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Andamios Electrohilados para el Sistema Cardiovascular

Ricardo Vera Graziano

Introduccion

Ante la insuficiencia de tejidos y érganos sanos surgio la medicina regenerativa. Este tipo de medicina se vincula a diferentes areas cientificas como la terapia
celular avanzada, la ingenieria genética y la ingenieria de tejidos. La terapia celular se basa en la insercion de un gen en una célula para sustituir o bloquear
un gen defectuoso o ausente en las células. La ingenieria genética que se ocupa de genes para sustituir o bloquear un gen defectuoso o ausente en las
células. La ingenieria de tejidos tiene como propdsito desarrollar sustitutos bio-artificiales para mantener o mejorar la funcién de tejidos y érganos
humanos.

La ingenieria de tejidos contribuye de manera importante al desarrollo de biomateriales que mimeticen las funciones de los tejidos nativos para regenerar los
tejidos por medio del crecimiento orientado de células y la formacién de la matriz extracelular con propiedades similares a la del tejido nativo. En la figura 1
se ilustra como funciona la ingenieria de tejidos [Agarwal S, et al, 2008, Yi-Fan, et al, 2013, Persson M, et al, (2013]
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Figura 1. Esquema del ciclo de la ingenieria de tejidos. (1) se extraen células sanas del paciente. (2) Se aislan y se cultivan.
(3) Las células se siembran en un andamio. (4). Se coloca el andamio con las células en un biorreactor y se alimentan con
nutrientes y se agregan factores de crecimiento. (5) El biorreactor promueve la adhesion de las células sobre el andamio

asi como su crecimi y diferenciacion. (6) Se impl el io que i las células en la parte del organismo
que se quiere regenerar.

La ingenieria de tejidos utiliza métodos de bioquimica, biomedicina y ciencia e ingenieria de materiales. En la practica el término se relaciona con las
aplicaciones para reemplazar o reparar parcial o totalmente tejidos y 6érganos.

Enero 2016 Materiales Avanzados “Edicion Especial 2° Claustro Académico del [IM”



En el grupo de investigacion “sintesis y caracterizacién de polimeros para usos biomédicos” se orienta la investigacion al desarrollo de andamios para
ingenieria de tejidos, en donde se hace uso de células, materiales y factores activos. Se cultivan seis temas generales de investigacion para el desarrollo de
andamios celulares: (a) sintesis de polimeros, copolimeros, funcionalizacion de polimeros y compuestos, (b) Caracterizacién de polimeros, nanofibras y
andamios, (c) preparacién de andamios por electrohilado, (d) disefio y construccién de equipo de electrohilado, () modelamiento de propiedades mecanicas
y () desarrollo de biovidrios.

Los andamios, pueden construirse con diferentes materiales como polimeros, ceramicos, metales e hibridos. En el grupo se trabaja con polimeros,
copolimeros y compuestos. La elaboracion de los andamios debe tomar en cuenta la morfologia de las células y sus dimensiones. La forma de las células
depende del tipo de tejido y sus dimensiones varian de centimetros a micras.

Para que los andamios mimeticen las funciones del tejido nativo deben tener ciertas caracteristicas. Deben ser estructuras con poros interconectados para
permitir el paso de los nutrientes y factores activos asi como el desecho de metabolitos, el tamafo de los poros debe corresponder al tipo de células que se
quiere desarrollar. Deben ser esterilizables, biocompatibles y no inmunogénicos. Su morfologia debe permitir la adhesién, crecimiento y diferenciaciéon
celular. Ademas deben ser reproducibles viables econdmicamente.

Existen diferentes métodos para fabricar andamios como el electrohilado, colada con disolvente y lixiviacion de sales, separacion térmica de fases, moldeo
en caliente, espumado, secado criogénico de emulsiones, entre otros.

En el grupo se desarrollan andamios por el método de electrohilado en solucion debido a sus ventajas: Permite aprovechar una gran variedad de materiales
poliméricos y compuestos Utiles, combinar propiedades fisicas, quimicas y biolégicas de diferentes materiales, desarrollar andamios hechos de micro y
nanofibras con diametros y relacién superficie/volumen cercana a la de tejidos vivos, permiten la adhesion, crecimiento y diferenciacién de varios tipos de
células, el proceso de electrohilado permite controlar la morfologia de nanofibras y andamios asi como en su desempefo y el proceso es escalable de nivel
laboratorio a nivel piloto e industrial.

