron numerosas imperfecciones en forma
de gotas como los que se observan en la fotografia de la figura 3.6. Existen diferentes
pardmetros que propician la formacion de estos defectos en las fibras, tales como voltaje
aplicado, densidad de carga, viscoelasticidad y tensién superficial de la disolucion
polimérica[57]. Por otra parte, cuando la concentracién del polimero en los disolventes era
mayor al 27.27% ml/v, la disolucién polimérica no fluia a traves del capilar debido a su alta

viscosidad.
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Figura 3.6.-Defectos en fibras observadas en un microscopio optico a 40x.
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3.2 Ensayos in vitro para pérdida de masa.

En la gréfica de la figura 3.7, se presentan las curvas relacionadas con la degradacién del
andamio, puede observarse que la PCL alcanza una pérdida de masa del 20.3% de su masa
inicial, en contraste, el andamio cuyo contenido de PLGA fue del 10%, mostro una pérdida
de masa al final de la sexta semana del 42% con respecto a su masa inicial. Esto era de
esperar, ya que el PLGA posee un tiempo de degradacion (6-8 semanas) [58], mucho menor
al de la PCL (2 afios)[59], sin embargo, dicho andamio perdié unicamente el 22.7% de su
masa inicial al término de la sexta semana. Esta cantidad de pérdida puede ser atribuida al
espesor del andamio, ya que los andamios de PCL y PLGA al 10% poseian espesores de 0,20
mm aproximadamente, a diferencia del andamio de 20% cuyo espesor fue de 0,7 mm.
Probablemente, la solucién salina no logré ingresar completamente al andamio, ocasionando

unicamente degradacion superficial.
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Figura 3.7.-Relacién de pérdidas de masa para los andamios de PCL, PLGA al 10% y PLGA al
20%.
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3.3 Microscopia electrénica de barrido para los andamios elaborados con la mezcla
PCL/PLGA.

La caracterizacion de la morfologia de las fibras de los andamios se llevo a cabo por medio
de microscopia electrénica de barrido, los diametros de las fibras fueron analizados por
medio del software Image-J. Para medir este didmetro, cada micrografia se dividio en cuatro
regiones como se muestra en la figura 3.8. En cada cuadrante se contabilizaron 25 fibras,
dando como resultado la medicion del didmetro de 100 fibras en total. Para determinar el
tamanio del poro promedio, fue trazada una circunferencia entre fibras sobrepuestas en forma
de tridngulo o cuadrado, en cada cuadrante se realizaron 10 mediciones, dando un total de 40
mediciones de didmetros de poro.

Figura 3.8.-Cuadrantes dibujados en las micrografias MEB.
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La morfologia de las microfibras obtenidas a partir del electrohilamiento depende del voltaje
aplicado, el flujo de velocidad de la solucion de polimero, la distancia entre el capilar al
colector y las propiedades de la solucién (concentracién, tension superficial y composicion
del disolvente) [60]. La Figura 3.9a-d muestra las microfibras hechas con las mezclas de PCL
/ PLGA para cuatro relaciones: 100/0, 90/10, 80/20 y 70/30 y las inserciones muestran la
distribucion de didmetro correspondiente. Los andamios 100/0, 90/10, 80/20 mostraron una

polidispersidad diferente en el diametro de las fibras, desde nanofibras hasta microfibras.

Figura 3.9.-Morfologia de las microfibras electrohiladas a diferentes proporciones de las mezclas
PCL/PLGA : (a) 100/0, (b) 90/10, (c) 80/20, (d) 70/30.
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En general, el didmetro promedio de las microfibras se redujo a 47.5% para 90/10 y 80/20
(0.7 um), con respecto a 100/0 (3.5 um). Para el andamio 70/30, el diametro no se redujo
mas, la polidispersidad del diametro de las microfibras disminuye practicamente hasta
convertirse en constante, sin embargo, este didmetro es menor que en la mezcla de 100/0.
Las microfibras presentes en 100/0, 90/10, 80/20, son causadas por las condiciones del
electrohilamiento y la proporcién de polimero en la mezcla. La ausencia de microfibras en la
mezcla 70/30, se atribuyo al percolado del PLGA en la matriz formada por la PCL, esta

percolacion modifica la viscosidad de la disolucion, evitando la formacion de microfibras.

