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RESUMEN.

El presente trabajo continda con la linea de investigacion entre la UAM-I y el Hospital Infantil
Federico Gdmez, donde se han probado materiales biodegradables generados mediante electrohilado
de acido polilactico (PLA), poli-caprolactona (PCL), modificados superficialmente con Polipirrol lodo
(PPy-1), los cuales generaron resultados alentadores en su crecimiento celular in vitro, pero escasa
formacién de tejido cartilaginoso in vivo ya que las células no fueron capaces de mantener la suficiente
matriz extracelular (Avila Gutiérrez, 2011). Por lo que se buscé modificar el andamio anteriormente
disefado, anadiendo un componente importante de la matriz extracelular del cartilago nativo, el
agrecano, que es una proteina esencial para la funcién normal del tejido (Roughley, 2006) y su
concentracion favorece la definicidn de la forma en tejidos durante su desarrollo inicial y las propiedades
mecanicas del mismo (Hardingham, 1998).

Los resultados de la evaluacidon en los andamios con Microscopia Electrénica de Barrido (SEM),
mostraron que sus caracteristicas de tamafio y distribucidon de poro son adecuados para ingenieria de
tejidos. Por otra parte se observé la presencia de la proteina agrecano (AG) mediante Espectroscopia de
Infrarrojo por Transformada de Fourier por Reflectancia total atenuada (FTIR-ATR), hallandose picos
representativos de la proteina y mediante Microscopia Electronica de Barrido (SEM) se observaron
cristales debido al azlcar y sulfatos contenidos en la molécula AG.

Los materiales fueron sometidos a pruebas de cultivo tanto in vitro como in vivo, mostrando
crecimiento celular y excelente biocompatibilidad, ademads se determinaron las propiedades mecdnicas
mediante ensayos de traccion de los andamios en diferentes condiciones: secos, mojados, con células y
con tejido cartilaginoso, comparando estos dos ultimos con un andamio comercial de acido poliglicélico-
acido polilactico-co- glicélico (PGA-PLGA), el cual es ampliamente utilizado para regeneracion de tejido
6seo y cartilaginoso, con lo que se obtuvo que el andamio de PLA-PCL-PPy-I-AG tanto a nivel celular

como en su comportamiento mecanico cuenta con caracteristicas prometedoras para tratamiento de

defectos o lesiones condrales.




1. INTRODUCCION.

El cartilago consta de una red de coldgeno enmaraiiada y proteoglicanos, que proporcionan el tejido
las propiedades mecdnicas de la funcidn in vivo, sin embargo, carecen de un suministro de sangre por lo
que tiene una densidad celular baja, teniendo un potencial minimo para la auto-reparacién. Por lo tanto,
un amplio dafio en el cartilago, raramente se resuelve espontdneamente, por lo que al no recibir
tratamiento causa degeneracién secundaria del cartilago circundante y efectos negativos sobre las
actividades de rutina. Existen numeroso tratamientos que se han desarrollado para reparar los dafios en
el cartilago siendo ejemplos tipicos: trasplante de condrocitos, mosaicoplastia, y microfractura. Estos
tratamientos han producido resultados satisfactorios, sin embargo, la literatura también documenta los

fracasos del tratamiento (Chung & Burdick, 2008) (Alvarez, Ripoll , Restrepo, & Forriol , 2010) (Morales Villescusa, 2010)
(Goro Ebihara, 2012).

La ingenieria de tejidos es un campo en evolucién que tiene el potencial para proporcionar
soluciones permanentes a los dafios y la pérdida de tejido a millones de personas cada afio. El enfoque

basico para la ingenieria de tejidos implica el uso de las células y andamios, en donde debido a su
limitada capacidad de auto-reparacidn, el cartilago es un candidato ideal para la ingenieria tisular.

Los biomateriales desempefian un papel fundamental como andamios para ofrecer un entorno para
la matriz extracelular y regeneracion del tejido, el desarrollo tecnoldgico en la ingenieria de tejidos,
especialmente en el cartilago in vitro ofrece un enfoque prometedor para su reparacién. Estudios previos
han declarado de manera preliminar la viabilidad de la construccién del cartilago in vitro, sin embargo, el
cartilago actualmente regenerado in vitro es insatisfactorio para la aplicacion clinica debido que la
estructura del cartilago no es homogénea, tiene un espesor insuficiente y su propiedad mecanica es
pobre (Yingying, y otros, 2012) (Steinert, Ghivizzani, Rethwilm, Tuan, Evans , & Noth, 2007). Por esta razdn el uso de la
proteina agrecano (AG), busca proporcionar al andamio la capacidad de mejorar sus propiedades
mecanicas (Puppi, Chiellini, Piras, & Chiellini, 2010), gracias a la adhesion de ésta sobre el material, ademas de
favorecer la formacion de tejido, afectando la biologia de los condrocitos y sefializacidon de los factores
de crecimiento (Domowicz, Cortes, Henry, & JudiSchwartz, 2009) .




1. ANTECEDENTES.

1. TEJIDO CARTILAGINOSO.

El cartilago es un tejido conectivo denso y especializado que reduce la friccion y protege los extremos de los
huesos de las fuerzas de cizallamiento que estd asociado con la carga mecanica. Este forma el esqueleto transitorio
en el embrion y persiste en el adulto en articulaciones, tracto respiratorio, costillas y orejas, sus principales
caracteristicas estdn dadas por ser avascular que lo diferencia del resto de los tejidos conectivo (Vinatier , y otros,
2009).

Segun las fibras que se encuentran en la matriz extracelular se pueden encontrar tres tipos de cartilago:

e El cartilago hialino, que contiene fibras de coldgeno tipo Il en su matriz. Es el mas abundante en el cuerpo
humano y desempefia una diversidad de funciones. Es una sustancia flexible y semitranslucida de color
gris azulado. Se encuentra en la nariz y la laringe, en los extremos ventrales de las costillas donde conectan
con el esterndn, y en los anillos traqueales y bronquiales. Se encuentra también en las superficies
articulares de las articulaciones moviles. Constituye el modelo cartilaginoso de muchos de los huesos
durante el desarrollo embrionario y las placas epifisarias de los huesos en crecimiento (Fig. 1a) (Trujillo
Martin, 1998).

El cartilago elastico contiene coldgeno tipo Il y abundantes fibras elasticas, diseminadas por toda la matriz,
por lo que es el mas flexible. Las fibras eldsticas estan compuestas por elastina y microfibrillas que
alcanzan hasta un 150% de su longitud en reposo sin romperse. Se encuentra en las orejas, los conductos
auditivos externo e interno, la epiglotis y la laringe (Fig. 1b).

El fibrocartilago posee fibras de coldgeno densas y gruesas de tipo | en su matriz, lo que le permite
soportar fuerzas intensas a traccion (Fig. 1c). El cartilago fibroso o fibrocartilago, es una forma de
transicion entre el tejido conjuntivo denso y el cartilago hialino, puesto que estd formado por una
combinacién de fibras de coldgeno y células cartilaginosas ubicadas en lagunas rodeadas por cantidades
variables de matriz hialina. Los discos intervertebrales, los discos articulares, los meniscos y la sinfisis del
pubis estdn compuesto fundamentalmente por cartilago fibroso (Mederos Pérez & Marrero Gonzalez, 2000)
(Couceiro Follente, Carpintero Arias, & Silva Rivera, 2002) (Zapata, Zuluaga, Betancur, & Lopez, 2007).
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Fig. 1. a) Cartilago hialino, b) Cartilago Elastico, c) Cartilago fibroso.




2. CARTIiLAGO HIALINO.

Las articulaciones sinoviales o diartrosis constan de dos extremos éseos confrontados, recubiertos por cartilago
hialino, una capsula articular que los une y de ligamentos que mantienen su contacto (Fig. 2a). Todo lubricado por
liqguido segregado (liquido sinovial) por la parte interna de la capsula articular (membrana sinovial) (Fig. 2b). Los
diferentes tejidos que conforman las articulaciones no sélo permiten el deslizamiento de las superficies articulares,
proporcionando un movimiento estable con un bajo nivel de friccion, sino que también deben soportar las cargas y
amortiguar los choques. El tejido que mas contribuye a estas extraordinarias capacidades funcionales es el cartilago
articular hialino, aunque sdlo posee unos pocos milimetros de espesor (menos de 5mm) tiene una sorprendente
resistencia y elasticidad a la compresion y a los choques, y una excepcional capacidad para distribuir cargas; se
caracteriza por tener unas cualidades bioquimicas y biofisicas altamente especializadas. Microscépicamente
aparece como semisodlido, de superficie brillante y de color blanco-azulado, se torna amarillento con la edad. Se
encuentra firmemente adherido al hueso subcondral y en la periferia se continlda con la sinovial (Trujillo Martin,
1998).

Capsula. Formada por
tejido fibroso.

Cavidad articular
con el liquido

=ty sinovial.
/ \\\
|

v, Cartilago

/ articular
Tibia Membrana sinovial.
Segrega el liquido sinovial

(shmbone) en la cavidad articular.

Fig. 2. a) Anatomia rodilla, b) cartilago articular.

3. CELULAS CARTILAGINOSAS Y MATRIZ EXTRACELULAR (MEC).

El condrocito, unica célula del cartilago y la responsable de la sintesis de los componentes de la matriz
extracelular, la cual debe organizar su propio metabolismo para garantizar la produccidn, renovacion periddica y su
organizacion tridimensional (Trujillo Martin, 1998) (Vinatier, y otros, 2009).

Los condrocitos de encuentran en las lagunas de la matriz extracelular con diametros hasta de 40um,

sintetizan y secretan los componentes organicos de la matriz extracelular que son basicamente colageno, acido
hialurénico, proteoglucanos y glicoproteinas (Fig. 3). Se nutren con material que se difunde desde los capilares
sanguineos del tejido adyacente o liquido sinovial, puesto que los vasos sanguineos no penetran la matriz
cartilaginosa ya que es avascular (Ochi, Uchio, Kawasaki, Wakitani, & Iw, 2002) (Rosales Ibéfiez, 2008) (Morales Villescusa,
2010).




Debido a su avascularidad, la capacidad de autorregeneracion del cartilago hialino o articular es muy limitada.

Otros factores que explican la escasa capacidad de autorreparacién del cartilago son la baja actividad metabdlica, la

incapacidad de los condrocitos de migrar debido a que se encuentran aislados en las lagunas (Sanchez Martinez A. H.,

2012).
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Fig. 3. Estructura condrocitos.

La matriz (Fig. 4) es la responsable de las caracteristicas mecanicas del cartilago y esta constituida por:

(Trujillo Martin, 1998), (Martin Hernandez, 2002), (Vinatier , y otros, 2009), (Morales Villaescusa, 2010)

Agua, la cual constituye el aproximadamente el 80% del peso total del cartilago, y es mas abundante en la
capa superficial. La cantidad de agua depende de la concentracion de proteoglicanos y organizacion
macromolecular del coldgeno ademds permite la deformacién del cartilago en respuesta al estrés
generado, fluyendo de adentro hacia afuera del mismo, gracias a la carga negativa de los proteoglicanos.

El colageno tipo Il es producido y organizado por los condrocitos de forma tridimensional en forma de

malla, limitando a las moléculas de agrecano en los intersticios entre las fibras de colageno,
inmovilizandolos dentro de la matriz, proporcionando al cartilago su forma y estabilidad, siendo la
responsable de las caracteristicas mecénicas del cartilago.

Los Proteoglicanos, que son macromoléculas sintetizadas por los condrocitos, y se encuentran
constituidas por un eje central lineal de naturaleza proteica a las que estdn conectadas mediante enlaces
covalentes cadenas de glucosaminoglicanos, los cuales son polisacaridos representados sobre todo por el
condroitin 4 y 6 sulfato, el dermatan sulfato y por el queratan sulfato; la funcién de los proteoglicanos es
formar un gel en el que estan embebidas las proteinas fibrosas de la matriz extracelular, debido a su carga

negativa retienen iones positivos (Na') junto con agua y esto hace que el tejido pueda deformarse y

recuperar nuevamente su forma por fuerzas compresivas, ademas de contribuir en la difusidn los
nutrientes hasta las células. Las propiedades mds importantes del cartilago dependen de los
proteoglicanos (rigidez, compresion, hidratacion tisular, presién osmética). Las moléculas de agrecano, a
través de la repulsién electrostatica de las cargas negativas, le dan al cartilago su resistencia a la
compresion.

El acido hialurénico es un glucosaminoglicano producido por el condrocito que tiene la funcién de enlazar
entre si los diversos proteoglicanos a través de un enlace proteico (proteinas de la unién); formando
voluminosos agregados de proteoglicanos, los cuales ocupan los espacios entre las redes de fibrillas
colagena. En la matriz del cartilago la mayor parte de los agrecanos se une al acido hialurénico, por lo que
el numero de agrecanos dependen del largo de la cadena de acido hialurdnico.
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Fig. 4. Componentes de la matriz extracelular.

4. LESIONES DEL CARTILAGO ARTICULAR.

La integridad del cartilago articular se mantiene mediante la liberacion regulada de hormonas, factores de
crecimiento y citoquinas producidas por los condrocitos; los que, a su vez, regulan la division celular, la sintesis y la
degradacion de la matriz extracelular condrogénica. Cuando el cartilago articular se lesiona, se pierde el equilibrio
proporcionado por los factores presentes en el tejido, lo cual genera una respuesta de los condrocitos que consiste
en el incremento de la proliferacién celular y de la sintesis de matriz en el sitio de la lesién. Sin embargo, esta res-
puesta es temporal y cesa muy pronto, posiblemente debido a la falta de una provisién constante de estos factores.
Después de una lesidn, el cartilago articular tiene una capacidad muy limitada de autorregeneracion, ya que no es
penetrado por vasos sanguineos ni linfaticos. Este tejido puede degenerarse mucho antes de que los sintomas
clinicos se hagan evidentes (Zapata, Zuluaga, Betancur, & Lopez, 2007).

La osteoartritis (OA) es una enfermedad articular crénica, degenerativa caracterizada por la degradacién y
pérdida progresiva del cartilago, el hueso subcondral y dafio del tejido sinovial, que pueden ser generados por uno
o varios factores como los que se muestran en la Fig.5, que desencadenan un desequilibrio entre los condrocitos
anabdlicos y catabdlicos. El proceso degenerativo puede iniciarse con la pérdida de proteoglicanos de la MEC,
seguida de los trastornos de la red fibrilar colagena, lo cual lleva a la apoptosis/necrosis de la célula y al deterioro
funcional del tejido (Landinez Parra, Venegas Acosta, & Garzén Alvarado, 2008).