También se han disefiado y construido varios equipos de electrohilado para producir andamios a nivel laboratorio. En la figura 2 se muestran los
componentes principales de un equipo de electrohilado (2a) y diferentes tipos de colectores para elaborar andamios con caracteristicas morfolégicas
especificas (2b).
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Figura 2. (A) Equipo de electrohilado en donde se resaltan sus componentes principales: Fuente de poder, inyector,
colector, controladores y cabina de seguridad. (B) Colectores para elaborar diferentes tipos de andamios. (a) de tambor
rotatorio, (b) plano, (c) rotatorio con desplazamiento para tubos de didmetro menor a 5 mm, (d) de tubos de didmetro
mayor a 1cm, (e) con curvatura y (f) tubular rotatorio. Vera R, Montiel R, Maciel A, et al (2013).
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Figura 3. Aplicaciones de los biopolimeros en Ingenieria de Tejidos. En amarillo se muestran los campos en que
se estd incursionando
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Elaboracion de andamios para el sistema cardiovascular.

Las enfermedades cardiovasculares son generan altos indices de mortalidad y morbilidad a nivel mundial. Estas incluyen dafos al corazén y a los vasos
sanguineos. Para contribuir a mitigar estos dafios se estudian andamios para su aplicacion en el sistema cardiovascular. A continuacién se presentan de
manera general los avances logrados en el desarrollo de tres tipos de andamios.

(A) Andamios electrohilados de poli(carbonato - uretano) con fibronectina integrada.

Si bien existen a nivel comercial vasos sanguineos artificiales de didmetro mayor a 5 mm se detecté la carencia de arterias artificiales con didmetros
interiores menores. [Y Nagaoka, H Yamada, et al, 2014]

Se desarroll6 un sistema de electrohilado para fabricar tubos de poli(carbonato/uretano), PCU, con fibronectina, FN. El sistema incluye un colector tubular
rotatorio con desplazamiento a lo largo del eje principal del tubo para fabricar vasos artificiales de diametro menor a 5 mm. En la Figura 4 se muestra un
andamio tubular de PCU con FN.

Figura 4. Andamio tubular de PCU con FN. (a) tubo delgado de 6 cm de longitud, (b) Vista axial, del
tubo de 4 mm de didmetro interior. (c) Pared del tubo, 250X. (d) Nanofibras, 500X.

Se utilizdé el PCU por ser un copolimero en bloque no biodegradable. Este copolimero tiene excelentes propiedades fisicas, muestra buena adhesién y
proliferacion de células endoteliales, baja activacion a la adhesion de plaquetas y monocitos y una gran resistencia a la degradacién por hidrélisis.
[Chiristenson, Dadsetan, Wiggings, Anderson, Hiltner, 2003.Chiristenson, Anderson, Hiltner, 2004. Shan-hui Hsu, 2004.]

La fibronectina, FN, es una glicoproteina que promueve la adhesién, crecimiento y la diferenciacion celular. En la Figura 5 se muestran la estructura quimica
del PCU y la composicion de la fibronectina.
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Para integrar la fibronectina, FN, a las fibras de PCU de forma permanente se prepararon soluciones de PCU con FN a diferentes concentraciones y se
elaboraron los andamios para analizar sus propiedades fisicoquimicas y su viabilidad biolégica. La integracion de la FN en los andamios de PCU se detect6
por espectroscopia infrarroja, analizando los grupos disulfuro (-S-S-) que unen los dos brazos de polipéptidos que constituyen la FN.
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Figura 5. (A) Estructura quimica del poli(carbonato/uretano) en bloque (PCU), (B) asignacién de los Figura 6. Transiciones térmicas de los andamios de PCU-FN detectadas por calorimetria diferencial de barrido, DSC,
protones del PCU por RMN y (C) esquema de la composicién de la fibronectina. y analisis mecdnico dinamico, DMA.