La Figura 3.10a muestra el cambio en el diametro de las nanofibras en funcién del contenido
de PLGA. En general, los diametros promedio tienden a disminuir, permaneciendo
constantes entre el intervalo de 10% y 20% de PLGA. La Figura 3.10b muestra que el tamafio
promedio de los poros disminuye cuando aumenta el contenido de PLGA, y permanece
constante entre el 10% y el 20% del contenido de PLGA. Estos resultados concuerdan con
los reportados por Hiep et al. [8], sugieren que un exceso de PLGA (> 20%) produce efectos
adversos en el proceso de electrohilado (aglomeracion de polimero y microfibras

incompletas).
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Figura 3.10.-Medicion de fibras y tamafios de poros de los andamios a) diametro promedio de las
fibras b) tamafio promedio de los poros.
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Fioretta et al [61] mostr6 que el arreglo entre las fibras de este tamafio permiten la adhesion
y proliferacion celular, en particular, las células de musculo liso. Una de las ventajas de un
andamio con didmetros de poros y tamafios de fibra en una escala micrométrica es la facilidad
con la que los nutrientes y el oxigeno pueden penetrar. Estas son variables criticas para la

regeneracion de los tejidos.

55



3.4 Propiedades mecénicas de los andamios

Las propiedades mecanicas de los andamios electrohilados dependen de diferentes factores,
como el tamafio y la orientacion de las nanofibras y microfibras, el enredo entre las mismas

microfibras y, lo que es mas importante, la composicion de la mezcla polimérica.

La figura 3.11 muestra el médulo eléstico para los andamios 100/0, 90/10, 80/20 y 70/30, en
donde el mddulo de la mezcla 0/100 (PLGA pristina) fue obtenido de la literatura[62].

Al variar la composicion de la mezcla (PCL/ PLGA) de 100/0 a 80/20, el médulo eléstico no
cambio considerando las barras de error (Figura 3.11a), y mostré un valor cercano a 10.3
MPa. Para las composiciones 70/30, el modulo aument6 considerablemente hasta 19 MPa.
Este incremento se debe a la percolacion de PLGA en el PCL. En las mezclas 100/0, 90/10 y
80/20, el PLGA esta en dominios discretos dentro de la PCL, por lo que laPCL es el polimero
que gobierna las propiedades mecénicas. A una concentracién superior al 20%, las fracciones
de PLGA y PCL son continuas dentro de la mezcla. Por lo tanto, ambos polimeros regulan

las propiedades mecanicas.
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Figura 3.11.-Propiedades mecanicas de los andamios para mezclas de PCL/PLGA (a)
mddulo eléstico (b) tensidn de rotura
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El PLGA esta en fase discreta, actuando como un elemento de refuerzo para la PCL. En otras
palabras, existe una sinergia en la tension de rotura entre los dos polimeros, esto se muestra
en la figura 3.11b. Para la mezcla 70/30, las dos fases de la muestra son continuas,
destruyendo la sinergia. Esto significa que la fase continua de PLGA, ya no actda como un
refuerzo[63]. A partir de las medidas de diametro, el tamafio de poro correspondiente y las
propiedades mecénicas, solo se consideraron las mezclas PCL, PLGA 90/10 y 80/20 para los

estudios de proliferacion celular.
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3.5 Ensayos bioldgicos

3.5.1 Obtencion de células uretrales.

Para el acceso al sistema urinario, fue necesario realizar presiones en la pelvis, cuando los
ureteros, la vejiga, y la uretra fueron localizados como se muestra en la figura 3.12a, se
procedio a su extirpacion que se observa en la figura 3.12b. La longitud de la uretra fue de 3
cm aproximadamente.

Figura 3.12.-a) acceso a la uretra b) vejiga y uretra c) secciones de uretra colocadas en tubo con
medio de transporte.
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Posterior a los procedimientos realizados, las cajas tipo T fueron observados en el
microscopio optico, las fotografias se muestran en la figura 3.13. En las imégenes se observa

una migracion de células uretrales (poblacion heterogénea) a partir del tejido remanente.

Figura 3.13.-Imagenes obtenidas por medio de microscopia 6ptica de campo claro a 4x, en donde se
observa poblaciones de células uretrales.

En la gréafica de la figura 3.14 se muestran los resultados correspondientes al ensayo MTT,
se observa un efecto de no citotoxicidad durante los cuatro primeros dias. En este tiempo, el
andamio cuyo contenido fue de PLGA al 10% presenta una mayor actividad metabdlica. Para
el analisis efectuado a los 7 dias, los andamios de las mezclas PCL/PLGA (90/10)
evidenciaron mayor actividad metabodlica con respecto a los andamios de PCL y PCL/PLGA
(80/20). Para el término del dia 14, los andamios PCL/PLGA (80/20) obtuvieron
notablemente mayor actividad metabodlica respecto a los andamios de PCL y PCL/PLGA
(90/10) por lo que este andamio demuestra que permite la adhesion celular, y sobre todo

favorece la proliferacion de las células uretrales.

Los resultados coinciden con el trabajo de Hiep et al. [8], en donde se reporta que un andamio
con cierta cantidad de PLGA mejora considerablemente la proliferacion celular. Esto puede
explicarse debido a la relacién de &cido lactico y &cido glicolico presentes en el copolimero,

pues juegan un papel importante en el metabolismo celular. Un exceso de estos monémeros
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podria ocasionar efectos adversos en cultivos celulares, ya que se incrementa la cantidad del
ion lactato, provocando acidez en el medio [64].
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Figura 3.14.- Viabilidad de células uretrales determinada por MTT en presencia de andamios de
PCL/PLGA.