Predisposicion
genética
( huesosy
cartilago
anormales)
Metabdlicos
(Obesidad,
diabetes)

Trauma o uso
excesivo
(ocupacional)

Factores de riesgo

Debilidad
muscular o
falta de
Envejecimiento ejercicio

Hormonales

Fig. 5. Factores de Riesgo que generan desequilibrio en el cartilago articular.




La poca capacidad regenerativa del cartilago no puede revertir su destruccidn, la cual es en ocasiones
desencadenada por una respuesta inflamatoria proveniente de la sinovia, cuando ocurre tal inflamacion, a esta
patologia se le conoce como osteoartritis (OA) . Es por esto que hasta hace unos afios se habian excluido las
mutaciones genéticas como un factor de riesgo o predisposicion a padecer osteoartritis. Los primeros genes
identificados con la OA codifican para componentes de la matriz extracelular (MEC), como las colagenas Col2al,
Col9a2 y Coll1a2, las cuales fueron estudiadas en modelos de ratones transgénicos. De ese modo, se encontrd que
la sustitucién de una glicina desestabiliza la estructura de triple hélice del colageno y esto podria hacerla mas
susceptible a la degradacién. A respecto, aunque la expresién de las coldgenas aumenta durante la OA, éstas
podrian ser mas sensibles a las metaloproteinasas de la matriz (MMP) como la MMP-13. Ahora se sabe que otras
moléculas de la MEC se relacionan con la OA; las enzimas ADAMTS-4 y ADAMTS-5 degradan al agrecano, el
proteoglicano mas abundante del cartilago articular. De modo que, cuando el agrecano se degrada, deja visible al
coladgeno Il para que la enzima DDR-2 sea capaz de degradarla (Fig.6 ). La alteracion de la MEC del cartilago articular
ocasiona, en primera instancia, la proliferacion celular y la formacion de tejido fibroso que forma una cicatriz como
respuesta al dafio; ahi se producen factores de crecimiento como el Tgf-B, que podrian promover la hipertrofia de
los condrocitos, de tal forma que la OA recapitula los mecanismos de diferenciacion del cartilago de la placa de
crecimiento para formar, en ultima instancia, nédulos de hueso en los bordes del cartilago articular conocidos
como osteofitos. Es evidente la importancia de la MEC en la diferenciacién del cartilago articular, pero existen
diversos factores de crecimiento y factores de transcripcién que regulan la maduracion y proliferacién de los
condrocitos del cartilago articular y del cartilago de la placa de crecimiento, los cuales, ademas, controlan la
expresion de muchos de los componentes de la MEC, y también dirigen la morfogénesis del esqueleto. Podemos
agrupar las moléculas en funcion del proceso que regulan: condrogénesis, proliferacién, diferenciacién y muerte
celular. Muchas de estas moléculas pueden ser buenos marcadores genéticos de predisposicidn a la OA (Garciadiego
Cazares, 2012).
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Fig. 6. El cartilago con OA se caracteriza por el agotamiento gradual de agrecano, un despliegue de la matriz de colageno, y la
pérdida de colageno de tipo Il. Con estos cambios viene la creciente vulnerabilidad de los cartilagos, que ya no tiene la rigidez
a la compresién.




La prevalencia de la osteoartritis (OA) ha aumentado en todo el mundo; en México es una de las primeras 10
causas de invalidez total, lo que incrementa la carga econémica y social del pais. Los tratamientos tienen como
objetivos disminuir el dolor, conservar la movilidad articular y minimizar la discapacidad. La busqueda de nuevos
tratamientos se basa en el mayor conocimiento de la fisiopatologia del cartilago, centrandose en la interaccion
entre el condrocito y la matriz extracelular (Espinoza Morales, y otros, 2013).

5. TRATAMIENTOS Y TERAPIAS PARA LA REPARACION DE LESIONES.
Los tratamientos mas populares para la reparacion del cartilago articular incluyen: microfracturas, la
mosaicoplastia, el trasplante de aloinjerto osteocondral, inyecciones de acido hialurénico vy el trasplante autdlogo
de condrocitos (ACT).

Entre las técnicas mas utilizadas para la reparacion de lesiones del cartilago articular se encuentran:

5.1 Sustitucion de la articulacion.

Artroplastia: Se trata de la opcidn final en caso de no poder reparar la articulacidn mediante ninguna otra
técnica y consiste en sustituir la articulacién por una protesis artificial. La razon mas comun para esta operacion es
la artrosis severa, que causa dolor incesante, deformidad de las articulaciones y problemas de movilidad. Los
implantes estan fabricados de aleaciones de metales, materiales ceramicos o piezas de plastico, y se pueden unir al
hueso con cemento acrilico. Sin embargo, se trata de una intervencion traumatica y no exenta de complicaciones.
Ademas, las protesis no siempre son una solucidn definitiva. La mayoria de personas de edad pueden esperar que
la prétesis no deba ser recambiada durante el resto de su vida. En personas joévenes y activas es probable que se
precise una reintervencion para el recambio protésico (Pelegay Salas, 2012) (Alvarez, Ripoll , Restrepo, & Forriol , 2010).

5.2 Estimulacion de la autorreparacion por parte del organismo.

Abrasion y microfractura: Se pretende estimular el hueso subcondral para que produzca fibrocartilago y
cartilago hialino. Con la abrasion del extremo dseo se penetra entre 1 y 3mm de profundidad y se destruyen vasos
y cortical, llegando a hueso subcondral (Fig. 7). Mientras que con las perforaciones el agujero practicado se
rellenara de tejido fibroso o fibrocartilago, nunca lo hara de cartilago hialino. Los resultados son impredecibles.
Parte de la mejoria que experimentan estos pacientes se debe a la limpieza de los fragmentos del cartilago
inestables, a la limpieza de cuerpos sueltos y a la extraccion de liquido sinovial. A pesar de que este método es
técnicamente mas facil y menos invasivo, se ha encontrado que la superficie del cartilago formado es
mecédnicamente inferior que la del cartilago hialino (Pelegay Salas, 2012) (Alvarez, Ripoll , Restrepo, & Forriol , 2010).

5.3 Trasplantes e implantes de tejido cartilaginoso.
Autoinjerto osteocondral (Mosaicoplastia). La mosaicoplastia es el trasplante de pequefios cilindros

osteocondrales autdlogos procedentes de regiones de la articulacién no sometidas a carga, hacia una lesién condral
u osteocondral en zona de carga (Fig. 7). Su implantacidn se asemeja a la forma de un "mosaico" y puede rellenar
de un 60% a un 80% de la superficie de la lesidn. Los resultados clinicos son similares a los del transplante autélogo
de condrocitos, pero parece ser que son mas prometedores desde el punto de vista histolégico (Pelegay Salas, 2012)
(Alvarez, Ripoll, Restrepo, & Forriol , 2010).

Implante Autdlogo de condrocitos (ICA). Tratamiento basado en el aislamiento, cultivo y posterior
implantacidon de condrocitos autdlogos, permite reparar con éxito, pequefios defectos articulares (Fig. 7). Existen
series que tienen unos resultados positivos del 90% y, ademas, las biopsias tomadas de estos pacientes después de
la cirugia muestran un cartilago hialino similar al articular normal; sin embargo las lesiones que asientan en el
cartilago rotuliano son las que han mostrado una menor respuesta clinica a este tipo de tratamiento, obteniendo
los niveles mds bajos de satisfaccidn clinica. En realidad, se estarian cultivando condrocitos que son implantados en




la articulacién, pero realmente no se estaria reproduciendo la estructura columnar del cartilago; no se sabe la
calidad ni el nivel de actividad y, ademds, no habria zonas de transicién mecanica. Probablemente crezca un tejido
de baja resistencia mecanica y, por tanto, se estarian creando areas de dudosa longevidad real. Si bien esta técnica
se realiza actualmente en humanos, la necesidad de realizar dos cirugias supone un inconveniente.
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Fig. 7. Terapias para la reparacion en la lesion cartilago.

5.4 Implante autdlogo de condrocitos inducido en matriz extracelular (MACI).

Diversas modificaciones y diferentes técnicas de implantacion de condrocitos se estan estudiando
actualmente. Muchas de estas técnicas se centran especialmente en la cirugia minimamente invasiva y la
combinaciéon de ACI con andamios tridimensionales y factores de crecimiento con el objetivo de conseguir un
entorno en el que el condrocito no pierda su fenotipo. La Ingenieria de Tejidos es la base sobre la cual se
fundamenta esta nueva técnica (Fig. 8). En ella, matrices tridimensionales proporcionan un entramado que aporta
el soporte estructural y facilitan la adhesién, proliferacién y migracién de las células favoreciendo la creacién de
nuevo tejido cartilaginoso. Estos andamios estan fabricados a partir de biomateriales que pueden estar formados
por colageno, fibras de carbono, hidrogeles y otros materiales. Pero en muchas ocasiones la estructura interna de
estos andamios no es suficiente para provocar la activacion celular, sino que es necesaria la aplicacion de estimulos
sobre los andamios. Estos estimulos pueden ser de tipo térmico, quimico, eléctrico, luminoso, mecdnico o de
presién osmética entre otros. Se ha comprobado que los estimulos mecdanicos en las células son uno de los factores
relacionados con la actividad celular. La ventaja que ofrece esta técnica es que, al ser soportadas las células por una
estructura 3D que actla como sustituto de la matriz extracelular, se permite un mejor control de los estimulos
mecanicos que sufren las células. Parametros como la porosidad, el tamafio de poro y morfologia del andamio
juegan un papel importante en las propiedades mecanicas, la conduccién de nutrientes, asi como en la magnitud
de los estimulos provocados en biorreactores. Una vez desarrolladas las células, el andamio es implantado en la




zona de lesion. Esta técnica estd demostrando obtener resultados muy prometedores que parecen paliar los
inconvenientes de las técnicas restantes.
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Fig. 8. Técnica de implantacion de células en andamios estructurales. Las células introducidas en el andamio son estimuladas
mediante factores de crecimiento y otros factores externos antes de ser implantadas en el cartilago daiiado.

Aunque estas técnicas logran aliviar el dolor y mejorar la funcién articular, cada una cuenta con desventajas
gue pueden contraindicar su aplicacién clinica, como son la morbilidad de la zona donante, las complicaciones en
los procedimientos quirurgicos, el riesgo de infeccidn, el rechazo del injerto, y el desprendimiento del parche de
periostio, ademas de que el tejido resultante carece de la estructura del cartilago nativo y es bioquimica y
mecanicamente inferior. Por este motivo, las Ultimas técnicas se centran en la implantacion de células progenitoras
en andamios bioldgicos, para optimizar el entorno y que se mantenga el fenotipo de los condrocitos (Anders,
Schaumburger, Schubert, Grifka, & Behrens, 2009) .

6. INGENIERIA DE TEJIDOS.

La pérdida total o parcial de tejido, como asi también la pérdida de la funcién de un érgano, es uno de los mas
graves y costosos problemas de salud de un ser humano. Actualmente, la cirugia reconstructiva y trasplantolégica
es el arma fundamental para la atencién de estos pacientes. La utilizacion de o6rganos para trasplantes
comunmente se ve limitada por la baja cantidad de donantes. Anualmente un gran numero de pacientes muere en
listas de espera y muchos otros no llegan siquiera a integrarlas. Esta creciente necesidad de érganos, llevo a los
investigadores a utilizar células vivientes autdlogas para la reconstruccion de érganos y tejidos. La ventaja de esta
nueva tecnologia es la de evitar la terapia inmunosupresora. Tratar la pérdida de funcién de los tejidos y organos
ha sido preocupacion continua de los investigadores, habiéndose intentado a través de los cuatro procesos basicos:
trasplantes, injertos autdlogos, protesis y regeneracion tisular. Una alternativa al reemplazo de tejidos es la
ingenieria tisular es un campo multidisciplinario basado en los principios de la ingenieria y otras ciencias hacia el
desarrollo de sustitutos biolégicos que tengan la capacidad de restaurar, mantener y mejorar la funcién tisular
(Fig.9). El enfoque de ingenieria de tejidos tiene importantes ventajas sobre el trasplante tradicional de érganos y
evita el problema de la escasez de 6rganos (Falke & Atala, 2000) (Atala, 2012).

Los tres pilares basicos sobre los cuales se sustenta la ingenieria tisular para desarrollar reemplazos de tejidos

1. Prevenir una respuesta inmunoldgica, ya sea inflamacion, rechazo o ambas. Idealmente, si se pudieran
manipular células pluripotenciales, una vez diferenciadas éstas en el medio disminuiran la respuesta inmunoldgica.

2. Serd necesario crear el sustrato ideal para la sobrevida, desarrollo y diferenciacién celular. La utilizacién de
implantes biocompatibles compuestos por moléculas integrantes de la matriz extracelular sembradas por células
autodlogas serd una estrategia por considerar. El agregado de factores de crecimiento y diferenciacién celular
incrementara potencialmente la calidad del tejido a reemplazar.




3. Proveer un adecuado medio ambiente para el desarrollo celular y tisular es crucial para mantener la funcién
celular y el desarrollo del tejido neoformado.

En el caso especifico de la ingenieria de tejidos de cartilago, existen varios enfoques, pero todos coinciden en
gue son imprescindibles tres componentes esenciales: un cultivo de células especificas, moléculas bioactivas y un
material tridimensional lamado andamio o scaffold (Escobar Ivirico, 2005) (Callén Palacio, 2009).
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Fig. 9. Etapas basicas de la Ingenieria de tejidos.

6.1 Andamios (scaffolds).

Un tejido normal esta constituido por un componente estructural y otro celular. Para que pueda llevar a cabo
su funcion, ambos componentes deben estan interrelacionados, de tal manera que uno le da soporte al otro

(Blanco Garcia & Gimeno Lonjas, 2005)

La finalidad del uso de los andamios en el campo de la ingenieria de tejidos es servir de soporte a las células
para su proliferacion vy su diferenciacion; por lo tanto, su disefio y desarrollo debe considerar factores bioldgicos y
fisicos, que incluyen (Sandino, Ginebra, Plandell, & Lacroix, 2011):

Biocompatibilidad: Las células deben adherirse, funcionar normalmente y migrar a la superficie a través
del andamio, para comenzar la proliferaciéon antes de que se establezca la nueva matriz. El andamio
implantado no debe inducir una respuesta inmune que conduzca a un rechazo.

Biodegradabilidad: Los andamios no estan disefiados como implantes permanentes, ya que permiten que
las propias células del cuerpo sustituyan el andamio. El andamio debe degradarse hasta productos no
téxicos que puedan salir del cuerpo sin interferir con otros érganos.

