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Desarrollo y caracterizacion de un prototipo polimérico biocompatible, con las
propiedades mecanicas y morfologicas necesarias para ser usado como sustituto de
menisco usando la técnica de electrotejido
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Resumen— A pesar de los grandes avances en la ingenieria
de tejidos, el desarrollo de meniscos de rodilla que puedan
replicar la estructura y forma de su matriz de colageno, no
es una tarea sencilla. En este proyecto se desarrollé un
prototipo de menisco, mimetizando su morfologia
diferenciada de fibro cartilago, usando la técnica de
electrotejido. El prototipo esta hecho a base de colageno,
policaprolactona, poliacido lactico y polimetil metacrilato
en diferentes proporciones. El material se caracterizé por
medio de pruebas mecanicas (compresion y tensién),
microscopia electrénica de barrido (SEM) y pruebas de
vascularizacién, los resultados obtenidos muestran que el
prototipo desarrollado, tiene potenciales aplicaciones como
sustituto o andamio de regeneracion de la matriz del
menisco de rodilla.
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1. INTRODUCCION

Los meniscos son tejidos fibrocartilaginosos en
forma de media luna (Fig 1) y que tienen una funcién
mecanica importante como: amortiguar impactos,
estabilizacion corporal, distribuciéon de carga en las
rodillas, etc [1,2]; debido a esto, el menisco esta
sometido a cargas mecanicas de comprension y tension
del orden de 50 a 250MPa [3-5].

Los dafios en los meniscos se dan principalmente
por dos factores: exposicion prolongada a un peso
superior (sobrepeso), lo cual lo compacta produciendo
choque mecanico entre la tibia y el fémur provocando
artrosis; o una falla mecanica en la articulacion [6]. Los
dafios en los meniscos, son lesiones muy serias y
generalmente su tratamiento es ineficiente o
practicamente imposible [7-9].
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Fig 1. Estructura y organizacion de las fibras de colageno en un
menisco

Como alternativa existe la artroscopia parcial o total de
menisco, sin embargo, esta aumenta el riesgo de padecer
osteoporosis [10].

Hasta ahora se han realizados avances, con diversas
estrategias en ingenieria de tejidos para obtener sustitutos de
meniscos [11-12], pero ninguno ha podido recrear la
compleja estructura y organizacion de la matriz de colageno
del mismo. La estructura de los meniscos es de suma
importancia, ya que la adhesion y diferenciacion celular
depende principalmente de como se encuentren alineadas las
fibras, el tamafio de poro y la rigidez de los materiales que
conformen la antes mencionada matriz [13].

En el presente trabajo se propone el uso de diferentes
polimeros biocompatibles como poli(acido-lactico), poli(e-
caprolactona), poli(metilmetacrilato) y colageno; cada uno
en diferentes proporciones; para lograr obtener un prototipo
para ser usado como sustituto y/o regenerador de meniscos,
que tenga la resistencia mecanica, biocompatibilidad y
control de la velocidad de biodegradacion, que nos permita
replicar usando la técnica de electrotejido, las diversas
estructuras que presenta el menisco en sus diferentes
regiones.

1. METODOLOGIA

A. Material

Se sintetiz6 poli (acido-lactico) (PLA) por condensacion
sin catalizador de bajo peso molecular,
poli(metilmetacrilato) (PMMA) por radicales libres (peso
molecular~300kDa).

Se realizo la extraccion de coldgeno hidrolizado en
polvo, del tendon de la cola de ratas tipo Wistar en
condiciones alcalinas.

Se us6 acido acético (99.7%), poli(e-caprolactona)
(PCL) (~2000kDa) y dimetil sufoxido (DMSO) que fueron
comprados a Sigma Aldrich México.

B. Manufactura del andamio por electrotejido

Para realizar el prototipo del menisco, se establecio una
propuesta de diferentes formulaciones; se dejaron fijas
las cantidades de dos polimeros y las otras dos se
variaban. Finalmente se eligieron so6lo a las
formulaciones donde no existia segregacion de fases y se
podian formar peliculas con buena resistencia mecanica,
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las formulaciones eclegidas se muestran en la tabla 1.
Para la obtenciéon de las muestras, el coldgeno, se
disolvié en acido acético, posteriormente el PLA y la
PCL en DMSO vy finalmente se agreg6 PMMA. De cada
formulacion se obtuvieron peliculas y cilindros por re-
evaporacion del solvente, las formulaciones que
presentaron las mejores propiedades mecanicas, fueron
las que se utilizaron para obtener las fibras, usando la
técnica de electrotejido.