Los resultados de las propiedades mecéanicas y la viabilidad celular indican que la mezcla
80/20 es la Optima para la proliferacion celular. Para esta mezcla, se realizaron
caracterizaciones fisico-quimicas adicionales, y es en la superficie de este andamio en donde

se polimerizara pirrol a diferentes concentraciones.
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3.6 Medicidn espesor del andamio tubular PCL/PLGA (80/20)

En la gréfica de la figura 3.15 se muestran los espesores del andamio tubular con respecto a
su longitud. Se observa que es en los extremos del andamio en donde se encuentran los
valores mas bajos, 0.21+0.1 mm y 0.32+0.09 mm respectivamente, y va en aumento
conforme se acerca a la mitad del andamio, el maximo espesor fue de 0.52 mm, localizado
en la longitud 48 mm. Jeong et al.[65] explica que durante el proceso de electrohilamiento,
el depdsito de fibras varia con respecto a la longitud del cilindro, en algunos casos, estas
fibras pueden ser mas delgadas que las demas (caracteristica aleatoria, propia de la técnica
de fabricacion), por lo tanto, otro de los pardmetros cuyo efecto da como resultado la
diferencia de espesores, con respecto a la longitud del andamio tubular, es la rapidez de giro

que posee el cilindro.
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Figura 3.15.-Graéfica espesor vs longitud del andamio tubular PCL/PLGA (80/20).
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3.7 Andlisis por calorimetria diferencial de barrido (DSC)

En la figura 3.16 se presentan los termogramas de DSC de la PCL, PLGA y la mezcla
PCL/PLGA (80/20). La transicion de fusion de la PCL se presenta como un pico endotérmico
en el intervalo de temperatura entre 45 °C y 63 °C, mientras que la transicion vitrea del PLGA
se presenta como un escalon en el intervalo de temperatura entre 50 °C y 57 °C. La transicion
vitrea del PLGA queda inmersa dentro de la transicion de fusion de la PCL dentro de la
mezcla, o sea, se traslapan las dos transiciones. El efecto de este traslape en el termograma
se observa en el pico correspondiente a la fusion de la PCL dentro de la mezcla, el cual se
encuentra préacticamente 10°C por debajo del pico de fusion de la PCL pura. Esta diferencia
de temperatura entre los picos de fusion de la PCL indica que estos dos polimeros son
compatibles, ya que, si no hubiese una compatibilidad entre los dos polimeros, la temperatura
pico de la PCL dentro de la mezcla, no tendria por qué disminuir y la transicion vitrea del

PLGA se observaria claramente.

16
57.7°C

—396°C

Flujo de Calor (J/s)

. . k
40 50 60 70

Temperatura (°C)

Figura 3.16.-Termogramas para los andamios de PCL pura, PLGA pura y la mezcla PCL/PLGA
(80/20).

62



Los tres termogramas de la Figura 3.16 corresponden a una segunda corrida en el DSC, con
esto se ha quitado la historia térmica de las tres muestras. Esto nos asegura que las sefiales
que observamos, principalmente la de la mezcla, corresponden a la interaccion de ambos

polimeros, sin sefiales atribuidas a la historia termica.

La figura 3.17 corresponde a la primera y segunda corrida en el DSC del PLGA. Se observa
un doble pico (el que sean dos picos posiblemente se debe a que es un copolimero)
endotérmico al terminar el escalon correspondiente a la transicion vitrea. Este doble pico
corresponde al fendmeno de relajacion estructural de la fase amorfa del PLGA [66]. Esta
relajacion estructural se lleva a cabo por debajo de la transicion vitrea y, su magnitud depende
de las condiciones térmicas a las que estuvo expuesto el polimero. Debido a que esta
relajacion es metaestable. En una segunda corrida del DSC, este doblete desaparece como se
muestra en la figura 3.17.

ENDO

corrida 2

Flujo de Calor (J/s)

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

Temperatura (°C)

Figura 3.17.-Primera y segunda corrida del PLGA
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Los pequeiios cambios que se observaron corresponden realmente a las
condiciones de enfriamiento a los que fue sometida la mezcla, o bien, al poco
contenido de PLGA que presenta el andamio, por lo que se asume que existe una

compatibilidad entre ambos polimeros.
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3.8 Polimerizacion por la técnica de plasma

Previo al tratamiento superficial de los andamios se realizaron polimerizaciones Gnicamente
con mondmero de pirrol, esto con la finalidad de identificar los grupos funcionales existentes

y posteriormente compararlos con polipirrol obtenido de forma electroquimica.