Propiedades mecanicas: Los andamios deberan poseer propiedades mecanicas (por ejemplo, resistencia a
la tension, elasticidad y resistencia a la traccién) en consonancia con el sitio anatémico en el que han de
ser implantados, y también ser lo suficientemente resistente como para soportar el manejo quirdrgico
durante el implante.




Arquitectura del andamio: Una estructura de poros interconectados y alta porosidad se requiere para
asegurar la penetracion celular y la difusion suficiente de nutrientes a las células dentro del andamioy a la
matriz extracelular formada por estas células. La naturaleza porosa también permitiria la salida de los
productos de desecho del cuerpo a través de la difusidn (Tanaka, Yamaoka, Nishizawa, Nagata, & Ogasawara ,
2010).

Los andamios se siembran tipicamente con las células, y a menudo con factores de crecimiento, o sometidos a
estimulos biofisicos (por ejemplo, un biorreactor, dispositivo o sistema que se aplica una serie de estimulos
mecanicos o quimicos a las células). Estas estructuras son cultivadas in vitro para desarrollar tejidos que se pueden
implantar en un sitio de la lesidn o bien se implantan directamente en el sitio de la lesion donde la regeneracion de
los tejidos u érganos se induce in vivo utilizando los sistemas propios del cuerpo. La gran mayoria de los andamios
desarrollados para aplicaciones en el campo de la Ingenieria de Tejidos esta constituida por estructuras elaboradas
a partir de los llamados biomateriales (Pelegay Salas, 2012).

6.1.1 Polimeros para la regeneracion de tejido.

Los biomateriales poliméricos, naturales o sintéticos, son ampliamente utilizados para la generacion de
andamios debido a que ofrecen una amplia gama de formas de fabricacién, ya sea en forma de fibras, geles,
bloques y demas, que dependiendo de su eleccién, generan caracteristicas y propiedades tanto fisicas como
quimicas apropiadas, con la finalidad de reparar parcial o totalmente el drgano o tejido que se encuentra dafiado.

Las matrices naturales producen un medio mds adecuado para el desarrollo, la adhesiéon y proliferacién celular
tal es el caso del coldgeno, la fibrina y las matrices carbohidratadas, como el alginato, la agarosa, el quitosano y el
acido hialurdnico. Por otro lado, los polimeros sintéticos como PLA y PCL, pueden utilizarse como copolimeros, ser
manipulados (cambiando su peso molecular) y combinados para obtener las caracteristicas adecuadas en el
material, dependiendo de la aplicacién a la que se destinen. Los polimeros de origen natural tienen una mayor
rapidez de degradacién en comparacién con la de los sintéticos, debido a que son blanco facil de las enzimas del
organismo, ocasionando su fdcil absorcion. Caso contrario el de los sintéticos, pues se degradan por hidrélisis en
condiciones fisiolégicas dentro del cuerpo, elimindndose completamente por vias metabdlicas, por lo que son
materiales mas atractivos para la elaboraciéon de andamios en Ingenieria de Tejidos (Alvarez, Ripoll , Restrepo, &
Forriol , 2010) (Navarro Toro, 2005).

Coldgeno:

Es la proteina principal de la matriz extracelular, existe para proporcionar resistencia y estabilidad a los tejidos
conectivos. Se utiliza como andamios para crecimiento de condrocitos con el fin de mejorar las propiedades
estructurales y bioldgicas del injerto, se utiliza de diferentes formas: esponja, espuma, gel y de membrana, todos
estos estdn sujetos a la degradacién enzimatica (Garcia Carvajal, Garciadiego Cazares, Parra Cid, Aguilar Gaytan, & Castro
Carmona, 2013). Sus principales desventajas son: Alta velocidad de degradacién que conduce a pobres propiedades
mecdnicas en los tejidos, toxicidad en algunos agentes de entrecruzamiento y necesidad de purificacion, (Puppi,
Chiellini, Piras, & Chiellini, 2010).

Acido hialurdnico (HA):

De la familia de los glucosaminoglicanos; es un componente fundamental de la matriz extracelular, que se
encuentra en concentraciones elevadas en el cartilago y en el liquido sinovial, siendo responsable de su
viscoelasticidad. Pocos estudios se han llevado a cabo con HA en el drea de electrohilado, su alta viscosidad y
tensién superficial dificultan la formacion de fibras (Young, 2006). Sus principales desventajas son: ser soluble en
agua y debido a su superficie anidnica no se promueve unidn de las células y formacién de tejido (Puppi, Chiellini,
Piras, & Chiellini, 2010).




Fibrina:

Es una proteina implicada en la coagulacién de la sangre, se considera como un biomaterial para la reparacién
del cartilago ya que tiene una funcién adhesiva que también es biocompatible y biodegradable. Sin embargo,
estudios in vivo en animales han demostrado que tienen una baja estabilidad mecanica y también pueden
desencadenar una respuesta inmune. Se puede encontrar principalmente en forma de gel (Garcia Carvajal,
Garciadiego Cazares, Parra Cid, Aguilar Gaytan, & Castro Carmona, 2013).

Acido poliglicélico (PGA):

El 4cido poliglicélico (PGA) y los copolimeros poli(lactico-glicélico) (PLGA) por sus caracteristicas estructurales,
son los mas investigados y utilizados en el desarrollo de estructuras biocompatibles para tejido cartilaginoso. No
obstante, tienen algunos inconvenientes como la pobre adhesion celular, dificultad de moldeo y ligera reaccién
inflamatoria una vez implantados in vivo (Callén Palacio, 2009).

Acido polildctico (PLA):

Se han estudiado muchos biomateriales porosos combinados con condrocitos para reparar lesiones
cartilaginosas, como son los polimeros sintéticos polilacticos, los cuales tienen una elevada resistencia a la
tensién, una reducida deformaciéon y un mddulo de Young elevado, es idéneo para aplicaciones que tienen que
soportar una carga como son las suturas y fijaciones ortopédicas, su tiempo de absorcién es largo alrededor de 1.5
afos para 50 y 90 mg. En general, en estas formas prefabricadas se pueden cultivar células gracias a que los
andamios son mecdnicamente estables y luego pueden ser implantados in vivo para una reparacion completa. Los
mas comunmente utilizados son los hechos de poli (hidroxi-ésteres) en forma de mallas, que se utilizan desde la
década de 1990 para la regeneracién del cartilago e incluyen el acido polilactico (PLA), el acido poliglicdlico (PGA), y
sus copolimeros (PLGA) (Vinatier , y otros, 2009), (Landinez Parra, Garzén Alvarado, & Cardozo de Martinez, 2010) , (Wang,
Li, Li, Jiang, Ouyang, & Gao, 2010), (Engelhardt, y otros, 2011.), (Atala, 2012) .

Policaprolactona (PCL):

Es un poliéster alifatico lineal y, debido a su naturaleza semicristalina e hidréfoba, su degradacion es muy lenta
(afos), por lo que se indica como material de base para el desarrollo de implantes a largo plazo, es un material
hidréfobo, la cual es una desventaja que se soluciona con tratamiento con plasma; muestra una buena interaccion
con los osteoblastos, ya que promueve su crecimiento y mantenimiento de su fenotipo. Los andamios obtenidos
mediante electrohilado han mostrado favorables caracteristicas fisicas y biolégicas como mantenimiento de la
estructura del andamio y apoyo a la proliferacién y diferenciacién celular. Las matrices no consiguen una
distribucion homogénea ni una densidad suficiente de condrocitos para que promuevan la diferenciacién celular y
la formacidn de la matriz cartilaginosa, (Engelhardt, y otros, 2011.) (Puppi, Chiellini, Piras, & Chiellini, 2010) (Escobar lvirico ,
2006) (Claire , Jeong, & Hollister., 2010).

Otros, como la agarosa, alginato, quitosano y derivados del polietilenglicol , se han utilizado para obtener
materiales eldsticos de cartilago no articular como es el pabellén auricular , nariz o la membrana timpanica.
Ademds, se han desarrollado modelos osteocondrales que contienen cartilago articular de las falanges y el céndilo
de la mandibula (Couceiro Follente & Carpintero Arias, 2002) (Ochi, Uchio, Kawasaki, Wakitani, & Iw, 2002) (Alvarez, Ripoll ,
Restrepo, & Forriol , 2010) (Vinatier , y otros, 2009) (Yingying, y otros, 2012). Sus principales desventajas son : debilidad e
inastibilidad mecanica, incapacidad para mantener una forma predefinida, impurezas que afectan las propiedades
del material (Puppi, Chiellini, Piras, & Chiellini, 2010).

7. FUENTES CELULARES PARA REPARACION DEL CARTILAGO.

En diversos estudios se ha prestado atencion al uso de condrocitos articulares como una fuente de células
viables para la reparacién de cartilago hialino (Vinatier , y otros, 2009); sin embargo, la recoleccion de este cartilago
es un procedimiento altamente invasivo, con alto potencial de morbilidad del sitio donante y posible pérdida de su
funcion, por lo que existen diferentes fuentes para la obtencion de condrocitos autélogos en diferentes zonas del
cuerpo: auricular, nasal y el cartilago costal. En un estudio realizado por Osth y otros encontraron que en
comparacién con el cartilago articular, los condrocitos auriculares presentaron una proliferaciéon celular cuatro




veces mas rapido in vitro y en el cultivo in vivo, se observd la construccion de matrices ricas en proteoglicanos,
positivo a la tincién en coldgeno tipo Il y una débil presencia de elastina, ademds de una produccién de
neocartilago con mayor similitud bioquimica e histolédgica a la de cartilago nativo (Chung & Burdick, 2008). Por otra
parte en un modelo canino experimental de dafio en el cartilago articular en rodilla, se trasplantaron celulas de
cartilago elastico (auricular) derivados de células progenitoras de cartilago autdlogo. El cartilago reconstruido era
rico en proteoglicanos y mostré caracteristicas histoldgicas similares a las del cartilago hialino articular, ademas de
que las propiedades mecanicas de los tejidos reconstruidos fueron mas altos que las del cartilago elastico,
igualando las del cartilago hialino (Mizuno, y otros, 2013).

8. ELECTROHILADO COMO TECNICA PARA ELABORACION DE ANDAMIOS EN INGENIERIA DE TEJIDOS

Para generar los andamios se emplean diferentes técnicas, una de ellas son las membranas electrohiladas.
Durante el proceso de preparacion (Fig. 10) se hace pasar un fluido a través de una electrodo capilar en forma de
aguja o punta en presencia de un campo eléctrico producido por una fuente de alto voltaje (¥30kV). Cuando éste
llega a un determinado valor, se ven ce la tension superficial de la pequefia gota que se forma en el extremo de la
aguja, generandose un chorro (jet) liquido cargado eléctricamente que se acelera hacia una region de menor
potencial, en donde se encuentra un colector conectado a tierra. A medida que el solvente se evapora, el chorro se
estrecha, produciendo fibras continuas que forman una membrana tridimensional altamente porosa.
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Fig. 10. Proceso de electrohilado.

La técnica tiene la caracteristica de producir nanofibras de diferentes materiales y geometrias, ademas de que con
la seleccion adecuada de los parametros tanto de proceso (voltaje aplicado, temperatura, velocidad de inyeccion,
distancia entre aguja y colector) como los parametros de la solucion (peso molecular, viscosidad, conductividad, la
tension superficial, concentracidn) se puede controlar el didmetro de las fibras y sus caracteristicas, posibilitando el

desarrollo de membranas y tubos con nanofibras, ampliando ain mas la versatilidad de la técnica en la ingenieria

de tejidos. En la ultima década ha atraido mucho la atencién ya que la formacion de nanofibras imita grandemente
la matriz extracelular dentro del cuerpo (Young, 2006) (Shabani, Haddadi-Asl|, Seyedjafari, & Soleimani, 2012).

Parametros del proceso (Calderén Arenas & Martinez Rincon, 2012):

Tension eléctrica aplicada: Un elemento fundamental es la tensidn eléctrica aplicada a la solucidn; pues sélo
después de alcanzar la tensidon umbral, ocurre la formacidon de las fibras. Esto es debido a la afinidad de la solucién
con el campo eléctrico, dando inicio al proceso de electrohilado. Se ha demostrado que al aplicar altas tensiones




eléctricas, genera mayor eyeccion de polimero y esto a su vez facilita la formacion de una fibra de menor diametro
asi como también en la rdpida evaporacién del disolvente. Una consideracidn a tener en cuenta es que a mayor
tension eléctrica, también hay una mayor probabilidad de formacidn de perlas o aglomeraciones.

Caudal: La velocidad de flujo del polimero en la jeringa es un pardmetro importante en el proceso, ya que
influye en la velocidad del jet como en su reaccidn y tasa de transferencia del material. Una menor rapidez de flujo
es mas deseable ya que el disolvente tendrd un tiempo suficiente para la evaporacion.

Tipos de colectores: Un colector sirve como un sustrato conductor, donde las nanofibras se recogen.
Generalmente, como colector se utiliza una lamina de aluminio, pero debido a la dificultad en la transferencia de
fibras recogidas y la necesidad de fibras alineadas para diversas aplicaciones, se han utilizado otros colectores tales
como las ruedas giratorias.

Distancia al colector: La distancia entre la punta y el colector es otro parametro importante para controlar los
didmetros de las fibras y su morfologia. Ademas, se requiere una distancia minima para dar a las fibras el tiempo
suficiente para secarse antes de llegar al colector; de lo contrario, se han observado la presencia de perlas o
aglomeraciones.

Parametros de la Solucion (Calderén Arenas & Martinez Rincén, 2012).

Concentracion: Es necesario contar con una concentracién minima de la solucidn del polimero. Los
investigadores han intentado encontrar una relacién entre la concentracion de la solucidn y el diametro de la fibra,
obteniendo una relacién conocida como ley de potencia, la cual induce a la siguiente conclusion “al aumentar la
concentracion de la solucidén, aumenta el didmetro de la fibra” ( Deitzel, Kleinmeyer, Harris, & Beck Tan, 2001).

Peso molecular: Tiene un efecto significativo sobre las propiedades reoldgicas y eléctricas tales como:

viscosidad, tensidon superficial, conductividad y resistencia dieléctrica. Este es otro pardmetro importante de la

solucién que afecta la morfologia de la fibra en la técnica y es por ello que generalmente soluciones de alto peso
molecular, se han utilizado, ya que proporcionan la viscosidad deseada para la generacién de la fibra. Por otro lado,
se ha observado que una solucidn de bajo peso molecular tiende a formar perlas en lugar de fibras y una solucién
de alto peso molecular tiende a formar fibras con grandes didmetros.