TABLA 1

Formulaciones propuestas

Muestra PMMA PCL PLA Colageno
(8) (€3] (8) (g
FM1 3.7 0.3 0.2 0.8
FM2 3.7 0.3 0.3 0.7
FM3 3.7 0.3 0.4 0.6
FM4 3.7 0.3 0.5 0.5
FMS5 3.7 0.3 0.7 0.3

Las fibras se obtuvieron colocando cada una de las
formulaciones en una jeringa de cristal de 10mL con
una aguja de diametro 18G, conectado a una bomba
(KDS510, KD Scientific), trabajando a una velocidad de
2mL/h. La aguja se conect6 a una fuente de alto voltaje
(13kV) con una distancia de 220mm con respecto al
colector. Las fibras se fueron depositando en un colector
modificado, como se muestra en la Fig 2, para lograr
mimetizar no so6lo la forma del menisco, sino también
el arreglo de las fibras en dicha estructura.
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Fig 2. Algunos ensambles del equipo de electrotejido. a) molde
prefabricado con la forma del menisco usado como colector; b) ensamble
para deposito de fibras alineadas y c) ensamble para el deposito de fibras

radiales.

C. Estudio de la morfologia y alineacion de las fibras

El estudio de la morfologia y alineacion de las fibras se
realizd, usando un microscopio electrénico de barrido,
JEOL JSM-6060LV. Las muestras se prepararon
colocando un pedazo del prototipo obtenido, sobre un

pequeno cilindro de aluminio, el cual fue recubierto con
una capa de oro. Las imagenes obtenidas fueron usando un
voltaje de 20kV a alto vacio y su andlisis se realiz6 con el
software Imagel.

D. Pruebas mecanicas

Para llevar a cabo las pruebas mecanicas, se hicieron
peliculas (20mm de largo x 10mm de ancho x ~3mm de
grosor) para pruebas de tension y cilindros (20mm de
diametro x 10mm de altura) para las pruebas de compresion
de cada una de las formulaciones y asi seleccionar la
muestra que presentd el mejor desempefio, en ambas
pruebas. La caracterizacion se realizd usando un equipo
Zwick/Roell Z005; las pruebas de tension se llevaron a cabo
de acuerdo a la norma ASTMD 882-02 y las de compresion
de acuerdo a la normas ASTMD 695-02.

E. Ensayo de vascularizacion

Se realizd un ensayo de xenotransplante en la capsula
renal (Fig 3), para observar la aceptacion de la formulacion
seleccionada por el huésped y su viabilidad de
vascularizacion. Se utilizé una rata Wistar como control y
tres adicionales que fueron identificadas como: RO (control),
R1 (muestra con un peso de 0.2 g), R2 (muestra con un peso
de 0.3g) y R3 (muestra con un peso de 0.4g); todas las ratas
utilizadas fueron hembras. El peso de cada muestra se
establecié tomando en cuenta el peso minimo y maximo que
se podria implantar en la capsula renal de las ratas de
acuerdo a su tamafio y peso.

Los animales se mantuvieron de acuerdo a la norma
NOM-062-Z00-1999, el agua y el alimento se dejaron en
condiciones ad libitum durante la duracion del experimento.

Los animales se estuvieron monitoreando diariamente,
para observar signos de inflamacion o infeccion; R1 y R3 se
matuvieron durante una semana, mientras que RO y R2 por
cuatro. Posterior al experimento, los animales fueron
sacrificados y los rifiones fueron recolectados, para
posteriormente ser fijados y embebidos en formalina para su
analisis histologico.

Fig 3. Capsula renal expuesta con la insercion de la mezcla polimérica
seleccionada (marcada en el circulo punteado).
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IIl. RESULTADOS Y DISCUSION

A. Rendimiento mecanico

El prototipo obtenido debe de tener las propiedades
mecanicas necesarias para poder soportar los esfuerzos a
los que sera sometido si es utilizado como sustituto de
menisco. Se realizaron cinco mediciones para las
pruebas de tension y compresion; el promedio de los
resultados obtenidos se muestra en la Fig 4.