En la figura 3.18 se presenta el reactor de plasma utilizado. Posterior al tiempo de reaccion

se obtuvieron peliculas como la que se muestra en la figura 3.18d.

Figura 3.18.-Reactor de plasma utilizado, ubicado en las instalaciones de Quimica De Materiales de
la Universidad Auténoma de Yucatan (UADY). a) reactor de plasma, b) plasma de aire, c)
polimerizacién de pirrol por plasma, d) pelicula obtenida a partir del monémero pirrol.
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En la figura 3.18a, se muestra las partes que conforman el reactor, en la figura 3.18b, se
muestra una fotografia con una descarga de color blanca, lo que indica que no estan
ingresando agentes externos a la camara, en a figura 3.18c se muestra la camara del reactor
cuando la valvula del pirrol es abierta. Por Gltimo, en 3.18d se observa la pelicula recolectada

de los electrodos.
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3.8.1 Andlisis FTIR de las peliculas obtenidas a partir del monémero pirrol

En la figura 3.19 se presentan los espectros FTIR de las peliculas obtenidas a diferentes
potencias (25W, 50 W, 75W). La banda que se observa en 3400 cm se atribuye a la banda
de los aminos en tension. La presencia de otro pico caracteristico se encuentra en 1635 cm
-1700 cm™* que corresponde a los enlaces C=N y N-H en flexion. Los picos que se observan
en el intervalo de 500 cm™ a 1000 cm™ pertenecen a los alquenos, que son resultado de
algunas rupturas de los anillos del pirrol, otros enlaces que se generan a partir de la ruptura
del anillo son los C=C y C=N que se encuentran en 2200 cm™[39, 50, 51]. Los picos que se
observan en 2360 cm™ corresponden a didxido de carbono, por lo tanto, no esta asociado a
la muestra, tal como reporta Walter et al. [67].
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Figura 3.19.-Espectros FTIR de las peliculas obtenidas a partir del monémero de pirrol.
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3.8.2 Comparacion entre Ppy sintetizado de forma quimica y por medio de plasma

El polipirrol (Ppy) puede ser obtenido por medio de sintesis quimica o electroquimica
utilizando varios tipos de solventes organicos o medios acuosos, también puede ser
sintetizado utilizando un reactor de plasma. La ventaja de la sintesis electroquimica (con
respecto a las otras) es la produccién de peliculas con un mayor espesor, ademas de un mejor
control de la conductividad cuando se modifican los parametros en el equipo de sintesis,

principalmente la densidad de la corriente, el tipo de sustrato, el pH del medio y el dopante.

La sintesis quimica del polipirrol se realiza por medio de dos rutas: polimerizacion por
condensacion o polimerizacion por adicion. Una de las ventajas mas notorias de esta sintesis
es que puede hacerse a gran escala —principalmente para fines comerciales—, algo
imposible actualmente con el método electroquimico. La sintesis de este polimero utilizando
un reactor de plasma posibilita su incorporacion en la superficie de sustratos afiadiéndoles
nuevas propiedades. En la figura 3.20 se muestra una comparacion entre el espectro FTIR de
Ppy sintetizado por medio de un reactor de plasma, y Ppy obtenido por sintetizacién quimica
[68].

En el espectro FTIR del Ppy sintetizado por plasma, la banda que se observa en 3400 cm™ se
atribuye a los N-H en tension. Otro pico se encuentra en 1635 cm™, que corresponde al enlace
C=N en flexion. Los picos que se observan en el intervalo de entre 500 cm™ y 1000 cm*
pertenecen a los alquenos, que son resultado de algunas rupturas en los anillos del pirrol,
otros enlaces que se generan a partir de esta ruptura son los C=C y C=N que se encuentran

en 2200 cmt [67, 69].

El espectro FTIR del polipirrol sintetizado de manera quimica posee un pico en 3411 cm™
que pertenece al enlace N-H en tension, este enlace también aparece en 788 cm™. El pico en
1291 cm* pertenece a la deformacion del enlace C-H; 1540 cm™y 1467 cm™ corresponden
a vibraciones del anillo de polipirrol. El pico en 1640 cm™ pertenece al enlace C=C y en 1184

cm* el enlace N-C en tension[70, 71].
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Ambos polimeros comparten algunos picos (ligeros corrimientos en el nimero de onda). La
principal diferencia se halla en 1070 cm™ del espectro de la sintesis quimica (figura 3.20b);
se relaciona con la polimerizacion de los monomeros de pirrol. En la figura 3.20a, se observa
que los picos en el intervalo de 500 cm™ — 1000 cm™, pertenecientes a los alquenos, son
diferentes a los picos de la figura 3.20b en el mismo intervalo, esto es debido a que dichos
alquenos son el resultado de la ruptura del anillo de polipirrol, cuando la sintesis con plasma

es realizada, esta ruptura no ocurre en la sintesis quimica.
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Figura 3.20.-(a)Gréfica polipirrol sintetizado por plasma (b) polipirrol sintetizado de forma quimica.
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3.9 Andamios y tratamiento superficial

En la figura 3.21a se muestra un andamio tubular electrohilado de PCL/PLGA (80/20), en
todos los casos, las longitudes de los andamios fueron de ~10 cm, con un diametro de ~5

mm y un espesor de ~0.50 mm. En la figura 3.21 se muestran los andamios antes y después

del tratamiento superficial.