Se ha encontrado que con muy baja viscosidad no hay una formacién continua de la fibra, y que con una
viscosidad muy alta hay dificultad en la eyeccidn del jet de la solucién del polimero, por lo tanto una viscosidad
6ptima es un principal requisito para el proceso.

Conductividad: La conductividad de la solucién estd determinada principalmente por el tipo de polimero, y
disolvente utilizado. Se ha encontrado que con el aumento de la conductividad eléctrica de la solucidn, hay una
disminucidn significativa en el didmetro de las nanofibras, mientras que con una baja conductividad de la solucidn,
alli resulta insuficiente el alargamiento del jet por la fuerza eléctrica para producir fibras uniformes.

9. POLIMERIZACION POR PLASMA.

La polimerizacion por plasma es la formacién de materiales poliméricos bajo la influencia de un gas
parcialmente ionizado (plasma). Es un método efectivo para la preparacidén de peliculas delgadas con estructura
densa y entrecruzada que se puede usar como capa aislante, como recubrimiento protectivo, como membrana
permeable, etc. Dentro del plasma es posible formar peliculas delgadas libres de agentes externos a la reaccién de
polimerizacién. En condiciones de plasma dos o mdas mondmeros se pueden mezclar para formar iones y radicales
para formar moléculas complejas. Estas moléculas pueden reaccionar entre si para producir productos mas
complejos produciendo un nuevo copolimero aleatorio. Otros componentes se pueden adicionar a esta mezcla,




como el yodo, el cual se incorpora a la estructura del copolimero con el propdsito de incrementar la conductividad
eléctrica u otras propiedades del material. De esta forma es posible la sintesis de un nuevo copolimero aleatorio
por plasma de forma mas sencilla que la sintesis tradicional de estos polimeros. Para aumentar las propiedades
mecanicas del material compuesto se requiere una buena transferencia de carga entre la matriz polimérica y la
fibra, y depende de una adecuada adhesion entre las dos. La adhesidn entre fibras organicas y matrices poliméricas
en materiales compuestos generalmente es débil debido a la falta de enlaces quimicos o mecanicos. El
comportamiento mecanico de la fibra (resistencia a la tension y modulo elastico) depende de qué tan eficiente sea
la transferencia de cargas de la matriz a las fibras. El tratamiento por plasma es un buen método para lograr una
buena adhesion de la interface del material compuesto. Este tratamiento puede alterar la quimica superficial de la
fibra y promover la formacion de enlaces quimicos con la matriz. Puede remover capas débilmente enlazadas de la
superficie de la fibra y promover el entrecruzamiento del polimero sobre la fibra lo cual le da al material compuesto
una mejor adhesion en la interface (Corona, 2001).

El plasma estd compuesto de una serie de particulas reactivas: iones, e-, moléculas en estados electrdnicos
excitados, &tomos y especies neutras.

La polimerizacion por plasma se lleva a cabo bajo condiciones de vacio en una cdmara de reaccién donde se
introducen un monémero y dopante en estado gaseoso y se ionizan por la influencia de un campo magnético
generado por la diferencia de potencial entre dos electrodos. El polimero se forma a partir de las particulas de los
reactivos activadas por el plasma. Las particulas ionizadas al interaccionar con la superficie de un sustrato la
recubren depositando una pelicula delgada de material. En este proceso no se requiere de intermediarios quimicos
para que ocurra la oxidacién ya que es promovida por el impacto de los e- libres que se encuentran a lo largo del
campo eléctrico que colisionan con las moléculas del mondmero (Olayo, y otros, 2008).

Ventajas de la polimerizacion por plasma

e La polimerizacién por plasma comienza su reaccidon en fase gaseosa, por lo que no necesita de agentes
externos para que ocurra la polimerizacidn.
La generacién de especies reactivas es promovida por el impacto de los electrones libres y las moléculas
del monémero.
Al sintetizarse el polimero ocurre ramificaciéon y entrecruzamiento con otras cadenas modificando las
propiedades quimicas y fisicas de los materiales.
El polimero se deposita sobre cualquier superficie expuesta al plasma y recubriéndola en su totalidad.
Debido a que los materiales sintetizados por plasma son sometidos a energias electromagnéticas, bajas
presiones y a altas temperaturas electrénicas tanto el material como la superficie expuesta al plasma se
esterilizan.
El espesor de la pelicula y la cantidad de material depositado se controla con el tiempo de reaccién.
Las materiales creados y/o tratados por plasma ofrecen atractivas posibilidades en el desarrollo de nuevos
biomateriales, y mejoran la multifuncionalidad de dispositivos ya existentes.
Los biomateriales sintetizados y/o tratados por plasma son reproducibles, con un tiempo de vida
razonable, econdmicos, etc.

Esta técnica ha sido probada en andamios para crecimiento celular con éxito (Corona, 2001).

10. EVALUACION MECANICA.

Uno de los principales problemas en la Ingenieria de tejidos es la fabricacion de andamios que se asemejen
mucho a las propiedades mecdnicas de los tejidos regenerados. Para tejidos de cartilago, un adecuado andamio
proporciona la estabilidad mecanica inicial y fomenta una distribucién uniforme de células, estos andamios
permiten la inmovilizacién de las células y mantienen diferenciado el fenotipo de los condrocitos.

El estudio de las propiedades mecanicas se refiere a la respuesta de un cuerpo cuando se le somete a una
fuerza externa, la cual genera relaciones del tipo tensorial con la deformacién que sufre este material. De los




diferentes ensayos existentes, el mas empleado es el ensayo de traccion en una dimension, el cual entrega la
mayoria de los datos relevantes para un primer estudio mecanico de materiales (Florent, 2006).

Los datos obtenidos se pueden utilizar para comparar distintos materiales entre si y para saber si una pieza de
un cierto material podra soportar unas determinadas condiciones de carga. Consiste en someter a una probeta de
forma y dimensiones determinadas a un esfuerzo en la direccidn de su eje, hasta romperla (Fig.11), el ensayo se
inicia mediante el desplazamiento del cabezal de la maquina en las condiciones definidas, fijando la velocidad de
desplazamiento, la velocidad de aplicacion de carga, o la velocidad de deformacion, definidos por el usuario. A
medida que la probeta se alarga, la maquina universal (Fig. 11) registra la carga de la fuerza aplicada, y
alargamiento de la probeta, hasta su rotura. Los datos obtenidos permiten generar la grafica
tensién/desplazamiento. A partir de las dimensiones iniciales de la probeta, los datos originales de fuerza y
alargamiento se transforman en tensién y deformacién, que nos permite caracterizar las propiedades mecdnicas
gue se derivan de este ensayo.

Los resultados del ensayo de traccidon quedan reflejados en un diagrama en el que los valores de deformacion
(alargamientos) producidos se representan en el eje de abscisas, y las tensiones de traccion aplicadas en el eje de
ordenadas. Obtenemos datos tan relevantes como el limite de elasticidad, la resistencia a la traccion, o el
alargamiento producido. Se ha investigado sobre el efecto de estimulacién mecanica multiaxial sobre el
crecimiento y propiedades de tejido cartilaginoso formado in vivo, combinando compresién y cizallamiento
(elementos que soportan traccion y empuje) durante diferentes periodos de tiempo estudiando asi las propiedades
mecanicas del tejido y respuesta uniaxial (Stephen D. Waldman, 2007) .

Fig. 11. Maquina universal de traccion y probeta sometida a ensayo de traccion.

Moddulo de elasticidad:

El esfuerzo y la deformacion dentro del rango eldstico generalmente siguen una ley lineal. La pendiente en la
porcion lineal de la curva esfuerzo contra la deformacidon a tension define al médulo de Young o mddulo de
elasticidad (E) de un material (Fig. 12) .

E = médulo de Young = % = Pa,KPa, MPa o

o= Esfuerzo = Mpa

mm?

., mm
e=Deformacion = —
mm




Fluencia o cedencia:

Se define como el punto en el cual el material sufre una deformacion plastica, es decir el material pasa de la
zona de deformacién eldstica y queda deformado permanentemente. El cambio de comportamiento de elastico a
plastico no se detecta con facilidad, por lo que se determina una fluencia convencional al 0.2%. La forma mas
comun de definir este valor, es por medio de una grafica que resulta de aplicar una prueba de tensién al material,
trazando una linea paralela a la zona eldstica pero con un desplazamiento del 0.2% sobre el eje X, el punto en el
que esta linea se intersecta con la curva es el valor de esfuerzo de cedencia (Fig. 12) (Vergara Camacho & Martinez
Cervantes, 2008).

Tension
A
Resistencia
a la traccion

Limite de
elasticidad

Deformacion

< Compensacion de 0.2%

Alargamiento de
la fractura

Fig. 12. Determinacion de la fluencia o cedencia convencional del 0.2% de deformacion.

Madximo Esfuerzo:

Es la resistencia maxima al material observada en la curva como el punto mas alto, puede dar alguna indicacién
a la presencia de defectos. Si el material contiene porosidades o inclusiones, estos defectos pueden causar un
decremento mayor al normal de la resistencia maxima del material (Fig. 13).

Resistencia méaxima a la tension

Fractura

Limite

elastico
Tenacidad = El area total bajo la
curva tension — deformacion.

Médulo elastico =
tension / deformacion.

Deformacién Deformacion plastica
elastica

Deformacién

Fig. 13. Asignacion del médulo de Young, fluencia o cedencia y maximo esfuerzo mediante la grafica esfuerzo vs.
deformacion.




Tenacidad:

Es una medida de la capacidad del materia de absorber energia antes de la fractura, la geometria de la probeta,
asi como la manera en la que se aplica la carga son importantes para determinarla. Se calcula mediante el area
bajo la curva que genera la grafica de esfuerzo deformacion, desde el comienzo del ensayo hasta la fractura del
material, sus unidades son energia por unidad de volumen

N

Unidades: / 5 0 2= MPa
mm mm
Ductilidad:
Es una medida del grado de deformacién plastica que puede ser soportada por el material hasta que este se
fractura, un material que experimenta poca o ninguna deformacion plastica se denomina fragil (Callister, 2007).

La ductilidad puede expresarse como alargamiento relativo o porcentual.

Lf—Lo
L

%WE = ( ) * 100
%E = porcentaje de deformacion pldstica a rotura

Lf=longitud en el momento de la fractura

Lo= longitud inicial

El conocimiento de la ductilidad es importante porque Indica el grado en que una estructura puede deformarse
antes de producirse la rotura.

Deformacion eldstica y pldstica:

El diagrama esfuerzo deformacidn se puede dividir en varias regiones, una region elastica la cual corresponde a
la primera parte de la curva y se caracteriza por la inexistencia de deformacién residual en el caso de que se
produzca la descarga. Esta compuesta a su vez por una zona proporcional que se caracteriza por la existencia de
una relacion lineal entre la tensidn y la deformacién. Mas alla del limite eldstico el alargamiento no se recupera y se
conoce como deformacidn permanente o plastica. Al retirar todas las cargas, ocurre que la probeta queda afectada
por una deformacion permanente de su forma. (Fig. 14)
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Fig. 14. Zona elastica y plastica del diagrama esfuerzo contra deformacion.




V. JUSTIFICACION.

La pérdida de un tejido o de su funcidn, debido a defectos congénitos, enfermedad o trauma, es uno de los
problemas mas frecuentes y costosos que enfrenta la medicina, tal es el caso del cartilago donde estudios previos
han declarado de manera preliminar la viabilidad de la construccion del cartilago in vitro, sin embargo, el cartilago
actualmente regenerado in vitro es insatisfactorio para la aplicacién clinica debido a que la estructura del cartilago
no es homogéneo, tiene un espesor insuficiente y su propiedad mecanica es pobre, a pesar de mas de dos décadas
de investigacion en la ingenieria de tejido cartilaginoso, muy pocos productos han pasado del laboratorio. En vista
de que ningln método usado en las terapias convencionales para reparar dafios en cartilago restaura de forma
duradera el problema principalmente en la osteoartritis, actualmente se utilizan sistemas basados en la
implantacion de células cultivadas en andamios creados con diferentes polimeros biodegradables y técnicas.

En este trabajo se pretende conformar un nuevo andamio a base de biomateriales que mejoren la adherencia
celular y que se degrade lentamente y por consiguiente mantengan la estructura del cartilago articular por tiempo
indefinido. Lo cual representa una aportacién al conocimiento debido a que no se ha utilizado la combinacién de
estos polimeros, contribuyendo también al mejor entendimiento sobre los factores involucrados en mantener la
integridad y regeneracion del cartilago. Si los resultados son alentadores se pretende la aplicacién clinica en un
mediano plazo en el manejo de la osteoartritis y enfermedades asociadas al desgaste del cartilago.

V. HIPOTESIS.

El ambiente generado artificialmente (andamio), para regeneracion de tejido cartilaginoso mediante la técnica
de electrohilado con Policaprolactona- acido polilactico (PLA-PCL) tratado superficialmente con PPy-I (polipirrol-
iodo) y la adhesion de la proteina agrecano (AG), es mejor que el ambiente proporcionado por el andamio
comercial de PLGA-PGA, entonces el tejido y las propiedades mecdnicas que se obtengan de este, resultaran de
mejor calidad.

VI. OBJETIVO.

Conformar un nuevo andamio a base de Policaprolactona (PCL) y acido polilactico (PLA) recubiertas con
polipirrol (PPy)-I (iodo)- Agrecanos (AG) que mejoren la adherencia celular y que se degrade lentamente
manteniendo asi la estructura del cartilago articular por tiempo indefinido.

Objetivos especificos:

e Mejorar las propiedades mecanicas y adhesién celular, modificando la membrana obtenida mediante la
técnica de recubrimiento superficial por plasma.

Evaluar las caracteristicas de los andamios mediante microscopia electronica de barrido (SEM), Infrarrojo
por Reflectancia Total Atenuada (ATR).

Evaluar las propiedades mecanicas de los andamios para conocer su modulo de Young, cedencia,
ductilidad, tenacidad y maximo esfuerzo, mediante ensayos de traccion.

Evaluacidn de la viabilidad y proliferacién celular de condrocitos tanto in vitro como in vivo.




VIl. METODOLOGIA.

1. PREPARACION DE SOLUCIONES POLIMERICAS Y CONDICIONES DE HILADO.

Se desarrollaron andamios poliméricos de PLA, PCL a partir de la técnica de electrohilado, la concentracion de
la solucidn fue tomada de un reporte previo (Avila Gutiérrez, 2011).

