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Resumen

En este trabajo se construyeron por medio de la técnica de electrohilado, andamios con
geometria cilindrica de poliacido lactico (PLA) y poliacido lactico-hidroxiapatita (PLA-HAp) los
cuales pueden ser usados en la reconstruccion de arterias. Los andamios se caracterizaron por
medio de Microscopia Electronica de Barrido (SEM), Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC),
Difraccion de Rayos X (XRD) y Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier con
Reflectancia Total Atenuada (ATR-FTIR). Los resultados de XRD indican que el andamio de
PLA-HAp tiene picos que muestran la incorporacion de la HAp a las fibras del PLA y ATR-FTIR
sefiala la integracion de hidroxilos, los cuales pueden ayudar a la adhesion y proliferacion de
células, por lo que puede constituir una alternativa para su aplicacioén en la reparacion de vasos
sanguineos.
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1. Introduccion

La Ingenieria de Tejidos (IT) se considera una disciplina relativamente nueva, teniendo un campo de
investigacion y desarrollo multidisciplinario que aplica los conocimientos de la bioingenieria,
quimica, fisica y biologia, para resolver problemas clinicos y quirurgicos (reparacion, regeneracion y
reemplazo) asociados a la pérdida de tejidos o al fallo funcional de 6rganos. Recientemente se ha
tenido un mayor interés en esta disciplina gracias a sus importantes ventajas con respecto al trasplante
tradicional de 6rganos [1].

El concepto de restaurar vasos sanguineos surge de la necesidad de asistir a pacientes que
presenten enfermedades cardiovasculares como lo es la Enfermedad de Arteria Coronaria (EAC),
enfermedad que sucede generalmente cuando existe acumulaciéon de placa, provocando que las
arterias se angosten y limiten la irrigacién sanguinea que va al corazéon. Para lograrlo, se requiere
combinar esencialmente andamios fabricados de biopolimeros degradables y células de tejido
muscular.

Existen diferentes técnicas que permiten la fabricacion de estructuras tridimensionales que sirven
de soporte para la regeneracion de un tejido especifico, sin embargo una de las técnicas mas usadas es
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el electrohilado [2], produciendo fibras con dimensiones de didmetros similares al tamafio de las
fibrillas naturales presentes en la matriz extracelular (MEC). De esta forma se imita al ambiente
natural del tejido y se muestra la efectividad que aporta como sustrato para el crecimiento celular.
Estos soportes son también conocidos como andamios, estructuras que desempefian distintos roles [3].

Ravi et al. (2009), menciona que materiales poliméricos como el teflon, el poliacido lactico (PLA)
y el acido poliglicolico (PGA), tienen propiedades mecanicas apropiadas para ser usados en la IT.
Conocer caracteristicas como la elasticidad, en la fabricacion de estos andamios, es importante pues
eventualmente soportaran ciclos de bombeo, contraccion y expansion de sus paredes al paso de la
sangre. Estos materiales son biocompatibles y bioabsorbibles. Pruebas de cultivo celular in vitro
mostraron que estos materiales pueden usarse en la regeneracion de venas y arterias [4]. Por otro lado,
la hidroxiapatita (HAp) en los tejidos mineralizados reviste una gran importancia ya que se ha
demostrado que es un material biocompatible con distintas aplicaciones biomédicas. Actualmente se
estudia para determinar como interactiia con los sistemas biologicos y al menos se conocen tres
diferentes origenes de esta: sintética, coralina y bobina. Dependiendo de su origen son los resultados
que se obtienen y su aplicacion puede ser diferente [5]. La incorporacion de HAp en este trabajo es
valiosa pues es el elemento que aporta una mayor rigidez a los andamios permitiendo que no se
colapsen, siendo estos impermeables.

Las propiedades fisicoquimicas de los materiales participan de forma importante para favorecer la
adhesion, proliferacion, diferenciacion y supervivencia de las células [6]. Es por eso que los andamios
se caracterizan mediante técnicas estandares para polimeros como Microscopia Electronica de Barrido
(SEM), Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC), Difraccion de Rayos X (XRD) y Espectroscopia
Infrarroja por Transformada de Fourier con Reflectancia Total Atenuada (ATR-FTIR) [7-10].

2. Metodologia

Por medio de la técnica de electrohilado, se fabricé un andamio de PLA y otro de PLA-HAp. Para el
andamio de PLA se disolvio 2.4 g de PLA en 18 mL de cloroformo a concentracion del 12 % V/V'y
antes de iniciar el proceso de electrohilado se agregaron 2 mL de alcohol con el fin de disminuir la
solubilidad del PLA. Para el andamio de PLA-HAp se sigui6 el mismo procedimiento y se le agregd
2 % de HAp en relacion con el peso del PLA. Las condiciones experimentales para fabricar los
andamios fueron ajustados a un voltaje de 20 kV, separacion entre la aguja y el colector de 20 cm a
una razon de inyeccion de 1 mL/h con una temperatura de 30 °C a aproximadamente 29 Hz.