Figura 3.21.- a) andamio de PCL/PLGA: (80/20) b) ts=5 min c) ts=10 min, ts=15 min, ts=20
min, ts=25 min ts=30 min

71



3.9.1 Anélisis MEB de andamios con tratamiento superficial

La polimerizacion del pirrol inducida por el plasma de aire produce un destello pdrpura
dentro de la cdmara. Como resultado del tratamiento de la superficie, los andamios cambiaron
de blanco a marron oscuro. La polimerizacion del pirrol se lleva a cabo mediante la
produccion de los &tomos libres del plasma, que se eliminan de los &tomos de hidrogeno del
sustrato polimérico, provocando la formacion de los radicales libres que dan lugar a la
polimerizacion del pirrol, y su vez, su entrecruzamiento [72]. La Figura 3.22 muestra el
numero de particulas de polipirrol que se forman en la superficie del andamio PCL/PLGA
(80/20). Este numero depende del tiempo de exposicion al plasma. La Figura 3.22a muestra
el andamio tratado durante 5 minutos dentro de la cdmara de plasma donde se observa que
su superficie permanece sin modificaciones. En contraste, después de diez y quince minutos
dentro de la cAmara de plasma, se observan pequefios fragmentos de estrellas de polipirrol en
los andamios. La Figura 3.22d muestra el andamio que estuvo veinte minutos dentro de la
camara de plasma donde se formd una pelicula heterogénea de polipirrol en algunas
microfibras del andamio. Después de veinticinco minutos, se observaron particulas y
peliculas de polipirrol en algunas fibras como se muestra en la Figura 3.22e. Finalmente, la
figura 3.22f muestra andamios que estuvieron treinta minutos dentro de la camara de plasma.
Estos andamios mostraron un aumento significativo en el nimero de particulas y peliculas
de polipirrol en sus superficies. La figura también muestra que las fibras comienzan a

romperse, debido al plasma de alta energia y al largo tiempo de exposicion.
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18 hm ZZ 48 SEI

Figura 3.22.-Micrografias MEB de andamios electrohilados sometidos a diferentes tiempos de
tratamiento con plasma, para la incorporacion de polipirrol: a) 5 min b)10 min c) 15 min d) 20 min
e) 25 min f) 30 min.
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3.9.2 Anélisis de la superficie del andamio por XPSy FTIR.

Para determinar el porcentaje de grupos funcionales, se utilizaron tanto como XPS como
FTIR.

La Figura 3.23a muestra la deconvolucion de los espectros XPS C1s para las mezclas 80/20
sin tratamiento superficial, mientras que la Figura 3.23b muestra los espectros
correspondientes para la mezcla PCL/PLGA (80/20) tratada durante 30 minutos con plasma

de polipirrol. La Figura 3.23a muestra tres picos que corresponden a los dos polimeros [73-
76].

El primer pico, ubicado a 284.4 eV, se asignd al grupo C-C, el segundo pico a 286.4 eV se
atribuyd al grupo C-O y el tercer pico a 288.7 eV se atribuyo al enlace C = O. Sin embargo,
en la Figura 3.23b se observa un pico mas. A 287.0 eV, que se atribuye al grupo C = N del
PPy, mientras que el pico a 285.8 eV se atribuye a la presencia del grupo C-O de la mezcla
de polimeros y la presencia de los grupos C-N y C=N del PPy [77, 78].

10000 10000

1000 1000

Conteos/(s)
Conteos/(s)

—— XPS, Curva experimental

—&— XPS, Curva experimental —8—C-C

—e—cCC —B— 00
——C=0 —— C=Nand C-N
——C-0 —9—C=N
100 L 100 L
292 288 284 280 292 288 284 280

Energia de enlace (eV) Energia de enlace (eV)