PLA (pellets).
Se prepard una solucion al 12% (w/v) utilizando como solvente una mezcla cloroformo-etanol (2:1) hasta
obtener una mezcla homogénea.
PCL (pellets).
Se prepard una solucion al 12% (w/v) utilizando como solvente una mezcla cloroformo-etanol (2:1) hasta

obtener una mezcla homogénea.

2. ELECTROHILADO.

Para la produccién de los andamios, se precalentd la camara de electrohilado a 30°C, posteriormente se
colocaron las soluciones poliméricas por separado en 2 jeringas plasticas a una relacién de 70:30 de PLA-PCL y se
montaron en el inyector del equipo para su administracién simultdnea, mediante la aplicacion de presion sobre el

émbolo de la jeringa, la cual generd un flujo constante, en donde los efectos de la polarizacién y carga por causa

del campo eléctrico arrojaron la solucién a una superficie colectora conectada a tierra a una distancia de 20cm del
cono de la aguja; durante el trayecto una parte del solvente se evaporo, obteniendo una fibra de un diametro
aproximado de 700nm a 3um, dependiendo de la viscosidad de la solucién y el calibre de la aguja.

Las condiciones que se utilizardan durante el proceso de electrohilado se presentan en la tabla 1,
manteniéndose una temperatura constante de 32°C durante todo el proceso:

Flujo de aI
Polimero Concentracion Inyeccién | Voltaje (kV) |Distancia del Jet
(W/v) (ml/h) colector

(70%) PLA

Mv= 4531.75 12% 0.129 24 20cm

calculada mediante viscosimetro
(30%) PCL

Mv= 65112.65 12% 23G 0.129

calculada mediante viscosimetro.

Tabla 1. Condiciones de hilado de las muestras.
*aguja: 25G = diametro interno 0.25mm, 23G= diametro interno 0.33mm

A la membrana obtenida se le realizé un tratamiento después del hilado colocandola en un horno a vacio a
44°C, durante 3 dias para eliminar el solvente remanente.

3. POLIMERIZACION POR PLASMA.

Usando la técnica de polimerizacién por plasma (Fig. 15) se depositd una pelicula delgada de Polipirrol- lodo
(PPy-1) sobre la membrana, los reactivos utilizados fueron Sigma Aldrich.

La polimerizacién se llevd a cabo en un reactor tubular de vidrio de 9cm de didmetro externo y 20cm de
longitud, descrito en trabajos previos (Corona, 2001).




Los parametros de operacion del reactor fueron, distancia entre electrodos 8cm, potencia de 20 Watts y presion

de 1.2x10" mmHg, aplicando pirrol durante una hora continua y yodo de manera intermitente en intervalos de 6
minutos.

Después del tratamiento, el reactor se apagd y se mantuvo cerrado durante una hora en una atmdsfera de
mondmero antes de la apertura a la atmdsfera y retirar la membrana.

Se recortaron trozos de 0.5 y 1x1cm? y 1x3cm, posteriormente se introdujeron en el reactor y se llevé a cabo la
polimerizacidn.

Fig. 15. a) Membrana obtenida del electrohilado, b y c) preparacion del material para introducirlo al reactor
d) polimerizacién plasma PPy-I.

4. PREPARACION DE LA SOLUCION DE AGRECANOS.

Se adquirid Aggrecan from bovine articular cartilage en Sigma Aldrich con nimero de catdlogo A1960 en
presentacion de 1mgy se almacend bajo las condiciones que el proveedor recomienda hasta su uso.

Para la preparacion de la solucion de agrecanos (AG) se disolvié 1mg de agrecanos liofilizados en 1ml de agua
destilada y posteriormente se aforé en un matraz de 25 ml para obtener una concentracién de 0.04mg/ml.

5. RECUBRIMIENTO DEL ANDAMIO CON SOLUCION DE AGRECANOS, LAVADO Y SECADO DE LAS
MUESTRAS.

Posterior a la polimerizacidn por plasma se colocé el material dentro de cajas porta objetos:

*  Seagregaron 0.5 ml de solucién (AG) para trozos de .5x.5cm?y 1xlcm?.

e 1mlde solucidn (AG) para trozos de 1cm x 3cm.

e Las muestras bafiadas en solucidn (AG) se colocaron en un desecador sin silica por 24 horas.
Después de 24 horas se retird sobrenadante, se lavo cada muestra con 3ml de agua destilada por 10
minutos y se pusieron a secar en un desecador a vacio por 24 horas.




Fig. 16. Procedimiento para recubrimiento del material polimerizado con solucion de agrecanos.

6. OBTENCION DE LAS CELULAS Y CULTIVO DE CONDROCITOS.
Para la obtencidn de células de cartilago eldstico auricular y cultivo de condrocitos se utilizaron los siguientes
reactivos y procedimientos:

» Reactivos:

= PBS (Phosphate Buffer Saline) con Antibidtico-Antimicético

= Tripsina 0.05% - EDTA (0.53 mM) en solucién Hank's
Colagenasa Tipo Il 2mg/ml en medio DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) con 0.37% NaHCOs,
suplementado con Antibiético-Antimicético
Medio de cultivo DMEM con 0.37% NaHCOs, Suero Fetal Bovino al 10% y suplementado con
Antibiético-Antimicético.

»  Procedimiento:
Biopsia de cartilago articular:
1. Se retird una biopsia de cartilago auricular utilizando un conejo con las siguientes caracteristicas:

®,
0.0

Especie: Conejo New Zealand blanco.

®,
0.0

Sexo: Macho

0,
0.0

Edad: 5 meses de vida extrauterina

0
0.0

Peso: 4 Kg

2. El conejo se tranquilizé con una inyeccion intramuscular de Acepromacina (9 mg/Kg) y Ketamina (20
mg/Kg), anestesiando posteriormente con una inyeccion intravenosa de Pentobarbital Sédico (20 mg/kg).

3. Se tomod la biopsia bajo condiciones asépticas de la oreja del conejo. Obteniendo asi una muestra de
aproximadamente 1cm’, la cual se transportara al laboratorio en un tubo falcon con PBS ¢/ Antibidtico-
Antimicdtico para ser procesada.

» Obtencion de cultivo primario de Condrocitos

En una campana de flujo laminar y bajo condiciones estériles el cartilago se lavé con PBS para retirar el
exceso de sangre y se colocé en un disco de 100mm x 20mm para disgregarlo mecanicamente en trozos de
aproximadamente 2 mm los cuales se colocaron en 10ml de la solucidn disgregadora (Tripsina 0.05% -
EDTA (0.53 mM) - solucién Hank's) durante 15 minutos en agitacidn continua a 37°C, una atmdsfera al 5%
de CO, y humedad saturada.




2. Se dejé sedimentar el tejido y se decantd el sobrenadante, agregando 10ml de la solucién de Colagenasa
tipo Il y se mantuvo durante 3 horas en agitacidon continua a 37°C, atmésfera al 5% de CO, y humedad
saturada.

Una vez disgregado el tejido se colocé en un tubo falcon y se centrifugd durante 10 minutos a 2000 rpm,
se retird el sobrenadante y el botdn celular se resuspendié en medio de cultivo DMEM con 0.37% NaHCO;,
SFB al 10% suplementado con Antibidtico-Antimicético, se centrifugd a 2000 rpm x 10 minutos.

El botdn celular se resuspendié en 5 ml de medio de cultivo para realizar el conteo celular en una camara
Neubauer con colorante vital azul tripano. Se obtuvieron aproximadamente 10x10° células, de las cuales
fueron cultivadas en discos de 150 mm x 25 mm a una densidad de 50,000 cel/ml en medio de cultivo
DMEM con 0.37% NaHCOs;, SFB al 10% suplementado con Antibidtico-Antimicético para lograr su
proliferacién.

Fig. 17. Obtencion de cultivo primario de condrocitos. a) Muestra cartilago auricular en tubo falcon, b) Disgregacion
mecanica de la muestra, c) Proceso de decantacién y agitacion contintia a temperatura de 35°C. d) Botén celular obtenido
después de centrifugar, e) Camara Neubauer, f) Discos de cultivo con células para expansion celular de condrocitos.

7. PRUEBAS CELULARES.
Se dejé para expansion y proliferacion celular el cultivo durante 3 semanas, para obtener una poblacion celular
confluente, lo cual permitié tener suficiente muestra para realizar los experimentos.

Procedimiento In vitro:
1. Se re-suspendieron aproximadamente 1.2x10° células sobre cada uno de los materiales PLA-PCL-PPy-I,
PLA-PCL-PPy-I-AG vy el control PLGA-PGA.
. Se cultivaron a una temperatura de 37°C, con 5% de CO, y humedad saturada. Para expansién celular
sobre las membranas.
. Se cambié el medio celular cada tercer dia durante 7 dias.

Procedimiento in vivo:
1. Sehidrataron las membranas de PGA-PLGA, PLA-PCL-PPy-l y PLA-PCL-PPy-I-AG durante 1 hora en medio de
cultivo y posteriormente se retird el medio.

Las membranas fueron sumergidas en 600p! (aproximadamente 1.2x10° células) de suspensién celular y

fueron colocadas dentro de la incubadora durante 1 hora para su adhesién sobre el material a una
temperatura de 37°C, con 5% de CO, y humedad saturada.
Se cambid el medio celular cada tercer dia durante 7 dias, para su posterior implantacion en el conejo.




8. IMPLANTACION DE MEMBRANAS CON CELULAS AUTOLOGAS: PRUEBAS IN VIVO.

. Se tranquilizé el conejo, con una inyeccion intramuscular de Acepromacina (5mg/Kg) y Ketamina (20 mg/Kg),
anestesiando posteriormente con una inyeccidn intravenosa de Pentobarbital Sédico (40 mg/ml).

. Se realizo la implante de los materiales con células autdlogas en la zona dorsal, bajo condiciones asépticas,
realizando una incisién y separando la piel a nivel subcutaneo para la implantacién de los materiales.

. Se colocaron 2 membranas de PLA-PLA-PPy-I, 2 de PLA-PLA-PPy-I-AG, 2 de PGA-PLGA, de aproximadamente
1x3cm, sobre las cuales se habia iniciado la proliferacion celular durante una semana, previa a su
implantacion.

. Se colocd un control de PLA-PLA-PPy-I, uno de PLA-PLA-PPy-I-AG y uno PGA-PLGA sin células.

. Se suturd la incisidon y se aplicd Aluspray® (suspensién cutdnea en aerosol presurizado) sobre la herida, que
por su capacidad de adherencia asegura una barrera de protecciéon contra la suciedad y los insectos,
reduciendo los riesgos de infeccion ademas de favorecer la cicatrizacion.

Fig. 18. Implantacién de membranas con células y control subcutaneamente.

9. EXPLANTE DE MEMBRANAS.

Alos 30 dias de implantacidn, se extrajeron los materiales del dorso del conejo siguiendo el procedimiento
descrito a continuacion:

Se tranquilizé el conejo, con una inyeccidn intramuscular de Acepromacina (5mg/Kg) y Ketamina (20mg/Kg),
anestesiando posteriormente con una inyeccion intravenosa de Pentobarbital Sédico (40mg/ml).
Separando la piel de la zona dorsal, se realizo la extraccidn de los materiales bajo condiciones asépticas.

Los materiales se colocaron en tubos falcon con PBS y antimicdtico- antibidtico para ser trasportadas a hacer
las pruebas correspondientes a cada material.




Fig. 19. Extraccion de las membranas a los 30 dias de cultivo in vivo.

10. CARACTERIZACION DE LAS MEMBRANAS

La caracterizacion de las membranas tiene la finalidad de buscar si puede tener un desempefio como andamios
en Ingenieria de Tejidos, las variables relevantes para esta funcién es la composicion quimica, porosidad de la
muestra generada por la distribucién de las fibras, sus diametros, sus propiedades mecanicas e interaccion celular.

Microestructura
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celular andamio La propiedad mecdnicay
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respuestade las células al
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mecanicas

Fig. 20. Puntos a caracterizar de las membranas obtenidas.

ANALISIS ELEMENTAL:

* Espectroscopia de Rayos X por Dispersion de Energia (SEM-EDS):

Se realizaron utilizando un microscopio JEOL JSM-7600F por retrodispersion de electrones (reflejo de los
atomos), a partir de la interaccion entre el haz y los atomos, generando una emisién de rayos X que tiene las
caracteristicas del elemento primario, permitiendo un andlisis elemental de la energia dispersiva de rayos X o
espectroscopia EDS, creando un analisis cuantitativo de la composicidn elemental presente en la superficie de la
muestra. La técnica se utilizd para establecer la presencia de solvente residual.




CARACTERIZACION MORFOLOGICA:

e Microscopia Electronica de Barrido (SEM):

El analisis de Microscopia Electrénica de Barrido (SEM) se realizé utilizando un microscopio marca JEOL JSM-
7600F sobre las fibras, explorando la superficie y tomando las imagenes representativas de la muestra.

e Porosidad:

Para aplicaciones en ingenieria de tejidos, el andamio debe ser poroso para asi permitir la proliferacion y
diferenciacion de las células favoreciendo asi la formacion de tejido y al mismo tiempo tener una distribucién y
crecimiento uniformes, ademds beneficia el trasporte de nutrientes.

Para identificar el area de los poros en los materiales generados, se usé del programa de procesamiento de
imagen digital de dominio publico Imagel) 1.46r. Para lo que fue necesario establecer la escala de la imagen
utilizando la distancia en pixeles y una distancia conocida (barra de escala de la imagen por utilizar) colocando la
unidad de longitud (nm o um) correspondiente.

Posteriormente se convirtieron las imagenes obtenidas mediante SEM en binario y, después, haciendo
cambios de umbral se establecieron las fibras en blanco y poros en color rojo, como se muestra en la Fig. 21a.
Utilizando el comando analizador de particulas se identificaron los bordes de los poros indicando su area y
ubicacion Fig. 21b.

Fig. 21. a) Cambio de umbral: fibras en blanco y poros en rojo, 21. b) Analizador de particulas identificando ubicacion y area
de los poros.

CoMPOSICION QUIMICA

e Espectroscopia de Infrarrojo por Transformada de Fourier por Reflectancia total atenuada
(FTIR-ATR):
Los infrarrojos se registraron en un espectrofotometro de transformada de Fourier, Perkin-Elmer de la serie
2000 FT-IR equipado con un accesorio ATR DuraSamplIR II™ Smiths Detection con cristal de diamante. Se trabajo
a una de longitud de onda de 1900 cmta700cm™ y 32 barridos.

