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Resumen

El uso de biomateriales en medicina regenerativa ha cobrado relevancia en la actualidad, con
el disefio y fabricacion de sustratos de soporte en la reparacion de lesiones y regeneracion
tisular. Se han implementado infinidad de andamios destinados a facilitar la regeneracion del
nervio periférico en lesiones de gran magnitud, agregando distintos componentes de origen
bioldgico y sintético, a fin de constituir un sustrato que promueva la elongacion de los conos
axonicos, la migracion y proliferacion de células gliales, asi como el flujo de nutrientes para
restituir el microambiente del nervio, sin lograr hasta el momento una recuperacién completa
y funcional.

En este trabajo se fabricaron andamios electrohilados basados en acido poliléctico, en
configuracién aleatoria y orientada, ajustando las condiciones y pardmetros de fabricacion
para proporcionarles una estructura volumétrica adecuada para la adhesion y crecimiento
celular, asi como la topografia que funcione como guia fisica de orientacion y elongacion
neuritica. Los andamios se modificaron en su superficie con polipirrol y polipirrol dopado
con yodo, sintetizados por plasma, a fin de mejorar sus propiedades fisicoquimicas e
incrementar su biocompatibilidad.

Las propiedades morfolégicas, quimicas y mecanicas de los andamios se estudiaron mediante
microscopia electronica de barrido, espectroscopia infrarroja con reflectancia total atenuada,
espectroscopia Raman, termogravimetria, difraccion de rayos X y pruebas de tension uniaxial
(esfuerzo/deformacién). Se evalu6 el desempefio de los andamios en un cultivo
tridimensional in vitro de células de linea celular neuronal, para estudiar la respuesta celular
a los distintos andamios fabricados, por medio de microscopia electronica de barrido y el
ensayo de reduccion de MTT por actividad enzimatica, para estudiar su viabilidad celular.

Mediante las pruebas de caracterizacion de biomateriales, se determind la morfologia de los
andamios fibrilares, su estructura tridimensional, la composicion quimica y cristalinidad de
su superficie, asi como su resistencia mecanica a la deformacion, obteniendo una mejor
respuesta por parte de las células a los andamios modificados respecto a los andamios sin
modificar en su superficie.

Por lo tanto, se concluy6 que los andamios fibrilares orientados, modificados en su superficie
con polipirrol y polipirrol dopado con yodo, sintetizados por plasma, tienen las propiedades
fisicoquimicas y mecanicas adecuadas para la adhesion, sobrevivencia y elongacion neuritica
de ceélulas neuronales, asi como el potencial para funcionar como soporte en el proceso de
reparacion y regeneracion de tejido neuronal.



Abstract

The use of biomaterials in regenerative medicine has become relevant nowadays, with the
design and fabrication of support substrates for injury repair and tissue regeneration. A
plethora of scaffolds developed to facilitate peripheral nerve regeneration across large
distances has been implemented, with the addition of multiple components from biological
and synthetic source to form a substrate that promotes axonal cone growth, migration and
proliferation of neuroglia, as well as nutrient flow, to restore nerve microenvironment,
without achieving complete and functional recovery.

In this work, electrospun polylactic acid scaffolds were fabricated in random and aligned
orientation, adjusting fabrication conditions and parameters to provide the volumetric
structure for adhesion and cellular growth, as well as the topography that functions as
physical cue for neurite orientation and elongation. The scaffolds were modified along the
surface with polypyrrole and polypyrrole doped with iodine, synthesized by plasma, to
improve its physicochemical properties and enhance its biocompatibility.

Morphological, chemical and mechanical properties were investigated by means of scanning
electron microscopy, infrared spectroscopy with attenuated total reflectance, Raman
spectroscopy, thermogravimetry, X ray diffraction and uniaxial tensile tests for stress-strain
analysis. Scaffolds performance within three-dimensional in vitro culture was studied to
evaluate neural cell response to the different scaffolds developed, by means of scanning
electron microscopy and MTT enzymatic reduction assay, to determine cell viability.

Through the techniques for characterization of biomaterials, the morphology, three-
dimensional structure, chemical composition and molecular configuration of fibrillar
scaffolds was determined, improving the response from the cells in culture when seeding on
modified scaffolds, compared to unmodified scaffolds.

In conclusion, aligned fibrillar scaffolds, modified with plasma synthesized polypyrrole and
plasma synthesized polypyrrole doped with iodine, have the adequate physicochemical and
mechanical properties for neural cell adhesion, survival and neuritic growth, as well as the
potential for supporting the process of neural tissue repair and regeneration.



1. Introduccidon

El tratamiento de las lesiones en el sistema nervioso sigue siendo un reto para la comunidad
dedicada al sector de la salud. Producidas por enfermedades hasta traumatismos, estas
lesiones tienen graves repercusiones en la calidad de vida, economia y bienestar general de
los pacientes. Dada la complejidad de este sistema, asi como su limitada capacidad de
regeneracion y auto reparacion, los tratamientos actuales distan de proveer una completa
recuperacion funcional del tejido, en especial cuando se trata del sistema nervioso central.

El sistema nervioso se constituye por el sistema nervioso central y el sistema nervioso
periférico. El sistema nervioso central, que incluye el cerebro, la médula espinal y los
sistemas Optico, olfatorio y auditivo, tiene una capacidad regenerativa enddgena limitada
(Akter etal., 2016; Schmidt and Leach, 2003). El sistema nervioso periférico, constituido por
los nervios craneales, los nervios espinales y los ganglios dorsales, a diferencia del sistema
nervioso central, tiene la capacidad de regenerarse bajo condiciones determinadas (Akter et
al., 2016; Frostick et al., 1998; Hall, 1989; Schmidt and Leach, 2003).

En condiciones normales, los nervios periféricos lesionados tienen la capacidad de
regenerarse cuando la magnitud de la lesion es muy pequefia, siendo el periodo de
recuperacion muy largo, que puede abarcar desde semanas hasta afios. Este proceso de
regeneracion endogena implica mecanismos a nivel molecular, celular y tisular en los que
participan canales i6nicos (Ca**, Na*), células (macréfagos, células de Schwann) y proteinas
(factores neurotroficos, citocinas) (Menorca et al., 2013). Dichos mecanismos incluyen la
modificacion de la membrana celular de la neurona, los niveles de concentracion de factores
neurotréficos (aumento o disminucion de la concentracion normal), desmielinizacion,
desdiferenciacién y proliferacion de las células de Schwann, reclutamiento de macréfagos y
la sintesis de proteinas, de tal manera que se restructura el microambiente del nervio para
favorecer el proceso de regeneracién (Menorca et al., 2013; Svennigsen and Dahlin, 2013).

La regeneracion del nervio periférico implica un proceso bioquimico mediado de manera
importante por las células de Schwann, las células gliales del sistema nervioso periférico.
Una vez que se ha producido la degeneracién Walleriana, y los macrofagos han retirado los
desechos de los axones, las células de Schwann migran entre los segmentos distal y proximal
del nervio lesionado, formando un tejido continuo, denominado bandas de Blingner, las
cuales guian y estimulan la elongacion de los axones para restaurar la inervacion de sus
tejidos diana. Sin embargo, este proceso enddgeno se produce normalmente ante lesiones por
aplastamiento y en longitudes pequefias (menores a 0.5 cm), donde el tejido conectivo que
rodea los axones del nervio se mantiene intacto (Grinsell et al., 2014; Hall, 1989).
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La capacidad de regeneracion del nervio periférico se asocia con la eficiencia de la
degeneracion Walleriana, la cual se define como el proceso de degeneracion de la porcion
del axén localizada de manera distal a la lesion, que culmina en la desintegracion del
citoesqueleto axonal y la fragmentacion del axon, seguido de la remocion de los residuos
celulares por parte de las células gliales y los macrofagos (Coleman and Freeman, 2010;
Rotshenker, 2011). Este proceso de remocion de residuos de origen tanto axonal como
mielinico es eficiente gracias a que, en el sistema nervioso periférico, esta mediado por las
células de Schwann y los macréfagos (Vargas and Barres, 2007).

El injerto autlogo o autoinjerto permanece como el “gold standard” en la reparacion de
lesiones en nervio periférico que superan la longitud en la que se puede aplicar una sutura,
entre segmentos aun funcionales, denominada neurorrafia (Dahlin, 2008; Grinsell et al.,
2014; Panagopoulos et al., 2017). El injerto aut6logo consiste en emplear un segmento de
nervio sano del propio paciente, generalmente un nervio sensorial, para formar un puente que
permita reconstruir el nervio lesionado, cuya estructura cumple con las caracteristicas ideales
para la estimulacion de la reparacion y regeneracion en el nervio periférico (Grinsell et al.,
2014). En ocasiones, la sutura se acompafia con goma de fibrina, a consideracién del cirujano,
con el objetivo de reducir la tension sobre el tejido, la cicatrizacion y fibrosis, asi como
proveer de una solucion de soporte para la reconexion de los axones lesionados (Barton et
al., 2014; Sameem et al., 2011).

Los conductos guia para nervio (NGC) son una alternativa para facilitar la regeneracion del
tejido al ser colocados en forma de puente entre los segmentos del nervio (Mobini et al.,
2017). Actualmente, la mayoria de estos conductos son tubos huecos de materiales
poliméricos como coladgeno (NeuroMend, NeuroMatrix, Neuroflex, NeuraGen, NeuraWrap),
acido poliglicolico (Neurotube), poliacido lactico-co-policaprolactona (Neurolac) y polivinil
alcohol (Spearman et al., 2018). No obstante, se han reportado mejores resultados en cuanto
a la regeneracion de tejido funcional en conductos que incluyen microestructuras
intraluminales (Daly et al., 2012; Gu et al., 2014), tal como se muestra en la Figura 1.

Inspirados en el mecanismo fisioldgico de la regeneracion del nervio periférico, los andamios
de tipo fibrilar pretenden favorecer la elongacion de los axones, fungiendo como bandas de
Bungner artificiales, fabricadas a partir de biomateriales poliméricos con propiedades que
faciliten la adhesion celular, estimulando la propagacion del cono de crecimiento en los
axones, de manera que se facilite la reparacion de lesiones y la regeneracion del nervio
(Ribeiro-Resende et al., 2009; Sarker et al., 2018).
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Figura 1. Esquematizacion del enfoque de reparacion en nervio periférico con biomateriales.
Figura modificada de Daly etal., 2012. El disefio de biomateriales se ha enfocado en mimetizar
procesos de auto reparacion del nervio lesionado, mediante estructuras lineales intraluminales en un
conducto que guie la regeneracién del tejido nervioso, en este caso, a través de un nervio seccionado.

Las propiedades fisicoquimicas de los materiales participan de forma importante para
favorecer la adhesion, proliferacion, diferenciacion y sobrevivencia de las células. Los
materiales poliméricos naturales y sintéticos, biodegradables y biocompatibles poseen
propiedades fisicoquimicas y mecanicas para servir como sustrato y desencadenar
mecanismos celulares para la reparacion del tejido. Dichos materiales se emplean para la
fabricacion de andamios que faciliten la reparacion y la regeneracion en el nervio periférico,
constituyendo un soporte con la estructura adecuada al tejido (Sensharma et al., 2017).

1.1. Fundamentos
1.1.1. Electrohilado

Entre las diversas técnicas de fabricacion de andamios sintéticos para crecimiento celular, el
electrohilado consiste en un proceso versatil y sencillo para obtener fibras con altas
propiedades mecéanicas, cuya arquitectura y morfologia se puede controlar, modificando las
variables que rigen el proceso (Baji et al., 2010).

En el electrohilado, se induce la formacion de fibras mediante las fuerzas electrostaticas de
un campo eléctrico (Subbiah et al., 2005). Se utiliza una bomba para inyectar una solucién
precursora a traves de una aguja conectada a una fuente de alta tension eléctrica, de tal manera
que la solucidn se carga y se dispara hacia un colector, formando filamentos que se ramifican
impulsados por las fuerzas electrostaticas presentes en la zona de la inestabilidad inducida
por el campo eléctrico entre la aguja y el colector. A medida que el solvente de la solucién
se va evaporando, las fibras se alargan y se depositan sobre el colector formando una malla
0 membrana de fibras nano y micrométricas (Jiang et al., 2015; Subbiah et al., 2005; Sun et
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al., 2014). En la Figura 2 se muestra un esquema del arreglo experimental basico para el
electrohilado.

Bomba de inyeccién

Jeringa - . ‘m\]\,.\h

Solucién polimérica i Colector

Figura 2. Esquema del proceso de electrohilado. El proceso de electrohilado se implementa
utilizando una bomba para inyectar la solucion polimérica a través de una jeringa acoplada a una
aguja conectada a una fuente de alta tension, la cual genera un campo eléctrico entre la aguja y el
colector para formar fibras nano y micrométricas (Subbiah et al., 2005; Sun et al., 2014).

Las variables que establecen la morfologia de las fibras electrohiladas se dividen en tres
grupos:

a) Caracteristicas de la solucion polimérica. Incluyen la viscosidad, conductividad, tension
superficial, peso molecular del polimero, momento dipolar y constante dieléctrica. Estan
asociadas al polimero que se desea electrohilar y son dificiles de aislar, dado que al
variar una de ellas, las demas se modifican a su vez, es decir, se encuentran relacionadas
entre si. Por ejemplo, si se varia la conductividad, se puede modificar también la
viscosidad de la solucion (Pham et al., 2006).

e Concentracion/viscosidad de la solucién. La viscosidad de la solucion varia
cambiando la concentracion del polimero en el solvente. Esta variable tiene una relacion
directa con el diametro y morfologia de la fibra. Por ejemplo, a concentraciones muy
bajas, dependiendo del polimero, se obtienen fibras con defectos en forma de gotas o
beads (rosarios), o incluso abultamientos en las fibras, indicando que las éstas alcanzan
aun himedas el colector. En este caso, aumentando la viscosidad se logran obtener fibras
uniformes, sin gotas o abultamientos (Pham et al., 2006).