Para las pruebas de tension (Fig 4a), se puede observar
que la muestra FM3 es la que tiene el mayor valor de
tension (8.3MPa) y la que posee la menor deformacion
(0.032), con un moddulo de Young de 255.05MPa; estos
valores se ajustan perfectamente a los requeridos para su
uso como sustituto de cartilago de menisco [14-15]. Para
las pruebas de compresion se observaron diversos
comportamiento (Fig 4b); las muestras FM4 y FMI1
presentan una ligera mejoria en la resistencia a la fuerza
de compresion (0.07MPa en ambos casos) con respecto a
las muestras FMSy FM3 (0.06MPa en ambos casos), sin
embargo en la prueba de deformacion, las muestras
FM1, FM4 y FMS5 (0.004MPa, 0.004MPa y 0.003MPa
respectivamente), presentaron menor deformacion que
FM3 (0.04MPa).

Una caracteristica importante para el buen
desempeiio del prototipo, es la resistencia a la fuerza de
tesion, y es por esta razon que la muestra FM3, fue
seleccionada para realizar el prototipo usando la técnica
de electrotejido, a pesar de no presentar el mejor
desempeilo en las pruebas de compresion.
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Fig 4. Rendimiento mecanico de las mezclas de polimero. a) Pruebas
de tension para peliculas y b) pruebas de compresion para cilindros

B. Desarrollo de la arquitectura completa del menisco

Para el desarrollo del prototipo, se debe tener la
capacidad de poder formar tres estructuras basicas; fibras
con ordenamiento aleatorio, fibras completamente
alineadas y fibras radiales. La Fig 5 muestra todos los
arreglos de las fibras obtenidas usando la técnica de
electrotejido, de acuerdo a la configuracion que se le dé
al equipo. La viscosidad de las muestras es de suma
importancia ya que en valores de (1500-3000 10~°Pa-s?)
se pueden obtener fibras interconectadas, cuando se tiene
una alta viscosidad (>3000 10°Pa-s?) se obtienen fibras
sin interconexiones. Para lograr un arreglo de fibras
alineadas, se utiliz6 la formulacion seleccionada de alta

viscosidad y una velocidad del colector de 1.25 m's™,
adicionalmente se pudo obtener un arreglo de fibras
perpendiculares, girando el deposito 90°, respecto a su
posicion original (Fig. 5b). Para las fibras radiales se
utiliz6 un eje giratorio adicional con una velocidad de
20:1 entre el colector y el plato giratorio (Fig 5S¢ y 5d).
Bajo estas condiciones y con el molde prefabricado (Fig
2a) se realizé el prototipo final del menisco como se
puede mostrar en la Fig 6.
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Fig 5. Imagenes de microscopia de los arreglos obtenidos de las fibras para
la muestra FM3 a) Arreglo aleatorio de fibras b) Fibras perpendiculares ¢) y
d) Fibras radiales

Fig 6. Integracion de los diferentes electrotejidos para formar un prototipo

de menisco completo

C. Analisis de vascularizacion

Realizando un analisis macroscopico a las ratas, no
se mostré ningin signo de inflamaciéon abdominal o
acumulacion de liquidos como resultado de alguna
infeccion. El material se mantuvo en su posicion
original, sin ningin signo de fractura o laceracion.
Adicionalmente, se pudo observar signos de
neovascularizacion  (Fig 7a), los cuales fueron
confirmados mediante un analisis histologico de
hematoxilina y eosina, presentando también una reaccion
granulomatosa (Fig 7b y 7c), que sugiere que el material
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es biocompatible y adecuado para replicar la matriz del
menisco. Estos resultados, son consistentes con las
reacciones normales del tejido al implantar un material
ajeno.

Fig 7. Presencia de vascularizacion de la mezcla polimérica en la
capsula renal. a) tejido embebido en formalina que muestra signos de
vascularizacion de la muestra FM3; b) vascularizacion de la muestra

FM3 y c) respuesta granulomatosa originada por la insercion del
material polimérico

V. CONCLUSIONES

Se logro realizar un prototipo de menisco usando la
técnica de electrotejido, que mimetiza la estructura
compleja de la matriz de colageno presente en los
meniscos de rodilla. Ademas el prototipo mostrd que
tiene las propiedades mecanicas de tension y compresion
necesarias para un buen desempefio. La propuesta de
usar diferentes polimeros biocompatibles permitidé que
se lograra obtener un material con las propiedades de
resistencia mecanica, y biocompatibilidad consiguiendo
reproducir las condiciones necesarias para la
vascularizacién y aceptacion del material sin producir
infeccion o inflamacion dentro del huésped.
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