Caracterizacion mecdnica:

Procedimiento ensayos de traccion:

1. Se mididé el drea transversal de la probeta (ancho x grosor) con un vernier digital
2. Se midid la longitud inicial de la probeta

3. Se colocd la probeta entre las tenazas.

4. Se calibré la fuerza con el peso de la probeta.




Se aplicé una velocidad de estiramiento constante (Imm/min), en la direccién de su eje, hasta romperla

Se registré la fuerza y alargamiento de la probeta.

Se graficé la curva generada del Esfuerzo vs deformacion y se calcularon el médulo de Young, cedencia,
maximo esfuerzo, ductilidad y tenacidad de cada uno de los materiales.

En la siguiente tabla se indican las condiciones en que se encontraba el material cuando fue sometido al ensayo
y el nimero de muestras para cada uno:

CONDICION MATERIAL NUMERO DE ENSAYOS

Seco PLA-PCL 9
PLA-PCL-PPy-I 12
PLA-PCL 4
Mojado
PLA-PCL-PPy-I

PLA-PCL-PPy-I
Cultivo in vitro PLA-PCL-PPy-I-AG
PGA-PLGA

PLA-PCL-PPy-I
In vivo (Explante a los 30 dias) PLA-PCL-PPy-I-AG

PGA-PLGA




VIIl. RESULTADOS Y DIScUSION.

ESPECTROSCOPIA DE RAYOS X POR DISPERSION DE ENERGIA (SEM-EDS):

En la Fig. 22 se puede observar el espectro obtenido de la muestra después del tratamiento en un horno al
vacio; se identificaron elementos como carbono y oxigeno, no se encontrd presencia de cloro.
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Fig. 22. Espectro SEM-EDS de la muestra. C=carbono, O= oxigeno.

POLIMERIZACION POR PLASMA Y ADHESION DE LA PROTEINA AGRECANO SOBRE LA MEMBRANA.

Mediante la polimerizacidon por plasma se modificéd la superficie de la membrana electrohilada de PLA-PCL,
buscando mejorar su interaccion con la matriz. Debido a que después del tratamiento se encuentra una superficie
con radicales tales como aminas tanto primarias como secundarias y carbonilos, entre otros, los cuales
contribuyen con el anclaje y proliferacidon celular, ademds de la absorcién de proteinas, ya que inmovilizan
biomoléculas (Zuiiga Aguilar, y otros, 2011). De esta forma se aprovecha la superficie modificada, la cual simula la
funcidn del acido hialurdnico encargado de enlazar mediante un enlace proteico a los agrecanos (Fig. 23).

Por otra parte el tratamiento ayuda a que la velocidad de degradacion del andamio sea mas lento, ya que actua
como una capa aislante o recubrimiento protectivo. La biocompatibilidad del andamio esta relacionada a sus
propiedades superficiales, debido a que la interaccidén biomaterial-tejido es decisivo para su buen funcionamiento.

Agrecano

Radicales
Recubrimiento de

PPy-l

depositados en
la superficie
recubierta
OH

C=0
N\ e

Fibras electrohiladas de NH
PLA-PCL 2
Fig. 23. Representacion grafica del recubrimiento de la fibra con PPy-l y adhesion de la proteina AG sobre ellas, gracias a su
diversidad de radicales sobre la superficie.




CARACTERIZACION DE MEMBRANAS.

Composicion Quimica.
A continuacion se muestran los espectros obtenidos mediante FTIR-ATR sobre los materiales, se realizaron las

graficas y analisis en la asignacién de bandas mediante el programa OriginPro®8.1
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Fig. 24. Espectro FTIR-ATR obtenido del andamio sin recubrimiento superficial.

La Fig. 24 muestra el espectro del andamio de PLA/PCL sin tratamiento superficial en donde se destaca la presencia
de enlaces tipo C=0 (carbonilo) en 1748.92cm™ que es parte de la molécula del acido lactico, en 1264cm™ se
encuentra C-O y C-C que es parte de la molécula de la caprolactona; hay traslapes de informacién entre la

caprolactonay el dcido lactico en 1185 cm™.
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Fig. 25. Espectro FTIR-ATR obtenido del andamio con recubrimiento superficial PPy-I.




Las bandas que se muestran en la Fig. 25 indican la presencia de enlaces tipo C=0 en 1752cm™ que forman
parte de la molécula acido lactico. Se encuentran traslapes de informacion entre la caprolactona y el acido lactico
en 1185cm™.

1565.20
Amina Il
Estiramiento C-N

1294 (PCL)
C-0,C-C
: vV 731.95 (PCL)
i flexion de grupos
(-CH5-)
1452 (PLA) z'n
1638 25 Deformacion Asimétrica

= CH
1722 (PCL) Amina | 3 :
c =0 Estiramiento C=0 :

1243 :
Estiramiento Sulfato
1084.04

1181 (PLA, PCL)
Estiramiento C-O, OC-O

Andamio-Ppy-I-Ag-Sin Lavar |

T T T T T
1800 1600 1400 1200 1000
cm™

Fig. 26. Espectro FTIR-ATR obtenido del andamio con recubrimiento superficial PPy-I-AG antes de lavar con agua destilada.

Se muestra el espectro del andamio recubierto con PPy-I-AG (Fig. 26) sin lavar con agua destilada, en donde se

puede observar picos representativos de la molécula de AG, en 1638.25cm™* se encuentra la Amina | estiramiento
del C=0, en 1565.20cm™* Amina II y en 1243cm™ estiramiento del sulfato, entre los picos 960.64 y 1084.04cm™ se
encuentra el estiramiento de C-O-S y vibracidn de anillos C-O-C, C-OH y C-C contenidos en la proteina AG (Camcho,
West, Torzilli, & Mendelson, 2000).
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Fig. 27. Espectro FTIR-ATR obtenido del andamio con recubrimiento superficial PPy-I-AG lavado con agua destilada.




En el espectro del andamio recubierto con PPy-I-AG (Fig.27) lavado con agua destilada, se puede observar un
pico demasiado ancho en 1665.5cm™ donde se encuentra contenida la Amina | , el estiramiento del C=0 y Aminal ll,
en 1253.17cm™ el estiramiento del sulfato, en los picos 960.64 y 1084.04cm™ se encuentra el estiramiento de
C-O-S y vibracién de anillos C-O-C, C-OH y C-C todos contenidos en la proteina AG (Camcho, West, Torzilli, &
Mendelson, 2000).

Es importante observar la presencia de la proteina después del lavado, puesto que pudo haberse perdido gran
cantidad o la totalidad de la misma durante el enjuague del material. La polimerizacién por plasma con PPy
modifica la superficie del material proveyéndola de aminas y carbonilos, entre otros radicales, los cuales tiene una
gran influencia en la adsorcidn de proteinas (Zufiiga Aguilar, y otros, 2011), es notable que la proteina AG queda
adherida en la superficie al andamio recubierto con el PPy-I, debido a los picos representativos que se muestran en
la Fig. 27.

MORFOLOGIA.

Microscopia Electronica de Barrido (SEM)

Uno de los factores determinantes del andamio aparte de su biocompatibilidad para su aplicacién en la
Ingenieria de tejidos, es su topografia de superficie. Para la caracterizacion de la estructura interna de los
andamios, en cuanto a su organizacién de la red de poros y el tamafio de los mismos se empled como herramienta
al SEM.

A continuacidon se presentan las imagenes obtenidas por SEM de las membranas generadas mediante
electrohilado sin modificacién y con modificacidn superficial y recubrimiento de AG.
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Fig. 28. Imagen SEM de la membrana generada por electrohilado de PLA/PCL sin recubrimiento superficial de PPy-I.
a) 1300 X, b) 11000 x.

En la Fig. 28a el material PLA-PCL presenté una morfologia con diversos didmetros de fibra, lo que genera
poros de diferentes tamafios. En la Fig. 28b se observa rugosidad en la superficie de las fibras, lo cual es
beneficioso para un andamio, ya que las células se inclinan por este tipo de superficies, debido a que pueden
anclarse y proliferar con mayor facilidad.
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Fig. 29. Imagen SEM de la membrana generada por electrohilado de PLA/PCL con recubrimiento superficial de PPy-I.
a) 1000X, b) 10000 x.

El recubrimiento del andamio (PLA/PCL) con PPy-I, forma una pelicula entre varias fibras, lo que genera una mejor
definicion de poros, como puede observarse en la Fig. 29a, generando una mejor morfologia para el sostén celular,
propiciando proliferacion celular tanto en 2D (superficie del andamio) como en 3D (interior del andamio). En la
Fig. 29b se observa un incremento de la rugosidad en la superficie de las fibras en comparacion de la Fig. 28b.
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Fig. 30. Imagen SEM de la membrana generada por electrohilado de PLA/PCL con recubrimiento superficial de PPy-1 y AG
después de ser lavada con agua destilada a 3500X.

La estructura superficial muestra formas muy bien definidas, esto debido a que la forma en que se acomodan
el azlcar y los sulfatos, generan formacion de cristales, como se observa en la Fig. 30. Esto es conocido como
biomineralizacién, la cual conduce a la formacidon de cristales inorganicos con formas ordenadas, refinadas que son
regulados por macromoléculas especificas, entre esas macromoléculas, se encuentran los proteoglicanos que no
han recibido suficiente atencion (Arias, y otros, 2004). El potencial bioactivo de los glicosaminoglicanos juegan un




papel importante en la biomineralizacién, ya que estas proteinas cargadas negativamente, contienen grupos
carboxilo, sulfato y fosfatos que pueden unirse a iones Ca"” , con los cuales podria controlar la nucleacion
(agrupamiento de dtomos en liquido para formar cristales) y crecimiento de cristales (Manjusha, 2011). La proteina
puede afectar la mineralizacion de diferentes maneras, dependiendo de su concentracién (Alvarez Lloret, 2008). Se
ha reportado la adhesion de cristales minerales, para mejora de las propiedades mecdnicas de los tejidos,
generados en andamios (Puppi, Chiellini, Piras, & Chiellini, 2010).

POROSIDAD.

En el material de PLA-PCL sin tratamiento de PPy-I se encontraron poros de 5p.m2a 962um2 con un promedio

de 189 umz, mientras que para el PLA-PCL-PPy-lI y PLA-PCL-PPy-I-AG presentan poros de Sum2 a 521um2 con un

promedio de 100 umz.

~ . . 2 . . .
El tamafio promedio del condrocito es entre 30-40um®, por lo que los materiales contienen la porosidad
necesaria para la suspension y deposicion de las células.

HUMECTACION DE LOS ANDAMIOS PARA CULTIVOS TANTO IN VITRO COMO IN VIVO.

La humectacién de las membranas es una preparacion del material para la mejor absorcién de suspensién
celular que se depositara sobre ellas, ademas de favorecer la afinidad de las células sobre los materiales, puesto
que a estas les atrae las superficies hidrofilicas. En la Fig. 31 se puede observar la humectacién que tuvieron las
membranas de PLA-PCL-PPy-I, PLA-PCL-PPy-I-AG asi como la membrana control del PLGA-PGA.

Fig. 31. Humectacion de las membranas PLA-PCL-PPy-I, PLA-PCL-PPy-I-AG y PGA-PLGA antes de depositar suspension celular
sobre ella.

PRUEBAS MECANICAS.

Como parte de la caracterizacién del material generado, se encuentran sus propiedades mecanicas las cuales
describen cualidades especificas del material, que dependen de su composicién. La competencia mecdanica de los
andamios generados, resulta esencial debido al uso clinico que este tendra.




Se ha reportado que el cartilago hialino tiene un mddulo de traccién de 0.2-4.90MPa, resistencia a la rotura de
1-8MPa y un ultimo esfuerzo o maximo esfuerzo 0.15MPa, (Saey Tuan Barnabas, Ekaputra, Hui, & Hutmacher, 2010) un
moddulo de 4.51+2.78MPa en la zona superficial, 2.51+1.93MPa en la zona media (Elliott, Noarmoneva, & Setton, 2002).
Por otra parte se reporta que el mddulo de traccidn en el cartilago humano sano depende de la localizacién del
tejido de unién, variando de 5 a 25MPa (Athanasiou, Darling, Duraine, Hu, & Hary Reddi, 2013).

En la grafica 1, puede observarse la curva caracteristica de los materiales generados a lo largo del
experimento, en donde el material no presenté claramente donde termina su zona elastica y comienza la zona
plastica, por lo que se definid un punto correspondiente a una deformacion permanente del 0.2% ,el cual es un
limite convencional, que se calculd con el punto que pasa por (0.002, 0) y tiene como pendiente al médulo de
Young (Gréfica 2), que es la parte mas recta que se presenta en la grafica.

Grafica Esfuerzo Vs Deformacion

Esfuerzo (MPa)

CO0000000 PREE
oRrNWwhUONLLRrRNWRWL

0 010203040506070809 1 11 12 131415 16 17 18 19 2
Deformacién (mm/mm)

Grafica 1. Curva Esfuerzo Vs Deformacidn caracteristica de los materiales generados.
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Grafica 2. Ecuacidn paralela al médulo de Young que intersecta la curva esfuerzo vs deformacion para asignar el valor de la
cedencia.

En la tabla 2, se muestran las ecuaciones con las que se obtuvo la recta paralela (cedencia), maximo esfuerzo y
la ductilidad, para cada una de las probetas tratadas experimentalmente.




Ecuacion recta paralela para calculo de cedencia

P(0.002,0)

m= maddulo de Young Y-y1l=m(x-x1)

X Y

Maximo Esfuerzo

Fuerza mixima Fmax
omax = — = = MPa
area inicial Ao

Ductilidad

Longitud final—-Longitud inicial

NE = ( Longitud inicial ) *100

Tabla 2. Ecuaciones empleadas para obtener cedencia, maximo esfuerzo y ductilidad.

El mddulo de Young, fuerza mdxima, area inicial, longitud inicial y final, son datos adquiridos de las graficas
esfuerzo vs deformacion generadas por cada probeta.

Para el calculo de la tenacidad (area bajo la curva), se empled el programa KaleidaGraph (Synergy Software), el
cual se basa en aproximar el valor de la integral de f(x) mediante la utilizacion de n trapecios igualmente
espaciados, en un intervalo [a,b]. (Ver apéndice 1)

A continuacidn, se exponen los resultados de los ensayos mecanicos a la traccién, donde se muestra la
comparacion entre los materiales en diferentes condiciones (secos, mojados, con células y con tejido).

Para el PLA-PCL sin PPy-I se realizaron Unicamente los ensayos en seco y mojado.
El PLA-PCL-PPy-I se evalué en seco, mojado, in vitro e in vivo.