10
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e Conductividad/densidad de carga. Esta variable tiene una relacion directa con la
obtencion de fibras uniformes, es decir, sin defectos como gotas o beads, y en general,
una relacién inversa con el diametro de la fibra (Pham et al., 2006).

e Peso molecular del polimero. Este parametro tiene efecto sobre la obtencion de fibras
uniformes, es decir, a mayor peso molecular se reducen las gotas o beads. (Pham et al.,
2006).

e Momento dipolar y constante dieléctrica. Electrohilados exitosos se logran mediante
solventes con constantes dieléctricas altas (Pham et al., 2006). Por ejemplo:

Solvente ‘ Cloroformo Acetona Etanol Dimetilformamida
Constante

. 4.8 20.6 24 36.7
dieléctrica

Cuadro 1. Constante dieléctrica de algunos solventes estudiados (Casasola et al., 2014;
Mohsen-Nia et al., 2010).

b) Parametros del proceso.

e Flujo o razoén de inyeccion. Su relacién con el didmetro de la fibra es directa, por lo
que el aumento de este pardmetro resulta en el aumento del diametro de la fibra. Si es muy
alto, la fibra puede llegar aiin himeda al colector (Pham et al., 2006).

o Diferencia de potencial o tension eléctrica. Si la tension eléctrica es muy alta, pueden
aparecer defectos en las fibras, pero su relaciéon con el diametro de la fibra no es clara
(Pham et al., 2006).

e Distancia entre la aguja y el colector. Contribuye a la evaporacion del solvente (Pham
et al., 2006).

e Disefio del colector:

o Metalicos. Disipan las cargas de las fibras y se obtienen andamios mas
empaquetados. Las fibras son méas suaves (Pham et al., 2006).

o Porosos. Estructuras menos empaquetadas se pueden obtener utilizando un
colector metalico poroso (Pham et al., 2006).

o No conductores. Las cargas de la fibra no se disipan, las fibras se repelen y
forman poros mas grandes (Pham et al., 2006).

11
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o Placa colectora. Las cargas se disipan por toda la superficie de la placa,
depositandose las fibras en forma aleatoria (Jiang et al., 2015; Pham et al.,
2006).

o Tambor giratorio. Se obtienen fibras alineadas orientadas en la direccion del
giro (Jiang et al., 2015; Pham et al., 2006).

c) Variables ambientales

e Temperatura. Tiene una relacion inversa con la viscosidad de la solucion polimérica,
dado que el aumento en la temperatura disminuye la viscosidad de la solucién y por lo
tanto el diametro de la fibra (Pham et al., 2006).

e Humedad. Aumentando la humedad se consigue porosidad en la superficie de la fibra
(Pham et al., 2006).

La variacion de los diferentes parametros del proceso de electrohilado, por tanto, dan lugar a
la fabricacién de andamios volumeétricos cuya estructura se puede adecuar al tipo de tejido
que se desea reparar. Sin embargo, actualmente los sistemas de soporte se complementan
mediante diversas estrategias, tales como la funcionalizacion superficial, liberacion de
factores de crecimiento y aplicacion de potenciales eléctricos (Gu et al., 2014; Mobini et al.,
2017).

Los sistemas de funcionalizacién de superficies, que pueden ser factores de crecimiento,
antibioticos, agentes de biocompatibilidad y adhesién, entre otros, aumentan la eficiencia de
los andamios para ingenieria de tejidos. Para ello, se modifican las propiedades quimicas de
la superficie de los andamios mediante el enlazado o depdsito de moléculas tales como
péptidos, anticuerpos, grupos funcionales y portadores de farmacos, mientras se mantiene la
arquitectura y propiedades mecanicas de los mismos (Chen et al., 2018; Chu, 2013).

1.1.2. Polimerizacion por plasma

La polimerizacion por la técnica de plasma se ha estudiado de manera importante por su
potencial en el recubrimiento de superficies y la generacion de peliculas y nanoparticulas de
material polimérico, para ser aplicados en diferentes lineas de investigacion. En particular,
el recubrimiento de sustratos para su uso en sistemas biolégicos se ha beneficiado de esta
técnica, ya que produce peliculas delgadas de material, de estructura densa y entrecruzada,
carente de contaminantes agregados en el proceso de polimerizacion, con una tasa de
degradacion baja (Chu, 2002; Morales et al., 2008).
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En contraste con la polimerizacion quimica, la técnica de polimerizacion por plasma permite
obtener peliculas de polimero densamente entrecruzado y ramificado, constituido por una red
tridimensional que amplifica sus propiedades mecanicas (Hosono et al., 2003).

1.1.3. El polipirrol (PPy)

El polipirrol (PPy) es un polimero ampliamente estudiado por sus propiedades
electroconductoras, y en particular, se ha estudiado como elemento electroactivo en el
tratamiento de lesiones en el sistema nervioso (Spearman et al., 2018). La
electroconductividad del PPy esta dada por su estructura quimica de enlaces conjugados, sin
embargo, esta organizacion en los enlaces no es posible en la sintesis por plasma.

Hosono et al. (2003) propusieron un modelo polipirrol sintetizado por plasma (PPPy), a partir
de datos obtenidos del espectro IR, UV-Vis y analisis elemental, a partir de los cuales se
concluye que algunos anillos del monomero se descomponen para formar redes
tridimensionales (Figura 3). Se observd que la magnitud de la potencia de descarga durante
la sintesis influye en la formacién de las cadenas poliméricas, de forma tal que a potencias
bajas se conserva una mayor cantidad de anillos en la molécula, y que, a potencias mas altas,
el rompimiento de anillos aumenta, formando la red densamente entrecruzada con menor
cantidad de anillos (Hosono et al., 2003).
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Figura 3. Modelo estructural del polipirrol sintetizado por plasma. Durante la polimerizacion por
plasma, los anillos del monémero (pirrol) se descomponen para formar la estructura del polimero,
quedando pocos anillos en la estructura al emplearse altas potencias de sintesis (Hosono et al., 2003).

En la Figura 4 se muestra otra propuesta, presentada por Kumar et al. (2003), en la cual se
asume la desintegracion de una menor cantidad de sistemas aromaticos durante la formacion
de la estructura.
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Figura 4. Estructura propuesta del polipirrol sintetizado por plasma. Propuesto por Kumar y
cols. (2003), se muestra el PPPy (a), donde X puede ser (b), (c), (d), (e), (f) y (g) (Kumar et al., 2003).

La electroconductividad del PPPy se puede aumentar mediante la incorporacion de un
dopante que proporcione electrones libres o huecos (John and Kumar, 2002). El dopaje con
un elemento electronegativo, como un haldégeno, se ha implementado para introducir
transportadores de carga en la estructura entrecruzada de polimeros sintetizados por plasma,
con resultados positivos en la conductividad (Olayo et al., 2006; Vasquez et al., 2006; Wang
etal., 2004).

La incorporacion de yodo (1) durante la polimerizacion, induce el aumento de la
conductividad del PPPy, mas aun cuando el polimero se encuentra inmerso en un ambiente
de alta humedad relativa, de tal manera que se convierte en un semiconductor (Cruz et al.,
1999; Morales et al., 2000). De acuerdo con la literatura, el yodo ocupa vacios en la estructura
del PPPy més que enlazarse en la cadena del mismo, lo cual aumenta la conectividad y la
continuidad de las unidades de polimero, con lo que se logra aumentar su conductividad (John
and Kumar, 2002; Kumar et al., 2003).

Dada la complejidad de estos materiales, de las interacciones que existen entre los
compuestos que los conforman, asi como entre los sistemas biologicos en los que estaran
inmersos, surge la necesidad de caracterizar rigurosamente sus propiedades. Entre la gran
diversidad de técnicas disponibles para caracterizar biomateriales, algunas se mencionan a
continuacion.
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1.1.4. Caracterizacion de biomateriales
Caracterizacion morfoldgica:

Microscopia Optica. Esta es la forma méas simple de microscopia, en la cual se utiliza luz
visible para obtener una imagen muestra, amplificada entre 50 y 1000 veces. A pesar de su
baja resolucion, permite complementar la informacion visual que el ojo no alcanza a percibir
(0.2-200 pum) (Brunella et al., 2017).

Microscopia Electronica de Barrido (MEB). Esta técnica utiliza un haz de electrones para
adquirir una imagen de la muestra, amplificada entre 1-2 millones de veces, cuya resolucion
se encuentra en la escala nanométrica (hasta 0.2 nm). Dado que el haz de electrones debe
interactuar con la muestra para adquirir la imagen, ésta debe ser eléctricamente conductora y
no acuosa, por lo que se debe preparar la muestra para cumplir con dichas condiciones
(Brunella et al., 2017).

Caracterizacion quimica:

Espectroscopia infrarroja con reflectancia total atenuada (IR-ATR). Si al irradiar la
muestra con luz infrarroja (IR) su frecuencia coincide con la frecuencia vibracional de un
enlace quimico, la muestra absorbe dicha luz IR. De este modo, se puede obtener informacion
acerca de la estructura molecular monitoreando la absorcion o transmision de luz IR al
incidirla sobre una muestra. Para estudiar la estructura de materiales opacos a la radiacion
IR, se acopla la reflectancia total atenuada (ATR) a la espectroscopia IR, de modo que la
radiacion IR penetra la muestra hasta poco mas de 1pum y se puede obtener la relacion de la
luz IR transmitida respecto a su frecuencia espacial (Wang and Chu, 2013).

Espectroscopia Raman. Constituye otra de las herramientas para investigar la quimica
superficial de los materiales. De manera similar a la espectroscopia IR, se basa en la vibracién
molecular para la identificacion de la estructura quimica, y complementa la espectroscopia
IR al ser mas sensible a ciertos modos vibracionales que producen poca o nula sefial de
absorcion al IR. Esta técnica puede emplear luz a distintas longitudes de onda, lo cual permite
investigar la superficie de los materiales a distintas profundidades (por ejemplo, longitudes
de onda menores, penetran menores distancias), asi como sus propiedades (Wang and Chu,
2013).

Termogravimetria (TG). Consiste en la medicion de la cantidad de masa de una muestra en
funcién de la temperatura, mientras dicha muestra se somete a una variacion controlada de
la temperatura. Permite analizar la temperatura a la cual ocurren reacciones asociadas a la
pérdida en masa, en una atmosfera controlada (Kaufmann, 2003).
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Difraccion de Rayos X (XRD). En este método se incide un haz monocromatico de rayos X
sobre la muestra y se mide la intensidad del haz dispersado en funcion del angulo de
difraccién (260). En este caso, se trata de una dispersion eléstica, por lo que la técnica no
cambia la constitucion de la muestra. El angulo de difraccidn contiene informacion acerca de
los &tomos y su posicion en la molécula (Sampath Kumar, 2013).

Caracterizaciéon mecéanica:

Prueba de tension uniaxial (esfuerzo-deformacion). Consiste en aplicar una carga de
incremento constante a una muestra con geometria definida mientras se mide su deformacion,
0 viceversa: se obtiene la magnitud de la fuerza que opone una muestra geométricamente
definida mientras se aplica una deformacion a velocidad constante (Draghi, 2017).

Dado que la fuerza requerida para provocar la deformacion de un espécimen depende de las
dimensiones de éste, los valores obtenidos de la prueba se normalizan respecto a sus
magnitudes geométricas para obtener las propiedades mecanicas del material y no del
espécimen en particular. Por lo tanto, normalmente se emplea la curva esfuerzo/deformaciéon
y no la curva fuerza/longitud (Draghi, 2017).
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Figura 5. Elementos de la de curva esfuerzo/deformacion (o — €). Se compone por las regiones
elastica (0 - ¢,), plastica (g, — ¢,) € inestable (g, — &), delimitadas por sus puntos criticos:
cedencia (y) maximo (u) y quiebre (f). El modulo elastico (E) es la pendiente de la recta que se ajusta
a la region elastica (Roeder, 2013).

La Figura 5 muestra algunos de los elementos principales para caracterizar mecanicamente
los materiales en una prueba de tension uniaxial. La curva se divide en tres regiones de
acuerdo con su deformacion: elastica (0 — ¢,), donde la forma de la muestra puede

recuperarse al retirar la carga o elongacion; plastica (e, — &), donde la forma ya no se
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recupera; e inestable (e, — &¢), region en la que se forma un cuello en el centro de la muestra
y la fractura es inminente. Estas regiones se delimitan por los puntos criticos: cedencia (y),
maximo (u) y quiebre (f). La pendiente de la recta que se ajusta al comportamiento de la
region elastica se denomina maédulo elastico (E), el cual refleja la rigidez del material: una
pendiente alta normalmente representa un material rigido, y una pendiente baja, un material
ductil (Roeder, 2013).

Caracterizacion biologica:

Consiste en un conjunto de pruebas para evaluar la interaccion biomaterial-célula, y se realiza
in vitro o in vivo. Los ensayos in vitro se utilizan para evaluar la biocompatibilidad,
citotoxicidad, viabilidad celular, hemocompatibilidad, actividad metabolica de las células
sobre el material, entre otras (Bose and Bandyopadhyay, 2013).

Entre los ensayos empleados para evaluar la viabilidad celular, se encuentra la tincion de azul
de tripano y el ensayo live/dead, para determinar la sobrevivencia de las células en un
sustrato. Estos ensayos se basan en la integridad de la membrana citoplasmatica para
determinar la viabilidad de la célula (Sousa et al., 2017).