Para poder observar la morfologia y determinar el didmetro promedio de las fibras se empleo
SEM. El voltaje fue ajustado a 30 kV y las muestras requirieron de una preparacion previa la cual
consistio en un recubrimiento de oro. Posteriormente, para conocer la temperatura de fusion y
cristalizacion de los andamios electrohilados de PLA y PLA-HAp se utilizé6 DSC. En este estudio fue
necesario tomar muestras entre 5 mg y 10 mg, las cuales fueron encapsuladas en “charolas” de
aluminio. Aqui, se realizaron calentamientos y enfriamientos a 10 °C/min en un rango que fue desde
10 °C hasta 200 °C. Luego, para analizar la cristalinidad de los andamios se empled XRD y la
preparacion de las muestras basicamente radicé en la colocacion de una “pelicula” sobre el
portamuestras de bajo fondo, donde se manejo un angulo de barrido 26 en un rango de 2°a 70°.
Finalmente, se realizé un estudio de ATR-FTIR a los materiales con el fin de poder determinar los
grupos funcionales presentes. Una de las ventajas de esta técnica fue que no se requirié6 de una
preparacion especifica de las muestras, por lo que solo se necesitd recortar secciones de 2 cm x 2 cm
de los diferentes andamios. Para cada muestra se realizaron 32 barridos en un rango de longitud de
onda que fue desde 4000 cm™ hasta 700 cm™.
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3. Resultados y Discusion

3.1 Microscopia Electronica de Barrido

En la Fig. 1 se presentan micrografias del andamio de PLA tomadas de la pared lateral del cilindro.
En a) se puede apreciar que las fibras son continuas y estan distribuidas de manera uniforme en toda
la region de observacion. En b) se muestran fibras que tienen diferentes diametros y se percibe la
formacion de poros por donde es posible introducir células para formar un tejido tridimensional. En
ambas imagenes se distingue que las fibras se encuentran orientadas en una direccion preferencial
siendo esta hacia el eje de giro del cilindro colector.
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Fig. 1. SEM del andamio de PLA.

En la Fig. 2 se exhiben micrografias del andamio de PLA-HAp. En a) se muestra una toma
macroscopica del cilindro donde se puede apreciar un espesor de pared aproximado de 0.2 mm y un
diametro de 3.0 mm, correspondiente al didmetro colector. También se visualiza en el fondo la
formacion de particulas aplastadas del material ocasionadas posiblemente por la interaccion con el
colector metalico en donde se depositd el andamio. En b) se muestra la pared interna del tubo y se
aprecia la formacion de perlas aplastadas, ademas se observan fibras alineadas con el eje de rotacion
del cilindro.
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Fig. 2. SEM del andamio de PLA-HAp.
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En la Fig. 3 es posible observar la distribucion de tamaiios de fibras del PLA. Las fibras, como se
mostr6 anteriormente, se encuentran alineadas y presentan una distribucion de (1.8+1.0) um.
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Fig. 3. Distribucion de tamafios de fibras del PLA.

3.2 Calorimetria Diferencial de Barrido

Los resultados se pueden observar en la Fig. 4. En a) se muestra que para el PLA la temperatura de
cristalizacion fue de 99 °C, mientras que la temperatura de fusion fue de 168 °C; temperaturas
cercanas a los rangos reportados en la literatura. La interaccion del PLA con las particulas de HAp
ocasion6 que disminuyera la temperatura de cristalizacion llegando a 91 °C tal como se visualiza en
b). Ademas, es posible notar que la temperatura de fusion igual sufrid6 cambios, aunque fueron
minimos, esta ahora tomo un valor de 167.5 °C.
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Fig. 4. DSC de los andamios de PLA y PLA-HAp.
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3.3 Difraccion de Rayos X

Los patrones de difraccion de Rayos X se pueden observar en la Fig. 5. Es posible percibir que el
PLA es un material amorfo. Por otro lado, en el andamio de PLA-HAp se muestran picos de la HAp,
en 20=29.5°y 26=31.8°.
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Fig. 5. XRD de los andamios de PLA y HAp.

3.4 Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier con Reflectancia
Total Atenuada

En la Fig. 6 se muestran los espectros infrarrojos de cada uno de los andamios donde se observan los
modos vibracionales de los diferentes grupos funcionales correspondientes al polimero empleado
(PLA), asi como los grupos funcionales de la HAp en el caso del andamio de PLA-HAp. Para el
andamio de PLA en 1750 cm™, se presenta un pico caracteristico y se atribuye al doble enlace de
carbono-oxigeno (C=0), mientras que en 1183 y 1082 cm™', se adjudica al enlace simple de carbono-
oxigeno (C-O). Por tltimo, para el andamio de PLA-HAp, la zona comprendida entre 3700 cm™ y
3430 cm™ se atribuye a la vibracién de grupos hidroxilos OH™ que forman parte de la estructura
apatita.
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Fig. 6. ATR-FTIR de los andamios de PLA y PLA-HAp.
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4. Conclusiones

Los andamios cilindricos fabricados con PLA y PLA-HAp estan formados con fibras de tamafio
micrométrico y alineadas con el eje de rotacion del cilindro colector, estos presentan una pared de 0.2
mm y un didmetro promedio de 3.0 mm aproximadamente. ATR-FTIR muestra los picos
caracteristicos del PLA y exhibe la incorporacion de la HAp a las fibras del PLA, confirmado también
por XRD. DSC indica que las particulas de HAp pueden actuar como sitios de nucleacion permitiendo
la cristalizacién a menores temperaturas. Es deseable que los andamios no presenten formacion de
perlas, tal como ocurri6 en los andamios sin HAp.

La biocompatibilidad juega un papel importante en la realizacion de estos andamios, pues en un
vaso sanguineo es indispensable que se evite la formacion de coagulos y trombos, ademas de que se
permita la integracion al sistema bioldgico sin ocasionar alteraciones a éste. Se ha evidenciado que un
recubrimiento por medio de plasma con polipirrol (PPy) o polipirrol-yodo (PPy-I) aumenta la
biocompatibilidad de los materiales, tal como mostraron Islas-Arteaga et al. (2019) y Flores-Sanchez
etal. (2017) [11, 12]. Los materiales aqui descritos tienen capacidad para ser usados en el cultivo de
miocitos o fibroblastos con el fin de ayudar en la restauracion de arterias, potencial que se veria
favorecido con el recubrimiento de una pelicula delgada de PPy o PPy-I.
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