Por otra parte los materiales que contienen la proteina AG, fueron valorados Unicamente in vitro e in vivo,
para observar la influencia de los agrecanos sobre las células y el desarrollo de tejido.

El PGA-PLGA, Unicamente fue evaluado tanto in vitro como in vivo, puesto que es un material comercial,
actualmente es utilizado para reparacién y regeneracion de tejido dseo y cartilaginoso, por lo que fue manejado
como control, con respecto a PLA-PCL-PPY-l y PLA-PCL-PPy-I-AG.

El médulo de Young, fluencia o cedencia, maximo esfuerzo y la ductilidad, obtenido de los ensayos mecdnicos
para cada probeta se exhiben a continuacion.

Se realizd una prueba de hipdtesis mediante t de student (n<30), con un nivel de significancia a=0.05 para
conocer si hay diferencia significativa o no en las propiedades mecanicas de los materiales seco sin PPy-1 vs. mojado
sin PPy-l y seco con PPy-l vs. mojado con PPy-|, bajo la siguiente hipdtesis:

Ho: wo=l;  Es la media material seco y la media material mojado son iguales, por lo tanto no existe diferencia
significativa.
Hi: Mo#Hy Es la media material seco y la media material mojado son diferentes, por lo tanto existe diferencia
significativa.

Moddulo:

Los ensayos realizados en los andamios secos (Grafica 3a) presentaron mddulos de Young muy diferentes,
debido principalmente a que uno fue sometido al tratamiento superficial de PPy-l y el otro no. Puede observarse
que el recubrimiento depositado sobre la superficie del material trae como consecuencia un comportamiento
menos elastico reflejandose en una disminuciéon de su modulo, debido a que el PPy-I actia como una especie de
cascaron, endureciendo las fibras superficiales y una vez que esta se quiebra, se deforma con mayor facilidad.

El PLA-PCL sin PPy-Il seco (Grafica 3a) no presento diferencias significativas en la medicion del médulo cuando el
PLA-PCL sin PP-I se encuentra mojado (Grafica 3b).




Por otro lado el PLA-PCL-PPy-I cuando se encuentra mojado incrementa su mdédulo ligeramente, debido a que
el agua ablando el PPy-l, homogenizando el comportamiento del material, bajando asi su incertidumbre en
contraste con el PLA-PCL-PPy-I de la Grafica 3a. La prueba de hipdtesis no indica diferencias significativas entre los
materiales secos y mojados.
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Grafica 3. Promedio y desviacion estandar de los Mddulos de Young calculados con los datos obtenidos experimentalmente
de los materiales a) secos: PLA-PCL sin PPy-1 n=9, PLA-PCL-PPy-l n=12 y b) mojados:PLA-PCL sin PPy-I n=4, PLA-PCL-PPy-I1 n=3.

El material PLA-PCL-PPy-I recubierto con células (cultivo in vitro), mostré un pequefio incremento en su modulo
(Grafica 4) con respecto a los materiales sin células (Grafica 3a y 3b), el cual parece ser reforzado gracias al

depdsito de células sobre él.
El PLA-PCL-PPy-I-AG del cultivo in vitro cuenta con un moddulo parecido al del PLA-PCL-PPy-l cuando se

encuentra mojado (Gréfica 3b), por lo que no parece obtener un cambio significativo de su mdédulo, por influencia

de la proteina.
Por otra parte el material control PGA-PLGA fue el que presentd el mdédulo mas bajo de los 3 materiales (1.15

MPa).
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Grafica 4. Moédulos de Young calculados con los datos obtenidos experimentalmente de los materiales del cultivo in vitro,
PLA-PCL-PPy-I n=1, PLA-PCL-PPy-I-AG n=1, PGA-PLGA n=1.

La grafica 5 muestra los mddulos obtenidos en los materiales sometidos a cultivo in vivo, los cuales indican
que para todos los casos esta propiedad disminuye notablemente, esto puede ser explicado con ayuda de la Fig. 32,




en donde se pueden observar 3 fotografias de los materiales, adquiridas durante el ensayo de traccion, en las
cuales se puede distinguir como la presencia del polimero base (andamio), comienza a disminuir debido a la
biodegradacién del mismo, lo que trae como consecuencia, que la medicién del médulo no sea directamente en el
polimero, si no en la formacién de neotejido cartilaginoso; es decir que el mdédulo estd siendo medido sobre el
tejido en comparacion de los que se presentan en las graficas 3 y 4 que son sobre el polimero sin cultivo in vivo.
También puede notarse la formacion de un cuello en su parte central, que es caracteristico de los materiales
eldsticos.
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Grafica 5. Médulos de Young calculados con los datos obtenidos experimentalmente del explante a los 30 dias de cultivo
in vivo, PLA-PCL-PPy-I n=1, PLA-PCL-PPy-I-AG n=1, PGA-PLGA n=1.

Fig. 32. Deformacion caracteristica de un material elastico en los explantes a los 30 dias de cultivo in vivo. a) PGA-PLGA ,
b) PLA-PCL-PPy-I, c) PLA-PCL-PPy-I-AG.

De acuerdo a los resultados obtenidos a los 30 dias de cultivo in vivo, puede indicarse que el PLA-PCL-PPy-I| se
encuentra dentro de los rangos reportados para el médulo eldstico en ensayos de traccidn (Saey Tuan Barnabas,
Ekaputra, Hui, & Hutmacher, 2010), mientras que los otros 2 materiales se encuentran ligeramente por debajo, sin
embargo también se ha reportado que el médulo de Young incrementa con el de tiempo de cultivo in vivo (Shuaijun,
y otros, 2012), por lo que resulta interesante incrementar el periodo de cultivo in vivo de los materiales, para
estudiar como madura el cartilago obtenido y sus mejoras en cuanto a las propiedades mecanicas.

Cedencia:

Se realizaron mediciones para identificar el punto en el cual los materiales se encuentran en la regidon de
transicion de zona eldstica a zona plastica, esto a consecuencia del deslizamiento que tienen las moléculas unas
sobre otras de los materiales, en donde una vez que las moléculas se han desplazado ya no pueden recuperar su
posicion original, por lo que se convierte en una deformacioén irreversible.




En la Grafica 6a, el efecto del PPy-I sobre el material genera una baja oposicion a la deformacién, debido al
“cascaron” formado por el tratamiento, el cual generd que este se quebrara con mayor facilidad, pasando asi de la
zona elastica a la plastica con mayor rapidez en comparacion del PLA-PCL sin tratamiento de PPy-I.

En la Grafica 6b se puede observar el comportamiento de los materiales cuando estos se encuentran mojados,
por una parte el PLA-PCL sin PPy-l aumenta su oposicidon a la deformacion considerablemente sin embargo su
incertidumbre también se amplia grandemente, y por otro lado el PLA-PCL-PPy-I incrementa su oposicién a la

deformacién y su incertidumbre se hace mas pequeia, esto debido a que el polimero se hincha al entrar en
contacto con medios acuosos, adquiriendo mayor plasticidad antes de la falla.

La prueba de hipétesis no indica diferencias significativas entre las Cedencias medidas de los materiales secos
vs. mojados, siny con PPy-I.
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Grafica 6. Promedio y desviacidn estandar de las Cedencias calculadas con los materiales a) secos: PLA-PCL sin PPy-I n=9, PLA-
PCL-PPy-1 n=12 y b) mojados: PLA-PCL sin PPy-I n=4, PLA-PCL-PPy-I n=3.

En los materiales recubiertos con células (Grafica 7), es notable que el PLA-PCL-PPy-I se debilitd, por lo que
cede con mayor facilidad en comparacidon de los secos y mojados (Graficas 6a y 6b). Por otra parte, el control PGA-
PLGA obtiene una alta oposicion a la deformacién comparado contra los otros materiales, seguido por el PLA-PCL-
PPy-I-AG, el cual presenta un cuarto de cedencia comparado con el valor del material control.

Con células ( in vitro)
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Grafica 7. Cedencias del experimento in vitro, PLA-PCL-PPy-I n=1, PLA-PCL-PPy-I-AG n=1, PGA-PLGA n=1.




En la grafica 8a y 8b se observan los valores de cedencia que tomaron los materiales del cultivo in vivo, en
donde se registrd, como los valores para todos los materiales decae, en contraste con los obtenidos del cultivo
in vitro (gréfica 7). Esto es debido a que el polimero se encuentra degradandose y el tejido es el principal
responsable de este comportamiento. En todos los casos se presentd la deformacién caracteristica de un material
eldstico, como se puede observar en las fotografias de la Fig. 34. Ademas de mostrar que a los 30 dias el PGA-PLGA
se degrado casi por completo (Fig. 33a), asi como el PLA-PCL-PPy-I presenta tejido solo en la superficie del andamio
y escasa degradacién del polimero (Fig. 33b) y en el PLA-PCL-PPy-I-AG se observa mayor formacion del tejido que
no solo se forma en la superficie del polimero sino también en el interior de este (Fig. 33c), ademas de que el
polimero base se encuentra en proceso de degradacion.

La Gréfica 8a muestra como la oposicién a la deformacion que se obtuvo del explante en PLA-PCL-PPy-I-AG es la
mas importante en comparacién de los valores que se presentan en la Grafica 8b, donde se observa un brusco
cambio de escala, siendo el material control PGA-PLGA el que presento la mas baja oposicidén a la deformacién de
los 3 materiales.
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Grafica 8. Cedencia calculada con los datos obtenidos experimentalmente del explante a los 30 dias de cultivo in vivo,
PLA-PCL-PPy-I n=1, PLA-PCL-PPy-I-AG n=1, PGA-PLGA n=1.

Fig. 33. Fotografias del ensayo de traccion en los explantes a los 30 dias de cultivo in vivo. a) PGA-PLGA , b) PLA-PCL-PPy-I,
¢) PLA-PCL-PPy-I-AG.




Madximo Esfuerzo:

Una vez que un material alcanza la zona de cedencia, este sigue deformandose hasta la zona de maxima
tension; cuando llega a este punto la probeta se considera fracturada, en la grafica 9a se puede observar que el
maximo esfuerzo (tension de rotura) que los materiales secos soportaron es muy parecido, debido a que una vez
que la capa protectora del material recubierto con PPy-I se quebrd, las fibras del centro, que no contienen el
tratamiento actuan igual que las del material que no fueron tratados con PPy-I.

Los materiales mojados (Grafica 9b) presentan un maximo esfuerzo practicamente igual al de los secos debido
a la gran incertidumbre que se presenta.

La prueba de hipétesis no indica diferencias significativas entre la ductilidad medida de los materiales secos vs.
mojados sin PPy-I pero si se encontro significancia entre los materiales secos vs. mojados con PPy-I.
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Grafica 9. Promedio y desviacidn estandar de los maximos esfuerzos calculados con los materiales, a) secos: PLA-PCL sin PPy-I
n=9, PLA-PCL-PPy-l n=12 y b) mojadas: PLA-PCL sin PPy-I n=4, PLA-PCL-PPy-I n=3.

El PLA-PCL-PPy-l y PLA-PCL-PPy-I-AG del cultivo in vitro (Gréfica 10), tomaron valores muy parecidos a los de los
materiales secos y mojados (Grafica 9a y 9b), por lo que no se observé gran influencia de las células cultivadas
sobre el material.

El control de PGA-PLGA vy el PLA-PCL-PPy-I-AG presentaron un maximo esfuerzo muy parecido.

Con células (in vitro)
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Grafica 10. Maximos esfuerzos calculados con los materiales in vitro, PLA-PCL-PPy-I n=1, PLA-PCL-PPy-I-AG n=1,
PGA-PLGA n=1.




La gréfica 11 muestra los valores obtenidos para el materiales obtenidos del cultivo in vivo, en donde el control
PGA-PLGA y el PLA-PCL-PPY-I-AG quedan por debajo de los valores reportados en la literatura (Saey Tuan Barnabas,
Ekaputra, Hui, & Hutmacher, 2010) y el PLA-PCL-PPy-I ligeramente por encima.
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Grafica 11. Maximo esfuerzo calculado con los datos obtenidos experimentalmente del explante a los 30 dias de cultivo
in vivo, PLA-PCL-PPy-I n=1, PLA-PCL-PPy-I-AG n=1, PGA-PLGA n=1.

Ductilidad o mdxima extension a la rotura:

La capacidad de los materiales secos para deformare antes de fracturarse que se muestran en la gréfica 12a fue
relativamente significativa, alcanzdndose aproximadamente el 180% de deformacidn para el PLA-PCL-PPy-| contra
133% de deformacion del PLA-PCL-PPy-I, es aqui donde se puede observar que el material con recubrimiento de
PPy-I se deforma de manera muy similar al que no contiene el tratamiento de PPy-I, esto ocurre una vez que las
fibras mas expuestas al tratamiento se quiebran y dejan actuar a las fibras centrales.

Se nota un cambio de comportamiento estadisticamente no significativo en los materiales cuando se
encuentran mojados, sin embargo se muestra que al comparar los materiales secos (Grafica 12a) contra los
mojados (grafica 12b) se observé una disminucién en su porcentaje de deformacion de 187.75% a 124% para el
PLA-PCL sin PPy-l y un aumentd de 133.73% a 159.18% para el que contiene en tratamiento superficial.
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Grafica 12. Promedio y desviacion estandar de la ductilidad calculada con los materiales a) secos PLA-PCL sin PPy-1 n=9, PLA-
PCL-PPy-I n=12. y b) mojado PLA-PCL sin PPy-I n=4, PLA-PCL-PPy-I n=3.




La prueba de hipétesis si indica diferencias significativas entre la ductilidad medida de los materiales secos vs.
mojados sin PPy-I pero no se encontrd significancia entre los materiales secos vs. mojados con PPy-I.

En el cultivo in vitro (Grafica 13), el material control de PGA-PLGA tuvo una deformacion mayor al 250% contra
menos del 100% en los otros 2 materiales.
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Grafica 13. Ductilidad calculada con los materiales de cultivo in vitro, PLA-PCL-PPy-I n=1, PLA-PCL-PPy-I-AG n=1,
PGA-PLGA n=1.

La ductilidad de los materiales obtenidos del cultivo in vivo (Grafica 14) comparada con la de los materiales del
cultivo in vitro (Grafica 15) se incrementd, como es el caso del PLA-PCL-PPy-I que pasé del 88.9% (Grafica 13) al

131.02% (Grafica 14) y para el PLA-PLC-PPy-I-AG paso del 66.77% (Grafica 13) al 207.71%(Grafica 14) ,mientras que
el control de PGA-PLGA disminuyo del 260.69% (Grafica 13) al 88.9% (Grafica 14). Por lo que se puede observar un
importante incremento de ductilidad en el material que contiene la proteina.
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Grafica 14. Ductilidad calculada con los materiales de cultivo in vivo, PLA-PCL-PPy-I n=1, PLA-PCL-PPy-I-AG n=1, PGA-PLGA
n=1.