El azul de tripano penetra la membrana de células afectadas, permitiendo discriminarlas de
células con membranas intactas y poder realizar un ensayo de exclusion. Esta prueba permite
ademas realizar una cuantificacion de las células en un hematocitdmetro, sin embargo, existe
la limitante de requerir las células en suspensién para poder efectuar el conteo, lo cual
implicaria despegar las células del andamio, proporcionando mayores complicaciones al
ensayo (Sousa et al., 2017).

La tincién de las células cultivadas en un andamio tridimensional podria dar una idea de la
cantidad de células inviables, siendo la deteccion de células viables mas complicada, dada la
estructura opaca del material. Ademas, mediante esta técnica se obtiene una imagen en dos
dimensiones de la muestra, perdiéndose la componente volumétrica al tratarse de andamios
(Sousa et al., 2017).

Una alternativa es visualizar las células en un microscopio confocal, mediante técnicas de
fluorescencia. Cominmente se emplea el famoso ensayo live/dead, el cual incluye una doble
tincién, cuya fluorescencia puede ser observada al microscopio de fluorescencia y
cuantificada mediante citometria de flujo. La calceina AM es un compuesto permeable a la
membrana no fluorescente, que al interactuar con las esterasas intracelulares de las células
viables emite una fluorescencia de color verde en 515nm, al ser excitada a 490nm. El
homodimero de etidio y el yoduro de propidio son impermeables a la membrana que se
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enlazan al ADN, empleados para detectar células muertas o cuya membrana esta dafiada, ya
que son excluidos por las células con la membrana intacta. Este ensayo permite obtener la
cantidad de células viables e inviables, ya sea por métodos cualitativos en el microscopio
confocal o cuantitativos, en el citdbmetro de flujo, en cuyo caso se deben despegar las células
del andamio (Sousa et al., 2017).

Para evaluar la citotoxicidad, la viabilidad y la actividad metabdlica celular, cominmente se
emplea el ensayo de reduccidn enzimatica de MTT, el cual se basa en la cuantificacion de la
actividad metabolica celular mediante colorimetria. EI compuesto de tetrazolio MTT, de
color amarillo y soluble en agua, es reducido por las deshidrogenasas o reductasas de células
viables a un precipitado de formazan de color morado. Solventes organicos como el dimetil
sulfoxido (DMSO) y/o detergentes como el SDS se emplean para solubilizar el precipitado
de formazan, y asi poder medir la absorbancia de la solucién mediante un espectrofotometro
o un lector de microplacas. Dado que las células inviables 0 muertas son incapaces de reducir
el MTT, la absorbancia obtenida es proporcional al numero de células viables (Sousa et al.,
2017).

1.1.5. Lineas celulares

Las lineas celulares permiten caracterizar biolégicamente algin tratamiento, sustancia o
sustrato de cultivo. La ventaja de utilizar lineas celulares en lugar de células de cultivo
primario es que se asegura el uso de un dnico tipo celular con caracteristicas definidas, que
no se sacrifican animales de experimentacion y que se tiene la disponibilidad casi infinita de
células para cultivo in vitro, que una vez obtenidas, tienen una complejidad y costo de
mantenimiento mucho menores que las células de cultivo primario (Geuna et al., 2016).

Existe una gran cantidad de lineas celulares para la investigacién de nuevos tratamientos y
biomateriales, donde las provenientes de tejido neural son de especial interés para este
trabajo. Emplear una linea celular neuronal en el estudio del crecimiento de neotejido, nos
permite caracterizar biolégicamente nuevos biomateriales para ingenieria de tejidos neurales
(Geuna et al., 2016).

1.1.6. Linea celular NG108-15

Entre las diversas lineas celulares que existen en el mercado, la linea NG108-5 es un tipo
celular somatico hibrido. Se forma a partir de neuroblastoma de raton y glioma de rata,
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expresando propiedades observadas en las neuronas, las cuales se expresan en el hibrido ain
mas que en el neuroblastoma. Gracias a estas propiedades, es posible utilizarla como un
modelo de neurona e investigar sobre el sistema nervioso con ventajas sobre un cultivo
primario (Hamprecht, 1977).

El cultivo de esta linea celular se hace en presencia de HAT (hipoxantina-aminopterina-
timidina), que favorece la seleccidon del hibridoma sobre las lineas celulares parentales,
asegurando su replicacion (Hamprecht, 1977). De esta forma, se constituye como una
herramienta para estudiar procesos tales como memoria, sinapsis, diferenciacion,
comunicacion intercelular, medicamentos, membranas neuronales, neurotransmisores,
comportamiento trofico (crecimiento orientado de extensiones celulares, migracion dirigida
de neuronas y células gliales), transporte axoplasmico, movimiento celular, entre otras, dado
que se le pueden aplicar estimulos externos y establecer un modelo de neurona (Hamprecht,
1977; Israél et al., 1994; Molnar and Hickman, 2014; Tojima et al., 2000).

La morfologia de las células NG108-15 es redondeada, tienen entre 10-100um de didmetro,
son planas, ocasionalmente forman procesos cortos, crecen en cumulos y tienden a
amontonarse, tal como se muestra en la Figura 6 (ATCC, 2019; Hamprecht, 1977).
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Figura 6. Morfologia de las células NG108-15. En condiciones éptimas marcadas por el fabricante,
las células proyectan procesos citoplasmaticos similares a las neuritas, mejor apreciables en bajas
densidades. Al encontrarse en altas densidades, las células tienden a amontonarse. A) Baja densidad
celular, B) alta densidad celular; barra=100um (ATCC, 2019).
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Las células NG108-15 en cultivo son adherentes, y presentan filopodios (Figura 7) en toda
la superficie de la membrana citoplasmatica que buscan sitios de adhesion por integrinas para
mover el resto de la célula (ATCC, 2019; Galbraith et al., 2007).

Figura 7. Cono de crecimiento de una célula NG108-15. Las moléculas de adhesion localizadas en
los filopodios del cono de crecimiento estan preparadas para unir la matriz extracelular, buscan sitios
para formar adhesiones que puedan emplearse para mover el resto de la célula. En esta imagen, la
muestra se marco para actina (rojo) y para receptores de adhesion a integrina (verde) (Galbraith and
Galbraith, 2010).

1.2. Antecedentes

Se han propuesto infinidad de NGCs, basados en diversos tipos de materiales y arquitecturas,
con el objetivo de tratar las lesiones de mayor magnitud. Algunos estan basados en polimeros
naturales, como el quitosano (Haastert-Talini et al., 2013; Xu et al., 2011), o aquellos
presentes en la matriz extracelular como colageno, laminina y fibronectina, cuyas
propiedades mecéanicas, con frecuencia resultan deficientes para soportar el proceso de
regeneracion (Cui et al., 2014; di Summa et al., 2015).

Ademas, se les han agregado factores neurotréficos e incluso células de Schwann, imitando
el microambiente tisular del nervio periférico para incrementar las posibilidades de
crecimiento de éste en el andamio (Mobini et al., 2017; Panagopoulos et al., 2017).

Ribeiro-Resende et al. (2009) propusieron una forma de incrementar el desempefio de los
NGC, mediante sefiales topograficas y bioquimicas, para formar bandas de Bungner
artificiales y observaron que la orientacion de los andamios estimula la alineacion de células
de Schwann, respecto a andamios no orientados, y que si se agregan factores de crecimiento
(NGF/NRG/TGF-1), el efecto de la alineacion aumenta al triple. Ademas, comprobaron el
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efecto de sefiales topogréaficas de las fibras, agregandoles microestructuras que favorecian la
adhesion celular (Ribeiro-Resende et al., 2009).

Zuiiga-Aguilar et al. (2014), realizaron un modelo de cultivo celular sobre superficies
modificadas con PPPy, comparandolo con un modelo cominmente empleado para cultivo
neuronal, sobre Poli-DL-Ornitina/Laminina, una combinacion de proteinas ampliamente
utilizada para cultivo de células neuronales de médula espinal, que permite el anclaje,
crecimiento de las neuritas y la diferenciacion celular, hasta por 8 dias. Se demostré que el
cultivo celular sobre superficies modificadas con PPPy es un metodo alternativo que
incrementa la sobrevivencia, hasta por 21 dias?, de las neuronas de la médula espinal lumbar,
preservando su integridad morfoldgica y eléctrica; la cual fue verificada analizando las
conductancias iénicas para Na* y K* en la membrana celular, mediante la técnica de patch
clamp (Zufiga-Aguilar et al., 2014).

Kim et al. (2016) propusieron una novedosa técnica para fabricar andamios con fibras
orientadas y aleatorias en un solo proceso de electrohilado para la generacion de un NGC.
Mediante un arreglo experimental de alambres de cobre sobre el colector giratorio del equipo
de electrohilado, obtuvieron fibras tanto en configuracion aleatoria como orientada, en una
misma membrana electrohilada. La localizacion de cada configuracion de fibras en la
membrana se disefid para que, al conformar el conducto, las fibras alineadas constituyeran la
parte interna, rodeadas por la capa de fibras aleatorias, a modo de proporcionar soporte
mecéanico al conducto. A partir de sus resultados de viabilidad de células PC12 y S42, se
concluyé que las fibras orientadas favorecen la migracion y proliferacion de células
neuronales, mientras que las no orientadas, podrian limitar la formacion de tejido fibrético o
la penetracion de fibroblastos hacia el tejido neuronal, lo cual podria entorpecer la elongacion
de los axones hasta su tejido diana y la regeneracion del nervio (Kim et al., 2016).

Las células de Schwann son parte fundamental del microambiente adecuado para regenerar
el nervio, pues estas contribuyen al crecimiento y alineacion celular. Murray-Dunning et al.
(2011) emplearon andamios de microfibras poliméricas alineadas de acido polilactico (PLA)
fabricadas mediante electrohilado, modificadas superficialmente, depositando acido acrilico
polimerizado por plasma, formando una fina pelicula de polimero, que contribuye a la
adhesion y el crecimiento celular. En este trabajo, se cultivaron células de Schwann de rata
sobre los andamios para realizar crecimiento celular en un cultivo 3D dentro de un biorreactor
de perfusion en lazo cerrado. El desarrollo del cultivo se evalué mediante pruebas de
viabilidad celular e inmunofluorescencia, empleando un microscopio confocal. De esta

1 Mediante el método comin, la sobrevivencia in vitro no supera los 8 dias de cultivo.
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manera, se observd un crecimiento superior de las células en los andamios modificados
superficialmente, respecto a los que no fueron modificados (Murray-dunning et al., 2011).

Por otro lado, la estructura tridimensional de los andamios facilita la migracion celular a
través de éstos, lo cual favorece la penetracion de células gliales, sin las cuales el proceso de
regeneracion de tejido neuronal funcional no podria llevarse a cabo. Fan et al. (2017)
generaron un andamio de colageno funcionalizado para la liberacion controlada del
fragmento Fab (fragmento de unidn a antigeno) del Cetuximab, un inhibidor del receptor
responsable de la activacion de la cadena de sefializacion para la produccion de moléculas
asociadas a la incapacidad de regeneracion neuronal en lesiones de médula espinal
(Koprivica et al., 2005). Se demostr6 que el andamio es un excelente soporte para la
liberacion controlada de farmacos, la adhesion celular y la elongacion neuritica por sus fibras.
Ademas, gracias a la liberacién controlada del fragmento Fab enlazado al colageno, se
facilitaron mecanismos de diferenciacion de células madre enddgenas de la médula espinal,
asi como la elongacién neuritica. Finalmente, demostraron la migracion de células madre
neuronales hacia la zona afectada, neurogénesis, conexiones sinapticas entre las neuronas,
mielinizacion de fibras nerviosas, menor cantidad de quistes respecto al control y una
recuperacion en la escala BBB de hasta 8.8 (Fan et al., 2017).

El PPPy, ha demostrado tener propiedades de interaccion apropiadas para el medio bioldgico,
al ser biocompatible e inerte, no produce rechazo por parte de las células (Cruz et al., 2012;
Morales-Guadarrama et al., 2015; Olayo et al., 2008; Ramirez-Fernandez et al., 2015;
Zuiiga-Aguilar et al., 2014). Ademas, el PPPy presenta una gran diversidad quimica, que
incluye aminas primarias, nitrilos y secciones alifaticas, asi como una conductividad eléctrica
sensible a la humedad relativa (Cruz et al., 1999; Morales et al., 2000), por lo que constituye
un material de estructura compleja; capaz de frenar procesos de cicatrizacion glial, brindar
neuroproteccion y favorecer la proliferacion celular (Fabela-Sanchez et al., 2018).

1.3. Justificacion

El estudio de la reparacion y regeneracion de sistema nervioso periférico es de particular
relevancia debido a la incidencia clinica de traumas a nivel de este sistema.
Aproximadamente, el 3% de pacientes con traumatismos tienen una lesién en nervios
periféricos, y la incidencia de dafios en nervios digitales que requieren una reparacion
quirdrgica de nervio es de 6.2/100000 personas por afio, lo cual hace este tipo de lesidén una
de las mas comunes (Svennigsen and Dahlin, 2013).
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La lesion en nervio periférico produce la pérdida de la comunicacion del érgano o tejido
inervado con el sistema nervioso central, perdiéndose funciones motoras, sensoriales,
secretoras, etc., lo cual disminuye de manera importante la calidad de vida de los pacientes
con este tipo de lesion (Reina et al., 2000).

A diferencia del sistema nervioso central, el sistema nervioso periférico tiene la capacidad
de regenerarse. Sin embargo, la regeneracion en el nervio periférico puede ocurrir cuando la
lesion es menor a 5mm (Hall, 1989).