Figura 3.23.-Espectro XPS para los andamios. a) PCL/PLGA (80/20) andamio sin tratamiento
superficial b) PCL/PLGA: (80:20) andamio con 30 min de tratamiento.
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Las energias de enlace de los grupos N-C y C=N se observaron en el mismo valor, por lo que
sus picos se traslaparon en el espectro XPS[8]. Para confirmar que estos dos grupos estan
presentes, se obtuvo el espectro FTIR de la mezcla 80/20 para todos los tiempos de
tratamiento superficial. Las figuras 3.24a y 3.24b muestran el grupo C=N a 2200 cm™ [79].
Este grupo aparece después de 10 minutos de tratamiento del andamio en la cdmara de
plasma. Esto significa que después de 5 minutos de residencia del andamio en la cdmara de
plasma, el PPy no se ha sintetizado en la superficie del andamio o no es suficiente para ser
detectado. La Figura 3.24b muestra la presencia del grupo N-C a 1184 cm™ atribuido al PPy.
Aunque tanto la PCL como el PLGA tienen grupos (C-O) que vibran en este nimero de onda,
se observa que después de los 5 minutos de tratamiento de la superficie, la forma del pico
cambia con el tiempo. Este cambio puede atribuirse a la presencia de grupos que contienen
nitrégeno de PPy[80].

e —0*-\\ . 120

L N\ N2
80
< o
5 __t____,_._-..---.. 5 \/’_\/‘,— W
=} =1
& = ——( min
= " —a—0min = 0 \/-—\/‘—L//\—'—"k ——35 min
/’_VF IS"“"_ —8—10min
10 min 4 \/’_\f— i .
—&— 15 min L/\ —&— 15 min
——20 min ——20 min
—#—25 min wNTTONAT N —+25min
a ——30min b —e—30min
L L X 1 1 1 'l 1
2800 2600 2400 2200 2000 1800 1300 1250 1200 1150 1100 1050 1000
Numero de onda (Cl.'l'l'1 ) Numero de onda (cm'l )

Figura 3.24.-. Espectro FTIR para el andamio. a) Andamio PCL/PLGA (80/20) sin tratamiento superficial b)
Andamio PCL/PLGA (80/20) con 30 min de tratamiento superficial
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La Tabla 3.5 muestra que en los andamios no tratados disminuyo6 el contenido de C-C,
posiblemente debido a la alta energia del plasma que promueve la ruptura de los enlaces C-
C de la PCL y el PLGA[81]. Después de cinco minutos, se observo la presencia de pirrol
cuando comenzaron a aparecer los enlaces N-C y C=N. Sin embargo, las contribuciones
individuales no se muestran y solo el valor acumulado correspondiente a ambos enlaces se
muestra en la Tabla 3.5. La presencia del enlace C = N, a los 25 y 30 minutos, se atribuye a
la deshidrogenacion y oxidacién de la PPy [82], la literatura informa que este enlace C = N
es toxico[83, 84]. La tabla 3.5 muestra los cambios en el porcentaje del enlace C = O (este
enlace corresponde solo al PCL). Por lo tanto, este cambio puede estar asociado con la
degradacion de PCL debido al mismo plasma[85]. Para todos los tiempos de tratamiento
superficial, el contenido de enlace C-N permanece constante y con bajos porcentajes. Esto
puede explicarse por la degradacién del enlace de nitrégeno del pirrol polimerizado en la

superficie del andamio, durante los primeros cinco minutos de tratamiento con plasma [86].
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Tabla 3.5.-Porcentaje de grupos funcionales calculados a partir de las curvas XPS-C1s y XPS-N1s.

XPS-Cls XPS-
N1s

Tiempo del C-C C-N C=N C=0 N-H C-N*
andamio

+1.0 C=N +1.0 +1.0 +1.0 +1.0
Dentro de la
camara  de 1.0
plasma
0 min 82.86 - - 2.56 -
5 min 84.19 5 - 414 2.46 -
10 min 66.51 16.77 - 4.33 7.56 0.54
15 min 69.68 14.38 - 3.98 6.83 0.26
20 min 67.77 14.62 - 4.42 6.46 0.29
25 min 61.99 17.61 4.72 2.47 8.05 0.36
30 min 65.92 15.33 4.92 2.12 6.77 0.26

*La potencia utilizada fue 15 W a una frecuencia de 13.5 MHz.
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3.9.3 Angulo de contacto

En la tabla 3.6 se muestran los datos obtenidos para los angulos de contacto medidos para

cada tipo de andamio.

Tabla 3.6.-Angulos de contacto

Andamio PCL/PLGA t, =5min t, =10 min t;=15min t;=20min t;=25min t;=30min
(80/20)
Angulode  124.8+4.6 100.7 +12.1 96.9+7.9 108.57+10.84 118.3+£10.5 118.3+9.1 55.8+9.2
contacto
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Los valores del &ngulo de contacto obtenidos a partir de la superficie de los andamios revelan

que el efecto del tratamiento superficial comienza a ser visible en t;, = 30 min, como se

muestra en la figura 3.25.