Los analisis de angulos de contacto de agua en sobre los andamios de PCU mostraron que la fibronectina, en funcién de su concentracién, cambi6 el caracter
hidrofébico del PCU a hidrofilico.

Los andlisis por calorimetria diferencial de barrido, DSC, y andlisis mecanico dindmico (Figura 6) confirmaron que el PCU es un copolimero en bloque y que
cada bloque se segrega formando microdominios semicristalinos y amorfos. Las pruebas mecdanicas a su vez mostraron que los andamios PCU/FN presentan
un moédulo de elasticidad y una resistencia a la ruptura mayor que los andamios que no tienen fibronectina.

Las pruebas de bioldgicas (Figura 7) indican que los andamios de PCU/FN presentan mayor confluencia celular que los andamios sin FN y que la viabilidad
celular aumenta con el contenido de FN integrada a las fibras que constituyen los andamios de PCU.

Avances. El estudio realizado mostro que es factible fabricar andamios tubulares de poli(carbonato-uretano), PCU, y PCU/Fibronectina con diametros menores
a 5 mm por el método de electrohilado. La hidrofilicidad de los andamios aumenta en funciéon del contenido de FN. El electrohilado de la solucién PCU/FN
garantiza que la FN no se elimine al estar en un medio biolégico debido a que queda integrada al cuerpo de las fibras. La FN aumenta la bioestabilidad y la
biocompatibilidad del PCU y también mejora sensiblemente la adhesion y proliferacion de células HEK293. Los andamios tubulares PCU-FN son
potencialmente utiles en la regeneracién de vasos endoteliales. [Vera R, Avila L, Maciel A, Montiel R, Third US - Mexico Meeting
“Advances in Polymer Science” MACROMEX 2014, Proc. (2015) 63-67.]
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(B). Andamios de poli(dcido ldctico)/coldgena para la reduccion de infarto de miocardio con apoyo de oxigeno hiperbdrico.

El trasplante celular ha mostrado ser una gran promesa para la reparacion y restauracion del miocardio después de un infarto. Sin embargo, el potencial de la
terapia celular para la reparacion del tejido miocardico es limitada, principalmente por la muerte temprana de las células en un medio con bajo aporte de
nutrientes y oxigeno. La terapia con oxigeno hiperbarico mejora en parte la sobrevida de las células y sus efectos protectores. La aplicacion de una
membrana porosa en la zona infartada también coadyuva a la sobrevida celular. Aqui se muestra el efecto que tiene la aplicacién de un andamio sembrado
con células mesenquimales en la zona infartada de una rata Wistar.

Se hicieron andamios con una mezcla de poli(acido lactico) y colagena por electrohilado en soluciéon, se esterilizaron, se sembraron con células
mesenquimales y se cultivaron durante 15 dias. Conforme a un protocolo previamente aprobado se indujo un infarto agudo en el miocardio de una rata
Wistar, mediante cirugia se coloco el andamio celular en una regiéon de la zona infartada del corazén con dos puntos de sutura. Se aplicé oxigeno hiperbarico
por 60 min con gradiente de presion. Posteriormente se examiné la zona infartada del corazon vivo de la rata (Figura 7). El examen mostré que la zona
infartada que cubre el andamio esta bien irrigada, que la respuesta inflamatoria es baja y que el andamio quedo bien adherido a la superficie del miocardio.

Figurs 7. Andemio ‘e‘"h de Poil'd“k’ léctico)/ coleg : ﬁPP N brado con celules mesenquimeles Figura B. Corazon de la rata Wistar después de extraerlo. Bl infarto se redujo en ka region en donde se coloco. Ls
y colocado en une region de le zone infartade del corazon vivo de unes rata Wistar. 20n3 no cublerts porel andamic permanecid sin irrigacion.

Posteriormente se extrajo el corazon para analizarlo. El estudio histolégico mostré que se redujo el infarto en la region en donde se encontraba el andamio
en tanto que la zona que no abarcé el infarto quedo sin irrigacion.