Las técnicas actuales para la reconstruccion de nervio periférico tras una lesion tienen
resultados aceptables, generalmente parciales, las cuales implican la ejecucion de
microcirugia sobre el nervio, que puede ser desde una neurorrafia, hasta el implante autélogo,
cuando la lesion excede los 17 mm (White and Rosenthal, 2013). La recuperacion funcional
del tejido es casi siempre incompleta, en especial donde la magnitud de la lesion requiere
utilizar nervio funcional del paciente para la reconstruccién, con repercusiones negativas
sobre el sitio donador, tales como la disminucion funcional y la muerte de tejido sano.

Por ello, durante las Gltimas décadas se han investigado diversas estrategias y maltiples
enfoques terapéuticos, con el objetivo de mejorar los resultados a nivel funcional en pacientes
con lesiones de sistema nervioso periférico, que abarcan desde los 10mm de longitud,
limitando dafios mayores al paciente.

La ingenieria de biomateriales ha dado lugar al desarrollo de conductos que facilitan la
regeneracion del nervio periférico, protegen y guian el microambiente del proceso, técnica
gue ha mostrado resultados prometedores e incluso ha logrado llegar al mercado como una
de las soluciones listas para su uso en la clinica (Mobini et al., 2017; Sarker et al., 2018).

Dados los excelentes resultados proporcionados por la terapia con polipirrol sintetizado por
plasma, colocado como implante o inyectado en un modelo de lesion de médula espinal
(Alvarez-Mejia et al., 2015; Cruz et al., 2012; Fabela-Sanchez et al., 2018; Mondragon-
Lozano et al., 2017; Morales-Guadarrama et al., 2015; Olayo et al., 2008), surge la
motivacion de probar sus excelentes propiedades fisicoquimicas de biocompatibilidad,
adhesion celular, neuroproteccion y reparacion de tejido, como material para la
funcionalizacion de andamios estructurados para favorecer la elongacion neuritica, la
adhesion y migracion celular; los cuales constituyen procesos fundamentales en la
regeneracion axonal y la reparacion de lesiones en el nervio periférico.
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1.4. Hipétesis

Los compositos fibrilares, basados en electrohilados de PLA, recubiertos con PPPy o PPPy/I,
constituyen un sustrato con las propiedades fisicoquimicas que promueven la adhesion,
sobrevivencia y elongacion axonal de células de tejido neural, perfilandose como buenos
candidatos para la reparacion y regeneracion de lesiones en el sistema nervioso.

1.5. Objetivo general

Desarrollar compositos poliméricos fibrilares, que posean propiedades fisicoquimicas para
la reparacion y regeneracion de lesiones en el sistema nervioso, tal que promuevan la
adhesion, sobrevivencia y elongacion axonal de células de tejido neural.

1.5.1. Objetivos particulares

1. Disefiar e implementar matrices electrohiladas basadas en acido polilactico, que
posea la arquitectura adecuada para el desarrollo de neotejido neural.

2. Modificar la superficie de las matrices electrohiladas con polipirrol y polipirrol
dopado con yodo, sintetizados por plasma, que mejoren el desempefio de las matrices
electrohiladas en un cultivo celular de células de tejido neuronal.

3. Comparar el efecto de la modificacion con polipirrol y con polipirrol dopado con
yodo, sintetizados por plasma, respecto a sus propiedades fisicoquimicas y su
interaccion con células de tejido neuronal.

4. Demostrar la capacidad de los andamios para funcionar como soporte de crecimiento
y desarrollo de células neuronales, en un cultivo volumétrico in vitro.

5. Verificar la viabilidad celular del cultivo sobre los andamios modificados y sin
modificar en su superficie, para evaluar el efecto de los materiales sobre las células.
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2. Metodologia

2.1. Electrohilado

Se fabricaron matrices basadas en PLA (Ingeo 3251D) mediante la técnica de electrohilado,
en configuracién aleatoria y orientada, ajustando los pardmetros del sistema y las
caracteristicas de la solucion de PLA hasta encontrar las condiciones Optimas para la
obtencion de fibras adecuadas a la aplicacién?. La tension de trabajo, la razon de inyeccion y
la distancia entre aguja y colector se seleccion6 con base en los resultados obtenidos en
trabajos previos (Fragoso Pérez, 2018; Martinez Hernandez, 2018; Zufiiga Aguilar, 2014).

Para obtener matrices de fibras aleatorias, se emple6 una placa colectora plana y un colector
rotatorio para las alineadas, a 2500 rpm aproximadamente. Las condiciones de electrohilado
seleccionadas para este trabajo se exponen el Cuadro 2, mostrado mas adelante.

La solucion polimérica se prepard disolviendo los pellets de PLA en cloroformo (CHL)
durante la noche a temperatura ambiente y en reposo. Antes de iniciar el proceso de
electrohilado se agregd dimetilformamida (DMF), cuya constante dieléctrica es mayor que
la del CHL, ademés ayuda a aumentar la viscosidad de la solucidn polimérica, lo cual en
conjunto con los demas parametros del proceso de electrohilado, contribuyen a una adecuada
formacion de la fibra.

Variable Cantidad
Concentracién (m/v) 15%

Solvente CHL/DMF (9:1)

Razon de inyeccion 2 ml/h

Tension 20 kV

Aguja 0.6 mm, diametro interno

Distancia aguja-colector 22 cm
Temperaturay humedad Ambiente (20°C aprox.)
Cuadro 2. Condiciones de fabricacion en el proceso de electrohilado.

Las matrices resultantes se colocaron dentro de un horno de vacio por 4 dias, para asegurar
la completa evaporacion de los solventes y se caracterizaron por microscopia electronica de
barrido (MEB), espectroscopia infrarroja con reflectancia total atenuada (IR-ATR),

2 Algunas de las configuraciones implementadas para la fabricacion de las fibras, se muestran en la seccion |
del Apéndice A.
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2. Metodologia

espectroscopia Raman con laser rojo (635nm), termogravimetria (TG), difraccidn de rayos
X (DRX) y andlisis de la respuesta mecéanica a la tension.

2.2. Modificacion superficial por plasma

A continuacion, las matrices electrohiladas se modificaron superficialmente con polipirrol
(Sigma-Aldrich, 98%) y polipirrol dopado con yodo (Sigma-Aldrich, >99%), sintetizados
por plasma (PPPy y PPPy-I, respectivamente). El proceso se llevé a cabo dentro de un reactor
conformado por un tubo de borosilicato, sellado por tapas de acero inoxidable, acoplados a
dos electrodos conectados a un generador de pulsos de 13.5MHz (Cruz et al., 1999). En la
Figura 8 se esquematiza la configuracion del reactor de plasma.

f\ Medidor
U de vacio

Bomba Trampa Matrices
de vacio electrohiladas

—Electrodos—

Mondmeros

Figura 8. Disefio experimental del reactor de plasma. Se esquematizan los componentes del reactor
para el proceso de sintesis por plasma: sistema de vacio de la camara del reactor, generador de
radiofrecuencia conectado a electrodos dentro de la cdmara del reactor, valvulas y contenedores de
mondmeros y dopante.

En el siguiente cuadro se muestran las condiciones de sintesis:

Variable Cantidad
Potencia 30W
Tiempo 30 min
Presion 1+0.1 Torr

Distancia entre electrodos 10 cm
Cuadro 3. Condiciones de sintesis por plasma.
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2. Metodologia

Para la modificacion con PPPy/I se alterno el flujo de yodo al reactor durante el periodo de
sintesis. La secuencia ejecutada se esquematiza en la siguiente figura:

Fijado de matrices electrohiladas
dentro de la cdmara del reactor

v

Armado y puesta a
punto del reactor

v

Establecimiento del
sistema de baja presion

v

Inicio descargas y
formacion del plasma

v

Apertura de valvula de
flujo del monédmero

Polimerizacion
Py Py Py
6 min 6 min 6 min

y

Cerrado de valvulas de flujo
de mondmero y dopante

v

Fin descargasy
restablecimiento del sistema

v

Restablecimiento de
condiciones atmosféricas

-

Figura 9. Procedimiento para la polimerizacion de polipirrol dopado con yodo. Se muestra el
diagrama de flujo que describe el procedimiento llevado a cabo para realizar la sintesis por plasma
de PPPy/I sobre las fibras electrohiladas.
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2.3. Caracterizacion de los andamios

Los andamios obtenidos se caracterizaron por MEB, IR-ATR, TG, DRX y analisis de la
respuesta mecanica a la tension. Se utilizo6 MEB para caracterizar la morfologia de los
andamios y se determiné el didmetro promedio de las fibras a partir de las mediciones
tomadas de manera perpendicular al eje longitudinal de cada fibra, tomando 100 mediciones
por cuadro.

La composicion quimica de los andamios se investigo por IR-ATR y se complementd con
espectroscopia Raman (sélo los de PLA, ya que la fluorescencia intrinseca del PPPy y PPPy/I
supera la intensidad de la sefial Raman), asignando las bandas principales encontradas en los
espectros en base a tablas (HORIBA, n.d.; University of Toronto Scarborough, 2010) y la
herramienta “Spectroscopic Tools” (St. Thomas, n.d.). Se utilizo el accesorio ATR de
diamante DuraSamplIR |1 acoplado al sistema Spectrum GX (Perkin Elmer) de FT-IR
ubicados en el Laboratorio de Polimeros T125 de la UAM-I, asi como el microscopio
confocal Raman alpha300 RA (WITec) del Laboratorio de Biofisica e Ingenieria de Tejidos
(AT221) de la UAM-I.

Para encontrar las caracteristicas mecanicas de los andamios desarrollados, se utilizo el
equipo de caracterizacion y/o estimulo mecéanico de biomateriales y tejidos (Gutiérrez
Garcia, 2015) del laboratorio T130 del area de polimeros de la UAM-I, mediante el cual se
aplica una elongacion a velocidad constante y se registra la fuerza que opone el material a
dicho estimulo. Los andamios alineados se estudiaron tanto en direccién paralela como
perpendicular al estiramiento, y los andamios aleatorios, en direccién arbitraria.

Las pruebas se realizaron a temperatura ambiente (~20°C), una velocidad de elongacion de
0.5 (mm/min) y una distancia de muestreo de 0.01 (mm). Se realizaron tres repeticiones por
cada muestra y se procesaron los datos obtenidos de fuerza (F[N]) y longitud (L[mm]), para
encontrar la curva esfuerzo/deformacion.

El esfuerzo se calculé como:

. F

=
Donde At = grosor X ancho. El grosor se calculé como la media de las mediciones del
grosor de los andamios en 6 puntos diferentes de la probeta, antes de la prueba de esfuerzo.

El ancho de las probetas se midio en la parte central antes de iniciar la prueba.
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La deformacion se calculé como:

Donde L, es la longitud inicial de la probeta.

De cada curva esfuerzo/deformacion se encontré el mddulo elastico, el méximo esfuerzo y
el porcentaje de deformacion al quiebre y se utilizaron para caracterizar mecanicamente los
andamios, tal como lo reportan Lins et al. (2016). Para determinar el modulo eléstico se
ajusto una recta cuya correlacion lineal fuera mayor o igual a 0.9 (r = 0.9).

2.4. Caracterizacion biologica

Los andamios generados se utilizaron como sustrato para el cultivo de células de tejido
neuronal. Para ello, se utilizo la linea celular NG108-15, un hibrido de neuroblastoma de
raton y glioma de rata (ATCC, 2019).

Las células se descongelaron en bafio maria a 37°C y se les agregaron 10 ml de medio de
cultive® a 37°C, se centrifugaron a 1000 rpm por 5 min, se retird el sobrenadante y se
resuspendio el botdn celular con 2 ml de medio completo a 37°C. Se colocé la solucion
celular en una caja de cultivo estéril de 10 cm de diametro y se agregaron 5 ml de medio
completo para dejarlas reposar en condiciones 6ptimas, como lo establece el fabricante (en
incubadora estéril a 37°C, 95% aire, 5% CO2, cambiando el medio de cultivo cada 2-3 dias).

Al alcanzar la confluencia, las células se despegaron mediante pipeteo y se contabilizaron en
una camara de Neubauer para sembrar en los andamios una cantidad conocida de células,
descrita méas adelante. Los andamios fueron previamente esterilizados a la luz UV vy se
utilizaron pinzas estériles para colocarlos en cajas estériles de 35mm de didmetro. Se coloco
una gota de 50ul de solucién celular sobre cada uno de los andamios y se dejo reposar en
condiciones Optimas por 2 horas. A continuacién, se les agregé 2 ml de medio completo a
37°C para dejarlas cultivando en condiciones 6ptimas.

3 La composicion del medio completo para el cultivo de células NG108-15 se describe en la seccién | del
Apéndice B.
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2.4.1. Caracterizacion morfologica de las células sobre los andamios por microscopia
electronica de barrido

Se sembraron aproximadamente 2 x 10* células sobre cada uno de los andamios, se mantuvo
el cultivo en condiciones 6ptimas durante dos semanas y finalmente se procesaron para
observar al microscopio electrénico de barrido®.

2.4.2. Pruebas de viabilidad celular

Se sembraron aproximadamente 1.65 x 10* células en cada uno de los andamios (por
triplicado), se mantuvo el cultivo en condiciones Optimas durante 5 dias y se realiz6 un
analisis de viabilidad celular, por el ensayo de reduccién de MTT por actividad enzimatica
(American Type Culture Collection, 2011; Roche Diagnostics GmbH, 2016; Stoddart, 2011).