Figura 3.25.-Imagenes de las gotas depositadas en los andamios con tratamiento superficial; a) ts=0 min, b)ts=5
min, ¢) ts=10 min, d) ts=15 min, e) ts=20 min, f)ts=25 min y g) ts=30 min
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En el célculo de porcentajes de N-H obtenidos mediante los espectros XPS (N1s), se
corrobora que la cantidad de aminas presentes en el andamio varia de manera no lineal (figura
3.26a), y se observa que en t, = 20 min existe una disminucion de este grupo funcional
dando como resultado un aumento en el angulo de contacto (figura 3.26b), esto ocurre porque
las aminas (N-H) aportan hidrofilicidad [87]. De hecho, la grafica de porcentaje de aminas
(obtenida por XPS) asi como la de angulo de contacto pueden relacionarse con el siguiente
comportamiento: A mayor contenido de aminas menor dngulo de contacto. No obstante, en

el tiempo t;, = 30 min esta correspondencia en las graficas ya no se cumple.
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o 4! | | | | | | L L ! ! ! ! L
0 5 10 15 20 25 30 35 -5 0 5 10 15 20 25 30 35
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Figura 3.26.- a) Porcentaje de N-H calculado mediante el ajuste de la curva N1s obtenida con XPS b) angulo
de contacto vs tiempo de tratamiento superficial de los andamios.
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Esto puede justificarse si se observa el perfil de espectros FTIR construido a partir de los
andamios tratados superficialmente (figura 3.27), ya que se hace evidente que en t; =
30 min existe una mayor cantidad de aminas secundarias, esto puede explicar la disminucion

en el valor del angulo de contacto.

Estas diferencias entre los resultados obtenidos por XPS y FTIR probablemente sean
ocasionadas por dos factores que ocurren durante el tratamiento superficial. El primero se
relaciona con las energias de los electrones generados durante la descarga de plasma, que son
dependientes de la zona del reactor[88], y el segundo con la distribucion de las particulas de

pirrol en la superficie del andamio, como se observa en la figura 3.28.
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Figura 3.27.-Comparacion entre el espectro FTIR de los andamios a diferentes tiempos de
tratamiento con plasma
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Figura 3.28.-Micrografias MEB de andamios electrohilados a) sin tratamiento b) con tratamiento
superficial durante 30 min.
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3.10 Cultivo celular y citotoxicidad de los andamios con tratamiento superficial.

3.10.1 Cultivos celulares

El tratamiento enzimatico proporcionado al tejido uretral muestra que el aislamiento celular
resulté exitoso. En la figura 3.29 se muestran poblaciones de células uretrales obtenidas
durante el primer y segundo pasaje. Estos resultados concuerdan con lo reportado por Patel
et al.[14], quien también utiliz6 un método enzimatico para la obtencidn de células de la
uretra.

Figura 3.29.-Fotografias obtenidas por medio de microscopia Optica de campo claro, en donde
se observa poblaciones de células uretrales. a) primer pasaje, b) segundo pasaje.

En la figura 3.30 se muestran las fotografias de microscopia de campo claro de células
uretrales, a los 10 dias de haber estado en contacto con los andamios tratados
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superficialmente. Se observan que las células fueron capaces de colonizar y extenderse en
presencia de los andamios tratados con polipirrol.

t; = 0min

t; = 20 min

Figura 3.30.-Imagenes de microscopia de campo claro que muestran el efecto del tratamiento
superficial en la viabilidad celular
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Estos resultados muestran que los andamios con t, = 25 min y tg = 30 min poseen un
aparente efecto citotoxico segln la norma I1ISO 10993-5:2009[89] aplicada a la evaluacion
bioldgica de dispositivos meédicos. Ya que existe una menor cantidad de células en
comparacion con tiempos menores de tratamiento, pues es visible una reduccién en la

viabilidad celular de mas del 30% aproximadamente (determinacion cualitativa).
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3.10.2 Fenotipo de la poblacion heterogénea células uretrales de cerdo (FPHCUC).

Los anticuerpos anti-pan citoqueratina AE1/AE3 y anti-alfa actina del mdsculo liso
confirmaron la presencia de células epiteliales y CML, respectivamente. La
inmunofluorescencia de la figura 3.31(a) y (b) muestra la expresion positiva de células

uretrales.

Verde: ¢-actina

Verde: Citoqueratina AE1/AE3

de musculo fiso
Azul: Nucleo i

Figura 3.31.-(a) Expresion por imnunofluorescencia para células epiteliales AE1/AE3 (verde) y (b)
expresion por inmunofluorescencia para células a-actina de musculo liso. La tincion nuclear se
realizo con DAPI (azul). Magnificacion de 40x.
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3.10.3 Citotoxicidad de los andamios PCL/PLGA (80/20) tratados con pirrol