Avances.- Las pruebas realizadas muestran que funcioné el uso de los andamios de poli(acido lactico)/colageno sembrados con células mesenquimales y con

terapia de oxigeno hiperbérico para reducir el infarto de miocardio en ratas Wistar. [Ospina-Orejarena et al, R, 3er Taller de Organos Artificiales,
Biomateriales e Ingenieria de Tejidos, SLABO (2014).]
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(C). Andamios biodegradables de poli(glicerol sebacato)/poli(e-caprolactona)

Los hules o elastémeros tienen propiedades Gtiles como andamios para la regeneracion de tejidos suaves. El poli(glicerol sebacato), PGS, es un elastémero
biodegradable y biocompatible de interés creciente en el desarrollo de vasos sanguineos bioartificiales. Ha sido probado como andamio para crecer células
endoteliales y es hemocompatible in vitro e in vivo (Wang et al, 2002). La degradacién del PGS en medio acuoso se da in vivo e in vitro, siendo mas rapida in
vivo. La accion enzimatica hidrolitica promueve la ruptura de los enlaces éster del PGS y su resistencia mecanica cae linealmente con la degradacion.

La poli(e-caprolactona), PCL, también es un polimero biodegradable y biocompatible probado en ingenieria de tejidos. La PCL puede mejorar algunas
propiedades fisicoquimicas y biolégicas del PGS. Por ejemplo aumenta la hidrofilicidad de los andamios PGS, puede mejorar la adhesién y crecimiento de
células endoteliales y facilitar el proceso de electrohilado. Con base en estas caracteristicas se estudio el sistema poli(glicerol sebacato)/poli(e-caprolactona),
PGS/PCL, para la elaboracién de andamios Gtiles en la regeneracion de vasos sanguineos. [Yadong Wang, et al, 2002
Shilpa Sant, et al, 2012- 2013]

El PGS se entrecruza facilmente lo que limita su electrohilado en solucion. Por ello se prepard una serie de prepolimeros lineales de PGS como se muestra en
la figura 9.

Prepolimerizacion de PGS Entrecruzamiento quimico

1 mol de gliceroly
1 mol de acido sebasico

Mezcla: 5h a 0.18 torr en N,

A 140°C a 40 mtorr en N2
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Figura 9. Condiciones de prepolimerizacion y entrecruzamiento quimico de PGS.
Esquema de la sintesis del PGS

El prepolimero PGS y la PCL se disolvieron en una mezcla de diclorometano, tetrahidrofurano y dimetilformamida a una concentracion de 33% w/w para
fabricar los andamios. Los andamios se prepararon por electrohilado utilizando un colector de vastago giratorio bajo los parametros indicados en la figura
10. El didmetro interno del tubo depende del diametro del vastago. El tubo PGS/PCL se forma por capas y el espesor de la pared depende del tiempo de
electrohilado. En la figura 11 se observa que la pared del tubo esta formada por capas de nanofibras
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PGS/PCL = 2:1 DCMTI-F?MF Concentracion 33%

w/w

Potencial: 17.5 kV

Colector: marco de cobre
Distancia inyector colector: 20cm
Temperatura: 25°C

RH: 40% (a) 250 (b) 500x

Figura 10. La mezcla PGS/PCL se di en una solucion de dic i y
dimetilformamida para fabricar los andamios. El electrohilado se realiza en el colector ded
vastago giratorio, bajo los parametros indicados arriba.

Figura 11. Microfotografia de la pared del andamio tubular. Se observa que la pared estd formada por capas
de nanofibras de PGS/PCL

Avances.- De acuerdo a los estudios y experimentos realizados los andamios PGS/PCL son potencialmente Gtiles en la fabricacion de andamios tubulares
elastoméricos y biodegradables. Las mediciones por angulos de contacto, ©, el andamio PCL es hidrofébico (® > 90°) y el andamio PGS/PCL es hidrofilico (© =
0°). La hidrofilicidad es un factor muy importante para la adhesién y crecimiento celular, la absorcién de proteinas y el tiempo de degradacion. Las
soluciones PGS/PCL se hicieron con solventes cuya toxicidad es diez veces menor a los usados por otros autores. El tipo de colector usado resulté mas
adecuado que los reportados, obteniéndose fibras mas uniformes. Las propiedades mecanicas de los andamios son similares a las de vasos sanguineos, lo
cual es indispensable para el crecimiento y proliferacion de nuevo tejido celular.
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