Se retir6 el medio de cultivo y se lavaron las muestras con PBS y se agregé solucion MTT
(Sigma, M 5655) a 0.5 mg/ml en PBS. Después de dos horas de reaccion, se utilizé DMSO
para solubilizar los cristales de formazan, producto de la actividad metabdlica de las células
viables. La absorbancia de los cristales disueltos se midi6 en el Epoch Microplate
Spectrophotometer de la Unidad de Investigacion Médica en Enfermedades Neuroldgicas del
Centro Médico Nacional Siglo XXI del IMSS. La lectura se tomo con la longitud de onda de
580 nm para obtener la intensidad maxima de la sefial de absorcion para el MTT. Se realiz6
el mismo procedimiento para andamios sin células, como referencia.

Dado que la cantidad de absorbancia de los cristales disueltos es proporcional al nimero de
células viables (Gilbert and Friedrich, 2017; Stoddart, 2011), se calcul6 la diferencia entre la
lectura asociada a los andamios con células y la asociada a los andamios sin células para
encontrar la cantidad real correspondiente al nimero de células viables (Wang et al., 2017).

2.5. Analisis estadistico

Se utiliz6 el analisis de la varianza (ANOVA) entre medias para encontrar diferencias
significativas entre los grupos y adicionalmente se verifico la validez del ANOVA por las
pruebas de Levene (homogeneidad de varianzas) y Shapiro-Wilk (normalidad de los datos).
Por altimo, se aplicaron las pruebas entre pares de Tukey y t de Student para identificar los
grupos con significancia estadistica. Todo el anélisis estadistico se realizé en R, version 3.5.1
(R Core Team, 2018).

4 El protocolo de preparacion de las muestras se describe en la seccion 11 del Apéndice B.
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3.1. Caracterizacion morfologica de los andamios por microscopia electronica de
barrido

La estructura volumétrica de los andamios se constituye por fibras uniformes, sin defectos
como gotas o beads, como se puede observar en la Figura 10. Los andamios aleatorios se
distinguen por poseer fibras depositadas al azar, las cuales a su vez forman poros al
acomodarse en el andamio. Por el contrario, los andamios orientados se caracterizan por
presentar fibras alineadas en una sola direccion, entre las cuales se forman poros mas
angostos que en los andamios aleatorios. En las fibras de PLA sin modificar en su superficie
(PLA) se observa porosidad a lo largo de toda la fibra, topografia que se pierde en los
andamios modificados, cuyas fibras se observan lisas, en especial aquellas modificadas con
PPPy/l (PLA+PPPy/l), pues en los andamios modificados con PPPy (PLA+PPPy), se
observan varias fisuras y grietas en las fibras.

Los resultados de la medicion de diametros se presentan en el Cuadro 4, como media +
desviacion estandar (n=100).

PLA PLA+PPPy PLA+PPPy/I
Aleatorio | 1.920.79 [um] 4.04+1.07 [um] 3.41+1.14 [um]
Orientado | 1.31+0.58 [um] 4.44+1.56 [um] 4.31%1.14 [um]

Cuadro 4. Diametro promedio de las fibras.

El diametro de las fibras tiende a disminuir en andamios alineados, debido a un alargamiento
proporcionado por el giro del colector giratorio a altas velocidades. En los andamios
modificados el didmetro tiende a aumentar en andamios de PLA+PPPy, méas que en los
modificados por PPPy/I.
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a) PLA aleatorio
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Figura 10. Microscopia electrénica de barrido de los andamios. Se muestran las micrografias de
los andamios (lado izquierdo) y la distribucion de diametros (lado derecho), donde la curva azul
representa la funcion de densidad de frecuencia respecto al diametro y la linea roja punteada, la media
de los datos. En a) la barra equivale a: 10pum (imagen principal), 100nm (recuadro). En b) y ¢) la barra
equivale a: 10um (imagen principal) y 1um (recuadro). Figura continda en la siguiente pégina.

32



3. Resultados

d) PLA orientado
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Figura 10. Microscopia electronica de barrido de los andamios (cont.). En d), e) y f) la barra
equivale a: 10um (imagen principal) y 1um (recuadro).
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Respecto a la distribucion de diametros, en las fibras de los andamios aleatorios de PLA y
PLA+PPPy/I sugieren un ajuste normal, dado que la mayor densidad se ajusta al valor
promedio obtenido de la medicidn. Sin embargo, la distribucion de didmetros para el andamio
aleatorio de PLA+PPPy sugiere una mezcla de dos distribuciones gaussianas o bimodalidad,
dado que se forman dos crestas en la funcién de densidad de frecuencia.

Asimismo, dado que la media de diametros en los andamios orientados de PLA y PLA+PPPy
coincide con un valle en la funcion de densidad de frecuencia, podria significar una
distribucion bimodal de los didametros en estos andamios. Por el contrario, en el andamio
orientado de PLA+PPPy/I la mayor densidad de frecuencia tiende a la media de didmetros
obtenidos, Unicamente desplazada por unos pocos valores asociados a didmetros menores.

3.2. Espectroscopia infrarroja con reflectancia total atenuada (IR-ATR)

Se utilizo el analisis por IR-ATR para estudiar los enlaces y grupos funcionales que forman
la estructura quimica en la superficie de los andamios. Los espectros obtenidos se muestran
en la Figura 11.
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Figura 11. Espectro infrarrojo de los andamios. Se muestra la grafica de los espectros IR para cada
tipo de andamio destacando los principales grupos funcionales asociados a sus picos respectivos.

La curva asociada al PLA muestra los picos caracteristicos de los enlaces y grupos
funcionales del polimero: entre 3200 y 2500 cm ™! el grupo —COOH, el grupo carbonilo (C =
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0)en 1750 cm™ y los enlaces C— 0en 1180 cm 'y C— 0 — C entre 1250 y 1050 cm™1.
Al analizar los andamios modificados con PPPy o PPPy/I, los espectros muestran los enlaces
y grupos funcionales caracteristicos del PPPy, tales como aminas primarias (—NH,) y
secundarias (—NH) entre 3500 y 3300 cm™1, —CH;3 y —CH, entre 2960 y 2850 cm™1, nitrilos
(C = N) entre 2260 y 2200 cm™1, C = N entre 1660 y 1480 cm™%, N — H entre 1550 y 1640
cm™1, sistemas aromaticos entre 770 — 735 cm™1 y 710 — 685 cm 1.

De acuerdo con los resultados obtenidos, se comprueba que el proceso de polimerizacion por
plasma se llevo a cabo correctamente, dado que se registraron los enlaces caracteristicos del
PPPy y el PPPy/l en el espectro de IR, y que se depositd el polimero sobre las fibras
electrohiladas de PLA, resultando el composito polimérico de fibras funcionalizadas en su
superficie por PPPy y PPPy/I.

El anélisis por espectroscopia infrarroja se complemento con la espectroscopia Raman.

3.3. Espectroscopia Raman de los andamios electrohilados

El espectro Raman (Figura 12) muestra las bandas caracteristicas del PLA:
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Figura 12. Espectro Raman del PLA. Se muestran los grupos funcionales caracteristicos del
polimero asociados a sus bandas respectivas.

En las bandas de 250 - 400 y 630 - 1250 cm™ se localizan las cadenas aliféticas, asociadas a
cadena principal del PLA. Entre 800 - 970 y 1060 - 1150 cm se localizan los enlaces C-O-
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C y en la banda de 1400 - 1470 cm, los enlaces CH2 y CHs. Asociada a la banda 1680 —
1820 se localiza el grupo carbonilo (C=0) y entre 2800 — 3100, el enlace C-H.

Las bandas caracteristicas del PPPy y PPPy/I no se pudieron obtener en esta técnica, ya que
la intensidad de la sefial de fluorescencia inherente del PPPy y el PPPy/l es de mayor
intensidad que la sefial Raman (espectro no se muestra).

3.4. Analisis termogravimétrico (TG)

En el analisis termogravimétrico se muestra la descomposicién del material por efecto de la
temperatura (Thermal analysis, en Kaufmann, 2003). El PLA tiene una descomposicién en
una sola fase entre los 250°C y los 300°C (Figura 13). Al ser modificado con PPPy
(PLA+PPPYy), su descomposicion se lleva a cabo en 3 fases, inicia después de los 50°C y
poco antes de los 100°C, siendo la pérdida en masa mas paulatina que la del PLA solo. La
pérdida en masa mas importante se produce alrededor de los 300°C y continla
descomponiéndose bajo el mismo perfil gradual hasta pasar los 500°C.

El andlisis de los andamios de PLA+PPPy/l muestra un perfil en cuatro etapas de
descomposicion, de la misma forma que con el PPPy, inicia entre los 50 — 100 [°C], la
segunda entre los 230 — 290 [°C], la tercera es la que presenta la mayor pérdida en porcentaje
de masa y continta descomponiéndose alrededor de los 340°C y hasta los 500°C con el
mismo perfil que los andamios de PLA+PPPy.

a) TGA b) bpte
100 0
80 _.-0.1
£
E
§ 60+ E-D.Z
= 5]
=8 B
° 40 203
@
[m]
| |—PLA 041 |—pPLA
201 | —piA+PPy —PLA+PPy
—PLA+PPyl -0.5 [ |—PLA+PPyl
0 : . . ‘
100 200 300 400 500 100 200 300 400 500
Temperatura [°C] Temperatura [°C]

Figura 13. Termogramas de los andamios. Pérdida del porcentaje en masa respecto a la temperatura
(a) y su derivada (b).
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3.5. Difraccion de rayos X (DRX)

En la Figura 14 se muestran los difractogramas para cada uno de los andamios. La estructura
de los andamios electrohilados de PLA es amorfa, ya que no presenta ningun pico en el patron
de difraccion, mismo que se obtiene al analizar el PLA en forma de pelicula (difractograma
no se muestra).

En los andamios modificados con PPPy y PPPy/I se obtiene un pico de cristalinidad en 16.7°,
cuya intensidad es de 890 cuentas en el andamio aleatorio de PLA+PPPy, 2033 en el andamio
orientado de PLA+PPPy, 1973 en el andamio aleatorio de PLA+PPPy/I y 3904 en el andamio
orientado de PLA+PPPy/I, por lo tanto, la intensidad del pico de difraccién es mayor en las
fibras alineadas que en las aleatorias. En los andamios modificados con PPPy/l y en el
andamio orientado de PLA+PPPYy se distingue ademas un pico de menor intensidad en 19°,
con una intensidad de 614 cuentas en el andamio orientado de PLA+PPPy, 644 en el andamio
aleatorio de PLA+PPPy/l y 623 en el andamio orientado de PLA+PPPy/I, por lo que, en
general, los difractogramas sugieren una mayor cristalinidad en los andamios modificados
con PPPy dopado con yodo.

—— PLA Aleatorio

—— PLA Orientado

—— PLA+PPy Aleatorio
—— PLA+PPY QOrientado
—— PLA+PPYI Aleatorio
—— PLA+PPYI Orientado

20

Figura 14. Difractogramas de los andamios. Se grafican los patrones de difraccion de rayos X
(DRX) de cada uno de los andamios estudiados, donde cada curva representa la intensidad (en
unidades arbitrarias) respecto al &ngulo de difraccion.
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De acuerdo con la literatura, los difractogramas de los andamios modificados presentan los
picos caracteristicos del PLA semi-cristalino (Gomez-Pachon et al., 2014; Shameli et al.,
2010; Zhou et al., 2013). Por la misma naturaleza del proceso de polimerizacion, la estructura
quimica del PPPy y el PPPy/I es entrecruzada y no presenta cristalinidad, por lo que los picos
que presenta el difractograma se asocian a la estructura molecular del PLA.

3.6. Caracterizaciéon mecanica

En las siguientes figuras se presentan algunas curvas de esfuerzo/deformacion, resultantes de
las pruebas mecénicas. Los andamios de PLA exhiben propiedades mecanicas, tales como
modulo eldstico o méximo esfuerzo, superiores al ser analizadas de manera paralela a la
orientacion de las fibras, que perpendicular a éstas, tal como se muestra en la Figura 15.
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Figura 15. Curvas esfuerzo/deformacién de andamios de PLA. La curva azul corresponde al PLA
aleatorio, la roja y la amarilla al PLA orientado, analizado en direccién paralela (//) y perpendicular
(T) a la orientacion de las fibras, respectivamente. Los andamios de PLA exhiben propiedades
mecanicas, tales como mddulo elastico o maximo esfuerzo, superiores al ser analizadas de manera
paralela a la orientacidn de las fibras, que perpendicular a éstas.

El andamio aleatorio presenta un modulo elastico y deformacion similar al analisis orientado
paralelo a las fibras, debido a la componente paralela de éstas en el andamio. El andamio
orientado analizado de manera perpendicular a las fibras alcanza una deformacién superior
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al 300%, y un esfuerzo maximo mucho menor que al ser analizado de manera paralela a las
fibras, dado que en este caso no existe una componente de resistencia a la deformacion del
andamio y su esfuerzo esta asociado a la fuerza necesaria para separar el conjunto de fibras.
Por lo tanto, la morfologia de la curva demuestra que se requiere un minimo esfuerzo para
deformar el andamio dispuesto en forma perpendicular a la direccion preferencial de las
fibras.

Al analizar los andamios modificados con PPPy, se obtiene una disminucion importante en
las caracteristicas mecanicas, tal como lo describe la Figura 16. EI andamio orientado de
forma paralela sigue presentando el mayor esfuerzo maximo respecto a las demas
configuraciones, pero alcanza una deformacion mayor que en el caso orientado perpendicular
a las fibras.

2 . . .
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——PLA+PPPy orientado //
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Figura 16. Curvas esfuerzo/deformacion de andamios de PLA+PPPy. La curva azul corresponde
al PLA aleatorio, la roja y la amarilla al PLA orientado, analizado en direccién paralela (//) y
perpendicular (T) a la orientacion de las fibras, respectivamente. Las propiedades mecénicas de los
andamios disminuyen ya que muestran esfuerzos maximos y porcentajes de deformacion menores
gue los andamios de PLA.