Los andamios tratados con polipirrol estuvieron en contacto con las células uretrales durante
3, 7y 10 dias. Como control, se us6 un pozo cuyo contenido era células uretrales y medio de
cultivo. La Figura 3.32 muestra que en el dia 3, la absorbancia presenta solo pequefios
cambios en sus valores, es decir, la viabilidad celular fue similar para todos los tiempos de
tratamiento (10, 15 y 20 min). Después de 7 dias, el andamio con tg = 20 min mostro la
absorbancia maxima (0.4) pero aun por debajo del control. Este comportamiento es tipico de
la proliferacién celular. Sin embargo, a los 10 dias, el andamio con t, = 15 min mostrd

menos citotoxicidad.
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Figura 3.32.-Absorbancias MTT del andamio de los andamios con tratamiento superficial *p<0.05
y **p<0.01
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Un andamio modificado superficialmente ofrece ventajas para la viabilidad y proliferacion
celular porque las propiedades quimicas de la superficie cambian. Estos andamios contienen
nuevos grupos funcionales que representan beneficios para las células. Estos grupos
funcionales pueden ser aminas, acidos carboxilicos, entre otros [90-93]. Un tratamiento con
plasma incorpora estos grupos funcionales sin modificar la estructura de los andamios y
preservando las propiedades mecénicas, que tienen una gran importancia para la ingenieria
de tejidos, especialmente cuando se utiliza para la regeneracion uretral. Las aminas en la
superficie del andamio podrian tener efectos benéficos sobre la adhesion celular, ya que estos
grupos funcionales pueden unirse covalentemente con ligandos bioldgicos para promover

una interaccién receptor-ligando.

Sin embargo, el polipirrol en altas concentraciones puede causar un efecto citotoxico segun
la literatura, ya que los grupos C = N pueden ser toxicos. Estos efectos adversos se muestran
en la tabla 1, donde se detecta la presencia del enlace C = N en la superficie del andamio a
los 25 min y 30 min [83, 84].
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CAPITULO 4 . - CONCLUSIONES

Los andamios tubulares de PCL/PLGA se obtuvieron mediante la técnica de
electrohilamiento. Las micrografias MEB de los andamios mostraron microfibras sin
defectos que varian de entre 0.7 um a 3.5 um de didmetro y tamafios de poros de 9 um a 24
pum a medida que aumenta el contenido de PLGA. Incluso cuando los andamios con 30% de
PLGA mostraron el modulo de Young maés alto (19 MPa) y la tensién mas baja al romperse
(15%) no generaron nanofibras. Por DSC se determiné que las mezclas de PCL/PLGA son

compatibles pero no miscibles.

La medicion de espesores en el andamio tubular muestra que es en la mitad de su longitud en
donde se concentran los valores mas altos de espesor, mientras que es en los extremos en
donde se encuentran los valores mas bajos; lo anterior, es causado por la longitud y rapidez

de giro del cilindro utilizado, durante el proceso de fabricacion.

Considerando que los tiempos de degradacion del PLGA son menores en comparacion al de
la PCL, se esperaba que al aumentar la cantidad de PLGA en el andamio, también aumentara
el porcentaje de degradacion de este, lo cual no sucedid. Esto puede ser atribuido al espesor
del andamio, ya que la cantidad de fluido que ingresa a éste depende de su espesor, de tal
manera que las fibras internas no estuvieron en contacto con el fluido, por lo que

probablemente no fueron sometidas a degradacion.

Los resultados de las propiedades mecanicas y la viabilidad celular indicaron que la mezcla
PCL/PLGA (80/20) es la optima para la proliferacion celular, por lo que a este andamio se le

proporciond tratamiento superficial.
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El tratamiento con plasma de los andamiajes PCL/PLGA (80/20) permitié la incorporacion
de polipirrol en su superficie como pequefios fragmentos en tiempos cortos (5 minutos) y
como recubrimiento polimérico con algo de dafio de fibra en tiempos mas largos (30
minutos). Los espectros XPS y FTIR mostraron la presencia de grupos N-H, C=0 C-N y
C=N en la superficie de los andamios. Los grupos N-H juegan un papel importante en la
hidrofilicidad del andamio, ya que a mayor tiempo de estar expuestos a plasma de Ppy

disminuye su angulo de contacto.

Los estudios de citotoxicidad con poblaciones heterogéneas uretrales de células de cerdo
mostraron que los tratamientos de entre 10 y 20 min permitieron una buena proliferacion
celular hasta por diez dias. Por lo tanto, se recomienda que los andamios preparados por
electrohilamiento tengan una composicion de PCL/PLGA (80/20) y un tratamiento
superficial de plasma de pirrol de entre 10 min y 20 min; estos parametros demostraron ser
los mejores para su uso en la ingenieria tisular uretral. Esto se debe a la presencia de
microfibras y a la de grupos funcionales que contienen nitrogeno, los cuales, pueden
promover la adhesién y la proliferacion celular. Por lo tanto, es sugerido para su evaluacion

en estudios preclinicos.
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