Tenacidad:

En este proceso, la deformacion plastica que sufre el material antes de llegar a la falla consume energia, lo que
retarda la propagacion de la grieta y consigue que el material sea tenaz. Cuando un material es tenaz va a tener un




alto grado de deformacion antes de que se rompa, esto es debido a la cantidad de energia que el material puede
absorber antes de fallar, en las siguientes graficas se muestran los valores obtenidos, mediante el calculo del area
bajo la curva para cada uno de los ensayos de traccién en los materiales.

La Grafica 15a muestra que cuando los materiales se encuentran secos absorben mayor cantidad de energia
antes de la fractura en contraste de cuando los materiales se encuentran mojados (Grafica 15b), en donde la
energia que absorbieron antes de fallar es menor.

La prueba de hipétesis si indica diferencias significativas entre la tenacidad medida de los materiales secos vs.
mojados sin PPy-I pero no se encontré significancia entre los materiales secos vs. mojados con PPy-I.
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Grafica 15. Promedio y desviacion estandar de la Tenacidad calculada con los materiales, a) secos: PLA-PCL sin PPy-1 n=9,
PLA-PCL-PPy-I n=12 y b) mojados: PLA-PCL sin PPy-I n=4, PLA-PCL-PPy-I n=3.

El PLA-PCL-PPy-I con cultivo celular, mostré que absorbe una mayor cantidad de energia antes de llegar a la

falla (Gréfical6), mientras que el material control PGA-PLGA se exhibe como el menos tenaz o que absorbe una
menor cantidad de energia.
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Grafica 16. Tenacidad calculada con los materiales de cultivo in vitro, PLA-PCL-PPy-I n=1, PLA-PCL-PPy-I-AG n=1,
PGA-PLGA n=1.




El material control de PGA-PLGA obtenido del cultivo in vivo (Gréfica 17) es el que absorbié menor cantidad de
energia antes de la falla, en contraste el PLA-PCL-PPy-I-AG adquiere la propiedad de absorber mayor cantidad de
energia, esto quiere decir que el tejido se deforma mas que los otros dos previo a la fractura.
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Grafica 17. Tenacidad calculada con los materiales de cultivo in vivo, PLA-PCL-PPy-I n=1, PLA-PCL-PPy-I-AG n=1,
PGA-PLGA n=1.

Curvas esfuerzo vs deformacion, generadas del cultivo in vivo.

Se presentan a continuacion las curvas generadas del ensayo a la traccion de los materiales sometidos a cultivo
in vivo, debido a que el PLA-PCL-PPY-I-AG (Grafica 18) mostré un comportamiento interesante, en donde puede
percibirse una cedencia superior e inferior, observandose una reconstruccion del esfuerzo, en comparacion de las

otras 2 graficas de PLA-PCL-PPy-| (Grafica 19a) y PLGA-PGA (Grafica 19b), que una vez que este cede ya no se
recuperan.

Lo anterior puede ser explicado debido a que el material que contiene la proteina AG, exhibié una distribucion
uniforme de tejido a lo largo del mismo, lo que generd, que al ser sometido al ensayo de traccién este sea
deformado de manera homogénea, mientras que en los otros 2 materiales fallaron en las orillas, debido que el

tejido formado sobre ellos no fue uniforme (Fig. 33), por lo que una vez que cede el material ya no se reconstruyo
el esfuerzo.
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Grafica 18. Esfuerzo contra la deformacion obtenido del explante a 30 dias cultivo in vivo del andamio PLA-PCL-PPy-I-AG.
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Grafica 19. Esfuerzo contra la deformacion obtenido del explante a los 30 dias cultivo in vivo, a) PLA-PCL-PPy-1 , b) PGA-PLGA.




IX. CONCLUSIONES.

A lo largo de este trabajo se construyd un andamio de 4cido polilactico-policaprolactona (PLA-PCL) modificado
superficialmente mediante plasma con pirrol y recubrimiento de agrecanos, el cual fue comparado con un andamio
comercial de acido poliglicdlico - acido polilactico-co-glicdlico (PGA-PLGA) y uno de polilactico-policaprolactona-
Polipirrol-lodo (PLA-PCL-PPy-l); este ultimo indicd en un reporte previo, ser un material que presento escasa
condrogénesis in vivo a los 30 dias de su implantacidn (Avila Gutiérrez, 2011). Por lo que se agregd la proteina
agrecano, la cual es un componente importante de la matriz extracelular de cartilago y la falta de esta proteina
afecta el acceso a factores decrecimiento que son necesarios para sefializacién de los condrocitos en desarrollo
(Domowicz, Cortes, Henry, & JudiSchwartz, 2009), ademas de favorecer las propiedades mecdnicas del tejido (Puppi,
Chiellini, Piras, & Chiellini, 2010).

Los resultados obtenidos en cuanto a la composicién quimica de las membranas mediante FTIR-ATR del PLA-
PCL-PPy-I-AG confirman la presencia de la proteina AG sobre los andamios, mostrando picos representativos de la
misma, aun después de haber sido sometidos a un lavado con agua destilada. Esto gracias a la diversidad de
radicales depositados sobre la superficie del material mediante el recubrimiento de PPY-l por plasma, que
permitieron la adhesion de la proteina AG sobre el andamio.

La microscopia electrdnica de barrido mostré imagenes que denotan rugosidades en las fibras de los materiales
y poros de diferentes tamafios, ocasionados por el PPy-I depositado sobre las membranas, proveyendo a las células
de un ambiente para proliferar adecuadamente. Por otra parte se mostré la formacién de biomineralizacién a la
cual se le atribuye la mejora de las propiedades mecanicas de los tejidos (Puppi, Chiellini, Piras, & Chiellini, 2010).

Las propiedades mecanicas de los materiales calculadas en este trabajo, nos dan una idea del comportamiento
que los materiales tienen bajo diferentes circunstancias, destacando su actuacion in vivo; en donde se observé que
el PLA-PCL-PPy-l y PLA-PCL-PPy-I-AG presentan valores superiores de cedencia, maximo esfuerzo, ductilidad y
tenacidad con respecto a los resultados del material control PGA-PLGA a los 30 dias de cultivo in vivo.
Encontrandose que el andamio de PLA-PCL-PPy-I-AG del cultivo in vivo, muestra caracteristicas mecdnicas
prometedoras, aun cuando su modulo es el mds bajo de los 3 materiales con 0.188MPa, es un valor muy cercano al
reportado para ensayos de traccién en cartilago (Saey Tuan Barnabas, Ekaputra, Hui, & Hutmacher, 2010), ademas de
contar con una cedencia de 0.08 MPa, su ductilidad o capacidad de deformaciéon antes de fracturarse fue del 200%
y su tenacidad o deformacion plastica de 0.128MPa, mucho mayor a la de los otros materiales, por lo que tiene una
mayor deformacion plastica antes de que sufra la falla, considerandose un material ductil o no fragil. De acuerdo a
los hallazgos, se presume que el andamio de PLA-PCL-PPy-I-AG podria ser utilizado para la regeneracién de tejido
cartilaginoso.

Los resultados indicaron que en los 3 materiales muestran excelente biocompatibilidad y comienzos de
biodegradacion in vivo a los 30 dias.

Cuando los andamios entran en contacto con un medio acuoso comienza la degradacién de los polimeros base
por hidrdlisis, por otra parte los cambios de pH en el medio y la accién enzimatica son factores que actuan
degradando el biomaterial (Rivera Caballero & Morantes Cérdenas, 2011), siendo algunas causas por las que las
propiedades mecanicas en los materiales mojados cambian tanto, asi como en el caso del cultivo tanto in vitro
como in vivo.

Es recomendable aumentar el nimero de experimentos in vivo, asi como realizar los estudios mecanicos sobre
los cultivos in vivo a los 3 meses, 6 meses y 1 afio, para obtener mayor informacion de la calidad de cartilago
obtenido sobre las membranas; esperando que a largo plazo, los polimeros sean absorbidos obteniendo un
cartilago maduro.




X. APENDICE.

1. Cdlculo de la tenacidad

Para el célculo de la tenacidad (area bajo la curva) se empleé el programa KaleidaGraph (Synergy Software), el
cual se basa en aproximar el valor de la integral de f(x) mediante la utilizacién de n trapecios igualmente
espaciados, en un intervalo [a,b].

Area bajo la curva

b h h h
f f(x)dx = - [f(xo) + f(x1)] + s ) + )] + - + 5 [f (o) + f(0)]
[f (o) +2f (1) + 2f (x2) + -+ + 2f (1) + f ()]

E
_h
~ 2

[f(xo)"'ZZf(XO+(h*l))+f(xn)

2. Explante obtenido a los 30 dias de cultivo in vivo

Puede observarse en la llustracién A que para los 3 tipos de materiales implantados durante 30 dias, generaron
tejido cartilaginoso.

llustracién A.- Tejido formado sobre las membranas a los 30 dias de cultivo in vivo.

Se realizaron mediciones del cartilago obtenido in vivo con un calibrador digital con el fin de obtener las areas
transversales a utilizar en el ensayo mecdnico, en la siguiente tabla se presentan los resultados:




Material Largo (mm) Ancho (mm) Grosor (mm)
PGA-PLGA 19.27 8
PLA-PCL-PPy-I 20.2

PLA-PCL-PPy-I-AG 22.02

Con los datos de la tabla, se calculd el drea transversal de los materiales considerando una forma circular en el
caso del PGA-PLGA por tener un ancho y grosor iguales. Para PLA-PCL-PPy-l y PLA-PCL-PPy-I-AG se le considero
una forma eliptica por tener un ancho y grueso de diferente, a continuacién se presentan las formulas para el
calculo de dichas areas:

Area Circulo:

A = nr?

En donde:
Tt : es la constante que relaciona el perimetro de una circunferencia con la amplitud de su diametro.
r: es el radio de la circunferencia.

Sustituyendo los valores en la ecuacion:

g\ 2
Apga—prga =Tri=m <§> = 50.26mm?

Area elipse:
A=m*r=*s
En donde:
r: eje mayor
S: eje menor

Sustituyendo los valore en la ecuacién:

8.2 3.18
Apra-pcL-ppy-1 =TT *T *S =T * > * > = 19.21 mm?

9.97 3.52
APLA—PCL—PPy—I—AG =T *xTr*S =T * T * T = 27.56 mmz




3. Resultados de los ensayos mecdnicos:

Andamio seco sin PPy-I.
n=9
MODULO CEDENCIA MAXIMO ESFUERZO
(MPa) (MPa) (MPa)

26.91 1.39 1.43
19.97 0.83 141
22.07 1 1.49
17.8 141
9.21 1.01
19.97 141
22.07 1 15
17.79 0.62 141
9.21 0.56 1.01

MEDIA + DESVIACION ESTANDAR

18.33 £ 5.85 0.83 £ 0.27 1.34+0.19

Andamio seco con PPy-I.
n=12

DUCTILIDAD

181.62
170.96
206.57
215.05
143.32
181.62
170.96
208.65

211.04

187.75 +24.21

CEDENCIA MAXIMO
(MPa) ESFUERZO
(MPa)

DUCTILIDAD

0.51 1.02

128.96

0.91 0.98

239.63

0.90 0.92

145.26

0.62 1.93

239.22

0.68 0.87

122.06

0.33 3.81

135.13

0.18 0.27

85.97

0.40 0.59

88.9

0.37 0.42

99.12




0.54

0.57

0.33

0.35

0.74

1.23

MEDIA

+ DESVIACION ESTAND

6.87 + 3.60

0.54+0.23

1.08 £0.97

133 £52.88

Andamio mojadas con agua destilada sin recubrimiento de PPy-I.

n=4

MODULO
(MPa)

CEDENCIA
(MPa)

MAXIMO
ESFUERZO
(MPa)

DUCTILIDAD

19.11

1.13

100.26

13.17

1.18

82.77

28.8

3.40

168.77

11.49

1.5

2.08

145.76

MEDIA

+ DESVIACION ESTAND

18.14 + 7.82

1.81+1.18

1.95+1.06

124.39 +£39.75

Andamio mojadas con agua destilada recubiertas con PPy-I.

n=3
MoODULO
(MPa)
7.12
12.95

12.68

10.92 + 3.29

CEDENCIA
(MPa)

15

MEDIA + DESVIACION ESTANDAR

1.11+£0.35

MAXIMO
ESFUERZO
(MPa)
1.22
1.26

1.56

1.35+0.19

DUCTILIDAD

138.58

125.56

213.41

159.18 £ 47.41




Andamio con PPy-I recubierto de células (cultivo in vitro).

n=1

MODULO
(MPa)

CEDENCIA
(MPa)

MAXIMO ESFUERZO
(MPa)

DUCTILIDAD

TENACIDAD

19.33

0.042

2.26

88.90

0.59

Andamio con PPY-I-AG recubierto de células (cultivo in vitro).

n=1

MoODULO
(MPa)

CEDENCIA
(MPa)

MAXIMO ESFUERZO
(MPa)

DUCTILIDAD

TENACIDAD

7.6

0.1

1.35

66.77

0.29

Andamio de PLGA-PGA recubierto de células (cultivo in vitro).

n=1

MoODULO
(MPa)

CEDENCIA
(MPa)

MAXIMO ESFUERZO
(MPa)

DUCTILIDAD

TENACIDAD

1.15

0.42

1.42

274.15

0.25

Andamio con PPy-I con tejido (cultivo in vivo).

n=1

MODULO
(MPa)

CEDENCIA
(MPa)

MAXIMO ESFUERZO
(MPa)

DUCTILIDAD

TENACIDAD

0.394

0.0014

0.191

131.02

0.099

Andamio con PPY-I-AG con tejido (cultivo in vivo)
n=1

MoODULO
(MPa)

CEDENCIA
(MPa)

MAXIMO ESFUERZO
(MPa)

DUCTILIDAD

TENACIDAD

0.188

0.09

0.106

207.71

0.128

Andamio de PLGA-PGA con tejido (cultivo in vivo).

n=1

MODULO
(MPa)

CEDENCIA
(MPa)

MAXIMO ESFUERZO
(MPa)

DUCTILIDAD

TENACIDAD

0.256

0.0009

0.08

88.9

0.027
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