La disminucion en las propiedades mecanicas, en el caso de los andamios de PLA+PPPy/I,
no son tan drasticas como en el caso anterior, tal como lo muestra la Figura 17. Ademas, se
observa un comportamiento diferente en el andlisis perpendicular de las fibras, donde la
pendiente de la recta que se ajusta a la region elastica es mayor que en los demas casos y la
deformacion al quiebre es mucho menor.

39



3. Resultados

—PLA+PPPy| aleatorio
51 ——PLA+PPPyl orientado // | |
PLA+PPPyl orientado T

Esfuerzo [MPa]
) I~

(3%

Deformacion [%)]

Figura 17. Curvas esfuerzo/deformacion de andamios de PLA+PPPy/l. La curva azul
corresponde al PLA aleatorio, la roja y la amarilla al PLA orientado, analizado en direccion paralela
(/) y perpendicular (T) a la orientacion de las fibras, respectivamente. EI médulo elastico es mayor
en el andamio orientado analizado en forma perpendicular, sin embargo, sus demas propiedades
mecénicas son mucho menores que en las demas orientaciones.

Los resultados estadisticos de la caracterizacion mecéanica se muestran en la Figura 18. Los
resultados muestran que el modulo eléstico y el maximo esfuerzo tienden a aumentar
significativamente cuando el andamio es elongado en la direccion paralela a las fibras, y
tienden a disminuir cuando el andamio es elongado en direccién perpendicular a las fibras,
tal como se observo previamente, en las curvas esfuerzo/deformacion. Sin embargo, la
tendencia cambia en el caso del andamio de PLA+PPPy/I, donde el mddulo elastico es
significativamente mayor en el ensayo con fibras dispuestas perpendicularmente.

Se puede notar en la deformacién al quiebre que las fibras sin modificacion en su superficie
pueden superar el 40% de deformacidn al estar dispuestas perpendicularmente, y que al ser
modificadas con PPPy y PPPy/l esta caracteristica disminuye drasticamente, por lo que
dichos andamios se vuelven fragiles y quebradizos. Por ello, en algunos casos no se lograron
registrar datos mediante el equipo empleado en este trabajo para las pruebas mecanicas en
los andamios modificados en su superficie, por lo que se asumio normalidad de los datos para
las pruebas estadisticas paramétricas.
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| | | | Orientado, direccién paralela . Orientado, direccion perpendicular % Aleatorio
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Figura 18. Caracterizacion mecanica de los andamios. Los graficos muestran la media y su
desviacidn estandar de cada uno de los rasgos caracteristicos estudiados en las pruebas mecanicas de
los andamios, donde n=3 para PLA y PLA+PPPy/I aleatorio, n=2 para PLA+PPPy y PLA+PPPy/I
orientado. Las barras que no comparten letras iguales indican diferencias significativas con p<0.05
en a), en b) * p < 0.05 respecto a las demas, en ¢) no se obtuvieron diferencias significativas.

3.7. Microscopia electrénica de barrido de las muestras bioldgicas

Las imagenes de MEB muestran la morfologia de las células en el andamio. En general, se
encontraron células adheridas en los andamios, proyectando sus prolongaciones
citoplasmaticas a lo largo de la superficie de las fibras, asi como a las células vecinas, tal
como sucede en las condiciones definidas por el fabricante. Sin embargo, destacan
diferencias morfologicas sutiles entre los andamios, en especial entre los andamios
modificados y sin modificar en su superficie. Asimismo, en los andamios aleatorios hubo una
mayor penetracion de las células hacia fibras internas del andamio, respecto a los andamios
alineados.

Como se puede observar en la Figura 19, una gran cantidad de células ha penetrado los poros
del andamio de PLA aleatorio, manteniendo una morfologia redondeada. En algunos casos
se aprecian celulas con largas prolongaciones citoplasmaticas (por ejemplo, en recuadro c,
sefialada por la flecha verde) asi como otras desplegando largos filopodios, por toda la
superficie membranal.

Sin embargo, algunas células se pueden notar granuladas (sefialadas por flechas azules) y
otras cuyas membranas celulares se encuentran erosionadas, sin proyecciones o filopodios y
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de un caracteristico color blanco (flechas rojas), sugiriendo procesos de apoptosis 0 muerte
celular (Tixeira et al., 2017; Wickman et al., 2013; Zhang et al., 2018).

Figura 19. Células NG108-15 en andamio aleatorio de PLA. En a) se muestra un enfoque
panoramico de la distribucion celular en el andamio fibrilar (X500 de amplificacién, barra=50um).
En b), ¢) y d) se muestran amplificaciones mayores para detallar la morfologia celular (X1000 en b),
X1500en c), X2500 en d); barra=10um). La flecha verde sefiala una célula con integridad membranal
y largas prolongaciones citoplasmaticas, las flechas rojas sefialan células muertas y las flechas azules,
celulas con la membrana granulada.

En el caso del andamio aleatorio de PLA+PPPy también se puede apreciar una gran
penetracion celular en los poros del andamio, tal como se muestra en la Figura 20. En este
caso, se puede observar una mayor cantidad de proyecciones celulares, e incluso, el uso de
las fibras como soporte y medio para formar conexiones entre ellas (Figura 20, d). Ademas,
se observa la formacién de una red densa e intrincada de prolongaciones citoplasmaticas
alrededor de la estructura volumétrica del andamio.
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No obstante, también se observan células que han perdido sus prolongaciones citoplasmaticas
y su morfologia caracteristica, por lo que se desprenden por completo, implicando la pérdida
de toda actividad celular (flecha roja). En este caso también se aprecian células con
membrana granulada (flechas azules), las cuales mantienen largas prolongaciones
citoplasmaticas y una estructura adherida a las fibras.

2 s 4 ;‘ ; Q / ".;- 4 L
Figura 20. Células NG108-15 en andamio aleatorio de PLA+PPPy. Se muestra la distribucion y
morfologia de las células en el andamio, en a) enfoque panoramico (X500 de amplificacion,
barra=50um). En b), ¢) y d), amplificaciones mayores (X2000 en b), X2500 en c) y d); barra=10um).
La flecha azul sefiala células con la membrana granulada; la roja, una célula muerta; y la amarilla,
multiples proyecciones citoplasmaticas que utilizan la superficie de la fibra como medio preferencial
de prolongacion.

A " .

La Figura 21 muestra las células en el andamio aleatorio de PLA+PPPy/I, en el cual éstas
extienden su citoplasma formando adhesiones focales mediante los filopodios, utilizando el
andamio como soporte (Figura 21, a). En general, en este caso la estructura de la membrana
celular exhibe mayor integridad que en los casos anteriores, sin embargo, se pueden apreciar
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algunos pocos casos de desprendimiento y muerte celular (esferas blancas), asi como una
densidad menor y menor extension en cuanto a prolongaciones citoplasmaticas.

Figura 21. Células NG108-15 en andamio aleatorio de PLA+PPPy/I. Se muestra la distribucion y
morfologia de las células en el andamio, en a) enfoque panordmico (X500 de amplificacion,
barra=50um). En b), ¢) y d), amplificaciones mayores (X1000 en b) y ¢), X2500 en d); barra=10um).
La flecha azul sefiala una célula con la membrana granulada; la roja, una célula muerta; la verde, una
celula extendiendo su membrana utilizando la estructura del andamio como soporte; y la amarilla,
proyecciones citoplasmaticas.

En los andamios orientados en general presentan una menor penetracion hacia las fibras
internas del andamio, de acuerdo con la magnitud de los poros formados al depositarse las
fibras. Como se muestra en la Figura 22, en el caso del andamio de PLA, aunque las fibras
alineadas presentan poros mas angostos pero alargados, las células si pueden llegar a penetrar
el andamio y formar adhesiones de manera tridimensional. En algunos casos, se pueden ver
prolongaciones citoplasmaticas mas alargadas hacia las fibras, evidenciando un efecto de la
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orientacion de las fibras sobre las células. Nuevamente, se observan casos de membranas
granuladas y poca densidad de extensiones citoplasmaticas.

Figura 22. Células NG108-15 en andamio orientado de PLA. Se muestra la distribucion y la
morfologia de las células en el andamio, en a) enfoque panordmico (X100 de amplificacion,
barra=100um). En b), ¢) y d), amplificaciones mayores (X1500 en b), X2500 en c), X3000 en d);
barra=10um). La flecha azul sefiala células con la membrana granulada, sin filopodios; la roja, una
célula muerta; y la amarilla, largas proyecciones citoplasmaticas.

En el caso del PLA+PPPy orientado (Figura 23), se obtuvo un crecimiento celular mas
aplanado, donde las células logran extenderse, alargando ain mas sus prolongaciones
citoplasmaticas hacia la direccion de las fibras, respecto a los casos anteriores. Ademas, dado
que los poros son de dimensiones mas pequefias que las células, no se observa penetracion
celular hacia el andamio, efectuandose un crecimiento celular hacia la parte externa, tomando
las fibras como base. En general, en este caso se observa una mayor integridad morfolégica
por parte de las células respecto a los andamios de PLA o el andamio aleatorio modificado
con PPPy.
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Figura 23. Células NG108-15 en andamio orientado de PLA+PPPy. Distribucién y morfologia de
las células en el andamio, en a) con un enfogque panoramico (X500 de amplificacion, barra=50um).
En b), ¢) y d), amplificaciones mayores (X1000 en b), X2000 en c), X2500 en d); barra=10um). La
flecha amarilla sefiala largas proyecciones citoplasmaticas similares a un cono de crecimiento axonal.

En el caso del andamio orientado de PLA+PPPy/I (Figura 24), se obtuvo, al igual que en el
PLA+PPPy orientado, menor penetracién celular respecto a los andamios aleatorios, dado el
tamafio de poro muy reducido respecto a las magnitudes de las células. Las prolongaciones
citoplasmaticas en general se emiten por toda la superficie membranal, mostrando células
con membrana celular integra, y en algunos casos, filopodios mas alargados que se extienden
en la direccion de la fibra (flecha amarilla). Sin embargo, en este caso las células mantienen
una morfologia redondeada, dada por la estructura del andamio, asi como la magnitud de las
fibras.
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Figura 24. Células NG108-15 en andamio orientado de PLA+PPPy/I. Distribucion y morfologia
de las células en el andamio, en a) con un enfoque panoramico (X500 de amplificacion, barra=50pum).
En b), c) y d), amplificaciones mayores (X1000 en b), X2500 en c) y d); barra=10um). La flecha
amarilla sefiala largas proyecciones citoplasmaticas en la direccion de la fibra.

3.8. Viabilidad celular

En la Figura 25 se muestran los resultados de absorbancia para cada prueba de viabilidad
celular mediante MTT, la cual es proporcional al nimero de células viables en los andamios.
En general se observa que en promedio existe un mayor nimero de células viables en los
andamios modificados con PPPy y PPPy/I que en los andamios de PLA, sin embargo, la
dispersion de los datos en cada repeticion es muy alta.

Se obtuvo una absorbancia media de 0.274+0.33 en el PLA aleatorio, 0.317+0.193 en el PLA
orientado, 0.355+0.075 en el PLA+PPPYy aleatorio, 0.964+0.243 en el PLA+PPPy orientado,
0.714+0.789 en el PLA+PPPy/I aleatorio y 1.14+0.637 en el PLA+PPPy/I orientado. De
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acuerdo con las pruebas estadisticas, no se obtuvieron diferencias significativas entre los
andamios, ya que p > 0.05.

PLA aleatorio

(o]
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=1 © PLA orientado
PLA+PPPy aleatorio
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I I ) PLA+PPPy/I aleatorio

0- © PLA+PPPy/I orientado
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Aleatorio Orientado Aleatorio Orientado Aleatorio Orientado
Andamio

Figura 25. Medida de la cantidad de células viables en los andamios. La absorbancia de cada
prueba de viabilidad celular mediante MTT es proporcional al nimero de células viables en los
andamios. Se presentan los resultados para cada prueba (n=3) y la mediatdesviacion estandar.

Si bien no se encontraron diferencias significativas en estas pruebas, es probable que, al
aumentar el nimero de repeticiones, los andamios modificados con PPPy y PPPy/I sigan
presentando mayor cantidad de células viables que en los andamios sin modificar en su
superficie. Por otro lado, dado que el sustrato de cultivo es una estructura tridimensional, el
perfil de multiplicacion celular cambie y se requiera mas tiempo de cultivo para obtener
resultados mas claros en cuanto a cantidad de células viables.
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La morfologia y topografia de los sustratos de crecimiento y regeneracion tisular juegan un
papel muy importante en la ingenieria de tejidos, ya que facilita a las células sitios de anclaje,
le proporciona informacion de su microambiente y puede desencadenar procesos celulares,
tales como migracion, orientacion, proliferacion, crecimiento y diferenciacion (Chen et al.,
2018; Lins et al., 2016).

Mimetizar la matriz extracelular, o el microambiente y organizacion estructural del tejido, se
ha perfilado como una exitosa estrategia en la medicina regenerativa. El disefio de andamios
fibrilares orientados sugiere tener la arquitectura adecuada para dar soporte y direccion
uniaxial a los conos de crecimiento axénico, necesarios para un eficiente proceso de
reparacion de nervios periféricos, ya que su estructura tridimensional, mimetiza el
microambiente altamente organizado del nervio.

Otra caracteristica importante en los andamios para ingenieria tisular es la porosidad. Un
andamio poroso puede facilitar la penetracidon hacia el andamio y la adhesién celular a las
fibras que forman el poro, ademas facilitar procesos de flujo de nutrientes hacia toda la
estructura (Jiang et al., 2015; Pham et al., 2006). Los andamios electrohilados desarrollados
en este trabajo cuentan con poros formados al depositarse las fibras en el colector, cuya
aleatoriedad se debe a que el jet polimérico se ve afectado por la inestabilidad de los iones
cargados en la solucién polimérica al estar inmersos en el campo eléctrico, antes de alcanzar
el colector (Pham et al., 2006; Subbiah et al., 2005).

Si bien los andamios aleatorios tienen una mayor porosidad que los andamios orientados
(véase Figura 10), esta propiedad en conjunto con la hidrofobicidad inherente del PLA (Saini
etal., 2016), hacen que el andamio tienda a flotar sobre el medio de cultivo, lo cual no permite
un flujo adecuado de nutrientes hacia las células en el andamio, y estas se observen con rasgos
de deterioro membranal (véase Figura 19) y una menor cantidad de células viables que en los
demés andamios (Figura 25). Al modificar los andamios con PPPy y PPPy/l, la
hidrocompatibilidad de los andamios aumenta, favoreciendo la adhesion y sobrevivencia de
células viables en los andamios modificados, siendo los de PLA+PPPy/1 y los de PLA+PPPy
orientados los que tienen un mejor desempefio como sustrato de cultivo de las células
NG108-15.

En la busqueda de sustratos que puedan mimetizar la arquitectura de la matriz extracelular
en el tejido neuronal, los andamios se disefiaron e implementaron controlando el diametro de
las fibras. Esta variable tiene un efecto sobre la morfologia de las células, tal como se observa
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en las imégenes de MEB de las muestras bioldgicas. Al no tener un sustrato lo
suficientemente plano, las células no alcanzan a expandir su morfologia, sino que conservan
su forma esférica, utilizando sus prolongaciones citoplasmaticas para adherirse a las fibras y
células en su vecindad. Por el contrario, donde existe una mayor superficie, tal como sucede
en los andamios recubiertos con PPPy y PPPy/I, logran extender su citoplasma a mayores
distancias, emitiendo largas proyecciones similares a conos de crecimiento axonal.

La respuesta morfologica de las células ante la arquitectura del andamio puede modularse
entonces a través de la optimizacion de las variables en el proceso de electrohilado, de
acuerdo con el tejido que se desea reparar o regenerar. En los nervios periféricos donde se
busca elongar los axones de las motoneuronas para alcanzar nuevamente su tejido diana, las
fibras alineadas con diametros de magnitud similar a los axones, pueden promover los
procesos de elongacion del cono de crecimiento, utilizando las fibras como guia (Ribeiro-
Resende et al., 2009; Simitzi et al., 2017). Asimismo, el tejido donde se encuentra una mayor
densidad de somas y células gliales puede verse beneficiado por una arquitectura mas porosa
de fibras con mayor diametro que le provean de mayor superficie de adhesion, asi como los
poros que faciliten la migracion de células y nutrientes a travées del volumen tridimensional
del andamio (Lee et al., 2018; Li and Chu, 2016).

La eficiencia en los sistemas de soporte para desarrollo tisular depende de forma crucial en
las propiedades quimicas de la superficie de los materiales. Actualmente, el disefio de
andamios para ingenieria de tejidos incluye sistemas de funcionalizacion de superficies, que
pueden ser factores de crecimiento, antibidticos, agentes de biocompatibilidad y adhesion,
entre otros, mientras se mantiene la arquitectura y propiedades mecéanicas de los mismos
(Chu, 2013). En los espectros de IR de los andamios modificados en su superficie se
encontraron enlaces diferentes a los encontrados en el espectro del PLA, los cuales
evidencian que la superficie de los andamios se encuentra funcionalizada con los grupos
funcionales caracteristicos de la molécula de PPPy (Cruz et al., 1999; Kumar et al., 2003).
Ambos espectros son similares, variando Unicamente la cantidad de enlaces caracteristicos
en la molécula, tales como aminas primarias y secundarias, nitrilos, enlaces NH, C= Ny
sistemas aromaticos, lo cual se debe a que en este caso no se utilizé un control de flujo para
el mondmero, que en el caso del PPPy fue mayor que en el PPPy/I, lo cual pudo haber tenido
un efecto similar en el didmetro de los andamios de PLA+PPPy.

El espectro IR de PLA+PPPy/l no muestra que el yodo haya quedado enlazado
covalentemente a la molécula de PPPy/I, sin embargo, el analisis TG si sugiere que el yodo
quedo integrado al andamio, ya que la primera pérdida en masa se podria asociar a
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degradacion del yodo, probablemente inmerso entre las cadenas densamente entrecruzadas
de PPPy (John and Kumar, 2002). Kumar et al. (2003) propuso que al estar presente el yodo
durante la polimerizacion, se forman blogues intimamente conectados de cadenas de
polimero, lo cual se ve reflejado en la suavizada superficie de los andamios modificados con
PPPy/I (Kumar et al., 2003). También se ha propuesto que el yodo si esta enlazado en la
molécula de PPPy/I mediante enlaces de tipo C = CN—I, C—NI—C y I—-0—C (Gomez et al.,
2017). Una propuesta de cdmo podria constituirse la estructura quimica del PPPy dopado con
yodo (1) se observa en la Figura 26., tomada de Gomez et al. (2017).

H [
- {72 /" H al
IS / H C.1
H /}: N1ib 2a C—N | H N7 \\C‘/H
\ s H H—C C// \ 4aC_ | \ /
N N U Sicn? D) \sp C=C
a/ | C 0 c“ C\ I b
H—C 1 / Ic o, \ N3b N—(C'sq H
R . i /62 0—Cy I\
;3 F >R H\(:/N\ o \C/c\
H (R |
\O/C\C// H
3¢ l\'\l
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Figura 26. Representacion de la estructura quimica del pirrol y el PPPy/I. A) Estructura quimica
del mondémero de pirrol. B) Enlaces presentes en la estructura quimica propuesta para el polipirrol
dopado con yodo (1), sintetizado por plasma (Gomez et al., 2017).

La propiedad de autofluorescencia en el PPPy y el PPPy/I se debe a la presencia de anillos
en la molécula, y, por lo tanto, conjugacion tipo m (Vasquez-Ortega et al., 2014), y su
intensidad aumenta al ser irradiado con luz en longitudes de onda cercanas al infrarrojo. Por
ello, no es adecuado utilizar técnicas como la espectroscopia Raman con laser rojo (635 nm)
para caracterizar este material.

La descomposicién térmica de los andamios se produce a temperaturas mucho mayores que
su temperatura de trabajo (37°C), por lo que se saben térmicamente estables a esta
temperatura. Ademas, en general se observa mediante el analisis TG que los andamios
modificados tienen mayor estabilidad térmica, y que, ademas, se empiezan a descomponer
antes que el PLA. Por otro lado, mediante el analisis TG también podemos estudiar la
integracion de los componentes en los andamios, observando como va cambiando el perfil
de degradacion en cada etapa del proceso. La morfologia del perfil de descomposicion del
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PPPy/I sugiere que la primera etapa se puede asociar con la pérdida del yodo, de acuerdo con
el perfil de descomposicion del andamio modificado con PPPy.

Dado que las células responden a distintas propiedades quimicas en los materiales (Lins et
al., 2016), se investigo la organizacion molecular en los andamios por medio de rayos X. La
estructura molecular de los andamios modificados presenta cristalinidad, tal como se muestra
en los difractogramas de rayos X. En el proceso de electrohilado, el PLA pierde su estructura
semi-cristalina, lo cual se evidencia en el patron de difraccion obtenido para los andamios
aleatorios y orientados de PLA (Figura 14), mismo que se obtiene de la pelicula de PLA, y
tal como se reporta en la literatura (Dong et al., 2017; Santos and Tavares, 2014). Dado que
el proceso de solidificacion del PLA en la formacion de las fibras electrohiladas ocurre de
manera acelerada, no se alcanza a conformar la organizacion atomica del PLA (Gomez-
Pachon et al., 2014). Dicho comportamiento se manifiesta de forma similar en la formacion
de la pelicula de PLA al evaporarse rapidamente el solvente, y, por lo tanto, se obtiene una
estructura molecular amorfa, representada por el patron de difraccién caracteristico de los
andamios electrohilados en el analisis por rayos X.

Por el contrario, al analizar los andamios modificados, se encuentran picos asociados a la
cristalinidad del PLA, proceso que probablemente ocurre durante el proceso de
polimerizacion por plasma, en el cual la estructura molecular de los andamios electrohilados
se pudo haber reorganizado, retornando a su estado semi-cristalino y produciendo el patrén
de difraccion similar al obtenido en su forma original de pellet, tal como se reporta en la
literatura (Mukherjee et al., 2013; Santos and Tavares, 2014; Shameli et al., 2010; Zhou et
al., 2013). El patrén obtenido, ademaés es similar al que produce el PLLA, donde la tacticidad
de lamolécula implica la organizacion a nivel atomico en el polimero, lo cual tiene un efecto
en sus propiedades fisicoquimicas, incluyendo el patron de difraccion (Dos Santos Almeida
et al., 2012; Inai et al., 2005; Li et al., 2015). Como reportan Li et al. (2015), el patron de
difraccion se modifica respecto a la temperatura de cristalizacion del polimero, por lo que el
aumento de temperatura dentro del reactor de plasma podria tener un efecto en la
organizacion del PLA electrohilado, similar a la encontrada en su forma isotactica PLLA,
dando como resultado los patrones observados en el analisis DRX (Figura 14).

Las propiedades mecanicas de los biomateriales son otro elemento importante para
determinar su desempefio como implante en ingenieria tisular. La distensibilidad mecéanica
se considera un factor de biocompatibilidad, dado que las celulas son sensibles a esta
caracteristica y en funcién de ella pueden modular su comportamiento (Draghi, 2017;
Lesman et al., 2014; Vincent and Engler, 2017). Las propiedades mecanicas de los andamios
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modificados, en general se ven disminuidas respecto a los andamios de PLA, lo cual se puede
observar desde la caracterizacion morfologica y se comprueba con las pruebas mecanicas.
La configuracion aleatoria, al contener fibras dispuestas en cualquier direccion, presenta una
componente parcial de resistencia a la deformacion por parte de las fibras dispuestas de forma
paralela a la elongacion.

El caso donde el modulo elastico es mayor para PLA+PPPy/I, posiblemente se debe a que la
pelicula depositada de PPPy/I sobre las fibras de PLA pudo haber unido fibras en el andamio
(tal como se puede observar en las imagenes por MEB de los andamios, Figura 10, f). Sin
embargo, como se puede comprobar mediante el maximo esfuerzo y su deformacion al
quiebre, el andamio se vuelve quebradizo al ser modificado con PPPy/I bajo las condiciones
de sintesis empleadas en este trabajo. Estas caracteristicas podrian ser beneficiosas en el
proceso de degradacion del andamio in vivo, ya que las fibras modificadas con PPPy/I
después de cumplir su funcién pueden ser mas facilmente desintegradas por el tejido.

Por otro lado, las propiedades mecénicas, asi como las morfoldgicas, de los andamios
modificados podrian mejorarse aun mas modificando las condiciones de sintesis en la
polimerizacion por plasma (Cruz et al., 1999). Por ejemplo, si se disminuye el tiempo de
sintesis se obtiene una pelicula depositada de menor grosor, conservando las mismas
propiedades quimicas del PPPy/I y el PPPy en la superficie de las fibras (véase la seccion Il
del apéndice A), y su efecto en las interacciones celulares.

Dado que las imagenes de MEB de las muestras bioldgicas muestran diferencias subjetivas
entre los andamios modificados con PPPy y PPPy/I, la prueba de viabilidad celular muestra
diferencias cuantitativas entre los grupos, estableciendo en promedio un mejor desempefio
en los andamios modificados con PPPy/l y los orientados modificados con PPPy. Sin
embargo, en este caso las dispersiones son altas en su mayoria, por lo que es indispensable
aumentar la n para las pruebas de viabilidad celular con el fin de disminuir la dispersion de
los datos y obtener diferencias claras en el desempefio entre los andamios, ademas de
complementar el ensayo de reduccion de MTT con otras técnicas de evaluacion cuantitativa
de andamios para ingenieria de tejidos y sistemas tridimensionales, tales como los ensayos
de proliferacion basados en la cuantificacion de ADN (por ejemplo, el ensayo PicoGreen y
el CyQUANT) (Sousa et al., 2017).

Actualmente existen conductos guia de nervio (NGC) comerciales, fabricados con PLA
(POLYGANICS, 2017), asi como diversos disefios experimentales que han utilizado PLA en
copolimero para reparar nervios periféricos (Lee et al., 2018; Mobini et al., 2017; Spearman
et al., 2018). Sin embargo, estos conductos polimericos carecen de la estructura intraluminal
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similar a la encontrada en el nervio, que proporciona mayor soporte en la adhesion y
migracion celular. Por ello, los andamios electrohilados de PLA se han utilizado como
control en este trabajo, para comparar el efecto que tienen sobre las células respecto a los
funcionalizados con PPPy y PPPy/I, en un sustrato que permitiera simular el microambiente
tisular neural.

Tanto las imagenes de MEB como las pruebas de viabilidad celular por MTT, destacan un
mejor desempefio de los andamios modificados por PPPy (orientado) y PPPy/I respecto a los
de PLA, y que en conjunto sus propiedades fisicoquimicas tienen el potencial para su
aplicacion en reparacion y regeneracion de tejido neuronal.
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La fabricacion de andamios para ingenieria de tejidos mediante electrohilado sigue
presentando grandes ventajas para el disefio de distintas configuraciones en matrices
fibrilares. Dado el impacto de la variacion de los parametros del proceso en las caracteristicas
morfologicas de la matriz, fue necesario realizar un ajuste de parametros en funcién del
polimero seleccionado y las condiciones ambientales en la cdmara de electrohilado, para
encontrar la combinacion adecuada a la aplicacion.

De esta manera, se encontrd0 que una concentracion de 15% de PLA en cloroformo y
dimetilformamida en relacion 9:1, inyeccion de 2ml/h, un campo eléctrico de 20kV y 22cm
entre la aguja y el colector, constituyen parametros 6ptimos para obtener fibras uniformes y
sin defectos, con un diametro promedio entre 1.3 y 2 micras, adecuado para fungir como
soporte de adhesion y proliferacion de células neuronales.

Las propiedades fisicoquimicas de las matrices electrohiladas de PLA se mejoraron para
favorecer las interacciones con sistemas bioldgicos como la adhesion, sobrevivencia y
migracion, mediante la modificacion en su superficie con PPPy y PPPy/l, aumentando su
biocompatibilidad e hidrocompatibilidad, constituyendo un mejor soporte de células
neuronales viables, favoreciendo su adhesion, la formacion de redes densas e intrincadas de
proyecciones citoplasmaticas entre células y fibras, ademas del desarrollo de prolongaciones
citoplasmaticas similares a elongaciones neuriticas, utilizando los andamios como guia.

La técnica de modificacién de superficies por plasma se implementa de forma relativamente
sencilla, y con un bajo costo, con multiples beneficios a la fabricacién de biomateriales para
ingenieria tisular neural, cuyas propiedades fisicoquimicas se pueden modular variando las
condiciones de sintesis de la pelicula polimérica de PPPy. Ademas de la potencia, se puede
variar el tiempo de sintesis para obtener mejores propiedades morfoldgicas, quimicas y
mecanicas adecuadas para la fabricacién de un implante destinado a la reparacion de nervios
periféricos.

Los andamios aleatorios modificados con PPPy/l mostraron un mejor desempefio en el
cultivo in vitro, se obtuvo en promedio una mayor cantidad de celulas viables y una mejor
estructura membranal respecto a los andamios aleatorios modificados con PPPy. Por otro
lado, en los andamios orientados modificados con PPPy/I se obtuvo en promedio una mayor
cantidad de células viables respecto a los modificados con PPPy, aunque las células
conservan su forma esférica, mientras que en el andamio orientado modificado con PPPy las
células desarrollaron grandes extensiones citoplasmaticas similares a conos de crecimiento
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neural. Por lo tanto, es necesario incrementar la cantidad de datos en la evaluacion de
viabilidad celular, asi como implementar técnicas complementarias al ensayo de reduccion
de MTT para actividad metabolica mediante otros ensayos de analisis cuantitativo de la
viabilidad celular en andamios para ingenieria de tejidos.

Los andamios modificados con PPPy/I mostraron mejores propiedades mecanicas que los
modificados con PPPy, ademas de una mayor organizacion de las cadenas poliméricas del
PLA, mostrando valores de médulo elastico, esfuerzo maximo y distensibilidad superiores,
y una mejor respuesta por parte de las células; demostrando que estas propiedades
constituyen una ventaja a nivel bioldgico.

Por ello, se debe seguir trabajando para encontrar las propiedades fisicoquimicas adecuadas
de los andamios modificados con PPy y la técnica de plasma, dado que se ha reportado que
al dopar el PPPy con yodo se obtienen mejores resultados en la locomocion de animales
experimentales al ser tratados con este polimero en lesiones medulares (Cruz et al., 2012;
Fabela-Sanchez et al., 2018; Mondragon-Lozano et al., 2017; Morales-Guadarrama et al.,
2015; Olayo et al., 2008).

Finalmente, tal como lo sugieren los resultados in vitro, los andamios tridimensionales
fabricados por la técnica de electrohilado, modificados con polipirrol y polipirrol dopado con
yodo, sintetizados por plasma constituyen un sustrato de crecimiento de células neuronales
con gran relacién superficie/volumen, propiedades quimicas que contribuyen a la formacién
de sitios de adhesion, que promueven la sobrevivencia y la elongacion de conos de
crecimiento, con las propiedades mecanicas adecuadas para funcionar como implante para el
tratamiento de lesiones de magnitudes superiores a los 5 mm de longitud en el nervio
periférico, ademas de mostrar potencial para el tratamiento en lesiones tanto agudas como
cronicas en médula espinal, ya que en la actualidad se han empezado a explorar estrategias
mas invasivas que la inyeccion de sustancias en el sitio de la lesion, con el fin de proveer el
soporte y las guias fisicas para la migracion direccional de las células gliales y la elongacion
orientada de los conos de crecimiento axonico.

Por lo tanto, surge la motivacién de implementar los andamios desarrollados en este trabajo
como implante para pruebas in vivo, con el fin de mejorar el desemperio del tratamiento de
lesiones del sistema nervioso, aumentando las propiedades del polipirrol sintetizado por
plasma y dopado con yodo mediante estructuras tridimensionales disefiadas en base a la
organizacion del tejido neuronal.
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Apeéndice A

I. Ajuste de condiciones de electrohilado de PLA en equipo NaBond electrospinning del
laboratorio de polimeros, CBI, UAM-I.

Se realiz6 una busqueda de las variables adecuadas para la obtencion de fibras uniformes, sin
defectos y con distintos diametros, caracterizando los resultados obtenidos mediante
microscopia optica.

Se estudiaron distintos solventes (grado reactivo marca Baker), con base en los resultados
obtenidos en trabajos previos (Casasola et al., 2014; Fragoso Pérez, 2018; Martinez
Hernandez, 2018; Zufiga Aguilar, 2014):

e Cloroformo (CHL)

e Dimetilformamida (DMF)
e CHL/Etanol

e CHL/DMF

e Acetona (AC)

e AC/DMF

Los pellets de PLA se colocaron en el solvente en una concentracion masa/volumen entre
10% y 15%, y se dejaron en reposo durante la noche. Se encontré que en DMF, AC y
AC/DMF no disuelven el polimero en las condiciones aplicadas. Por el contrario, el CHL es
un excelente solvente del PLA, por lo que para llevar a cabo un proceso de electrohilado
adecuado, se le agrego previo al proceso 10% de DMF o etanol, los cuales hacen mas viscosa
la solucion polimérica al ser malos solventes, aglutinando las moléculas de PLA.

En el Cuadro 5 se muestran algunas de las configuraciones empleadas para la obtencién de
fibras de PLA con caracteristicas adecuadas en la estructura de las fibras.

Mediante la caracterizacion morfologica por microscopia optica se obtuvieron los diametros
de las fibras electrohiladas, asi como su estructura general, encontrando que las
configuraciones descritas en el Cuadro 5 permitieron obtener fibras sin defectos como gotas
0 beads. Los diametros obtenidos, alrededor de 1-1.5 pm, sugerian poco soporte para las
células estudiadas en este trabajo (cuyo diametro esta entre los 10-100 um), ademas de un
tamafio de poro muy reducido que no permitiria una penetracion adecuada de las células al
andamio.
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Cuadro 5. Configuraciones implementadas en la obtencidn de fibras electrohiladas.
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Apéndice A

I1. Variacion del pardmetro tiempo de sintesis de la polimerizacion por plasma

Se probo variar el tiempo de sintesis a 15 min con PPPy/l y se caracterizé el resultado por
IR-ATR (Figura 27).

100
80
NF-H
Sistemas
60 aromaticos
%T Aminas primarias C=N
y secundarias -
40 -
-CH, y -CH, I
20 F[—pLA
—PLA+PPPy/I (15min)
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0 1 I I | Cc=0 | |
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000
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Figura 27. Espectros IR de los andamios modificados con PPPy/I. Se muestra la gréfica de los
espectros IR para los andamios de PLA y PLA+PPPy/I con tiempo de sintesis de 15 y 30 minutos,
destacando los principales grupos funcionales asociados a sus picos respectivos.

Los espectros son similares, presentan practicamente los mismos picos caracteristicos del
PPPy, con una pequefia diferencia en la cantidad de enlaces. Sin embargo, disminuyendo el
tiempo de sintesis las propiedades morfolégicas y mecanicas podrian ser mejores que las
obtenidas en 30 min de sintesis, lo que habria que explorar mas a fondo en trabajo a futuro.
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Apeéndice B

No a b wbde

10.
11.

12.

Composicion del medio completo para el cultivo de la linea celular NG108-15
(ATCC, 2019).

e 87% de DMEM, alta glucosa, sin piruvato de sodio (Gibco™, codigo de catélogo:
11965092).

e 2% de HAT 50X (Gibco™ LS21060017), de tal manera que se obtiene la concentracion
de HAT indicada para la linea celular: 0.1 mM hipoxantina, 400 nM aminopterina,
0.016 mM timidina (conc. final).

e 10% de suero fetal bovino (conc. final).

e 1% de Penicilina/estreptomicina (Gibco™, cddigo de catalogo: 15140122).

Protocolo de preparacion de muestras biologicas para ser observadas al
microscopio electronico de barrido, cortesia de la Dra. Ma. Cristina Acosta Garcia,
del laboratorio de microscopia electrénica de barrido, edificio W, CBS,
departamento de biologia de la reproduccion, UAM-I.

Retirar el medio de cultivo.

Se fijan en glutaraldehido al 3.5% en PB al 0.1M, a 4°C, por 48 horas.

Retirar el fijador y agregar amortiguador de fosfatos con pH de 7.4 a 4°C.

Dejar reposar por 15 min.

Repetir pasos 3 y 4 al menos 3 veces 0 hasta que no se perciba olor a fijador.

Dejar en el amortiguador de fosfatos toda la noche.

Retirar el amortiguador de fosfatos y realizar la postfijacién con tetradxido de osmio
(0s0y).

Dejar en reposo por dos horas.

Seretirael OsO4 y se realizan lavados con alcohol a distintas concentraciones hasta llegar
al 100% (30%, 40%, 50%, 70%, 80%, 90%, 100%). Se realizan dos lavados con cada
uno, dejando en reposo por 10 min cada aplicacion, con el fin de sustituir el agua por el
alcohol, sin modificar la estructura y morfologia de la muestra bioldgica.

Se secan en al punto critico para sustituir el alcohol por CO:..

Se montan en portamuestras conductores, asegurando con cinta doble cara conductora y
grafito conductivo adherente.

Se recubren con oro para observar al microscopio.

69



m ACTA DE EXAMEN DE GRADO

Casa abierta al tiempo

UNIVERSIDAD AUTONOMA METROPOLITANA No.00120

Matricula: 2163803112

— . 1

DESARROLLO DE UN COMPOSITO

PARA REPARACION Y En la Ciudad de México, se presentaron a las 10:30 horas
REGENERACION DE NERVIO del dia 30 del mes de mayo del afio 2019 en la Unidad
PERIFERICO. Iztapalapa de la Universidad Auténoma Metropolitana, los

suscritos miembros del jurado:

DR. JOSE RAFAEL GODINEZ FERNANDEZ
DRA. ANGELICA BERENICE COYOY SALGADO
DRA. ESMERALDA SARAI ZUNIGA AGUILAR

Bajo la Presidencia del primero y con carédcter de
j Secretaria la ultima, se reunieron para proceder al Examen
de Grado cuya denominaci6n aparece al margen, para la
obtencién del grado de:

MAESTRA EN CIENCIAS (INGENIERIA BIOMEDICA)

DE: DIANA MARIA OSORIO LONDONO

y de acuerdo con el articulo 78 fraccién III del
Reglamento de Estudios Superiores de la Universidad
Autoénoma Metropolitana, los miembros del jurado
resolvieron:

DIANA MARIA OSORIO LONDONO

LR L]
L
b e < ALUMNA
' e %
S pProd sz
~ ~N
VISO
Acto continuo, el presidente del Jjurado comunicéd a la
interesada el resultado de la evaluacién y, en caso
aprobatorio, le fue tomada la protesta.
MTRA. RO, RRANO DE LA PAZ
DIRECT _TEMAS ESCOLARES
) J\
J
"k [
DIRECTOR DE LASIVISION DE CBI PRESIDENTE W

DR. JOSE RAFAEL GODINEZ FERNANDEZ

s D r R
VOCAL SECRETARIA
N
DRA. ANGELICA BERENICE COYOY SALGADO DRA. ESMERALDA SARAI ZUNIGA AGUILAR




	Índice
	Índice de Cuadros
	Índice de Figuras

	Resumen
	Abstract
	1. Introducción
	1.1. Fundamentos
	1.1.1. Electrohilado
	1.1.2. Polimerización por plasma
	1.1.3. El polipirrol (PPy)
	1.1.4. Caracterización de biomateriales
	1.1.5. Líneas celulares
	1.1.6. Línea celular NG108-15

	1.2. Antecedentes
	1.3. Justificación
	1.4. Hipótesis
	1.5. Objetivo general
	1.5.1. Objetivos particulares


	2. Metodología
	2.1. Electrohilado
	2.2. Modificación superficial por plasma
	2.3. Caracterización de los andamios
	2.4. Caracterización biológica
	2.4.1. Caracterización morfológica de las células sobre los andamios por microscopía electrónica de barrido
	2.4.2. Pruebas de viabilidad celular

	2.5. Análisis estadístico

	3. Resultados
	3.1. Caracterización morfológica de los andamios por microscopía electrónica de barrido
	3.2. Espectroscopía infrarroja con reflectancia total atenuada (IR-ATR)
	3.3. Espectroscopía Raman de los andamios electrohilados
	3.4. Análisis termogravimétrico (TG)
	3.5. Difracción de rayos X (DRX)
	3.6. Caracterización mecánica
	3.7. Microscopía electrónica de barrido de las muestras biológicas
	3.8. Viabilidad celular

	4. Discusión
	5. Conclusiones y perspectivas
	Bibliografía
	Apéndice A
	Apéndice B

