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1. RESUMEN

Los vasos sanguineos se encargan de distribuir nutrientes y oxigeno, recoger dioxido de
carbono y metabolitos de desecho del organismo. Las estructuras vasculares se encuentran
recubiertas internamente de células endoteliales que segregan moléculas sefalizadoras como
algunos radicales libres, que modulan el crecimiento y proliferacion celular, la activacion de la
expresion de citosinas, angiogenesis y regulan el tono vascular. Relevantemente, algunos procesos
patolégicos como diabetes y la obesidad generan disfuncion endotelial debido a la citotoxicidad
causada por la hiperglicemia o hiperlipidemia, respectivamente. De esta manera la ingenieria de
vasos sanguineos resulta de gran utilidad para obtener un modelo de evaluacion que permita
estudiar la interaccion entre diversas poblaciones celulares en un ambiente mas afin a la estructura
natural..El objetivo de este proyecto fue generar un modelo para evaluar citotoxicidad y estrés
oxidativo generado por poliuretanos, mediante cultivos de HUVECs, VSMC y co-cultivos, donde
se caracterizo su perfil molecular y se realizd la evaluacion de citotoxicidad y la generacion de
estrés oxidativo en presencia de membranas de poliuretanos. Las condiciones de cultivo
permitieron propagar las HUVECs hasta el pase 10 utilizando el medio de cultivo UDMM-ENDO,
obteniendo porcentajes de viabilidad por arriba del 80%, rendimientos maximos de 40000 cel/cm2,
0.7 a 2 doblajes de la poblacion y un tiempo de replicacion 27 a 55 h. La poblacién mostro
positividad del 80% para anti-Von Willenbrand, anti-FIk-1 y 90% para Ki67 al pase 8. Las células
VSMC fueron cultivas hasta el pase niumero 8 en medio vascular ATCC y presentaron positividad
del 100% para actina de musculo liso. Ademas, fue necesario generar un medio con mayor
rentabilidad para la propagacion de VSMCs este medio fue designado como UDMM-VSMC,
mismo que fue utilizado para la evaluacion de las membranas de poliuretanos en términos de
citotoxicidad y generacion de estrés oxidativo. Los bioensayos de citotoxicidad sobre los
poliuretanos no mostraron alteracion de las propiedades del cultivo de células HUVECs y VSMCs,
asi mismo, no se observéd la generacién de ROS en los cultivos cuando se incubaron con los
polimeros por lo que se demuestra que los materiales analizados no generan citotoxicidad ni estrés
oxidativo, por lo que se concluye que las membranas de poliuretanos evaluadas no muestran
citotoxicidad y no generan estrés oxidativo, por lo que pueden ser utilizadas como andamiajes

celulares.



2. INTRODUCCION

Durante el afio 2014, de acuerdo a informacion de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS),
las enfermedades metabolicas como diabetes y obesidad presentaron una prevalencia del 10.4 %y 27.6 %
de la poblacion en México?, donde mas de 6,9 millones de mexicanos viven con diabetes?, y 48.6 millones
de mexicanos presentan obesidad®. Este reporte es importante debido a que estas patologias son
consideradas enfermedades predisponentes para el desarrollo de aterosclerosis y arteriosclerosis,
hipertension y sus consecuencias que conllevan a la generacion de zonas isquémicas en el tejido cardiaco
y nervioso, que posteriormente desarrollaran areas de infarto, tanto cardiaco como cerebral. Asi mismo,
es posible que se presenten otras alteraciones de la circulaci, aunado a la afectacion del proceso de
cicatrizacion, se condicionan lesiones tan graves como lo es el pie diabético®.

Se reconoce que en la fisiopatologia de la diabetes se involucran dafios tisulares causados por las
altas concentraciones de glucosa en sangre (hiperglucemia), que son la causa de la disfuncién endotelial
de los vasos sanguineos® y de tejidos adyacentes®, mientras que en el caso de la obesidad, una de las
complicaciones que participa en el dafio tisular es ocasionada por las altas concentraciones de lipidos en
sangre (hiperlipidemia), que favorece lo que se conoce como lipotoxicidad. A su vez dichas patologias
suelen generar el proceso de estrés oxidativo generando dafio a moléculas como ADN, lipidos y proteinas
en diferente tejidos y 6rganos como el cerebro’

Actualmente los tratamientos para reducir los dafios vasculares causados por la hiperglucemia o
hiperlipidemia incluyen el uso de medicamentos que favorecen la normoglicemia y disminuyen la
concentracion de los lipidos. Sin embargo, a pesar de ello, la gran mayoria de pacientes avanza a
situaciones graves de la enfermedad, que favorecen el desarrollo de isquemia, hasta generar un paro
cardiaco o dafio cerebrovascular &, siendo la solucion mas recurrida los procedimientos quirdrgicos como
es la angioplastia o el “bypass”, este ultimo procedimiento se realiza mediante el trasplante autologo de
vasos sanguineos ° , que pueden ser obtenidos de la arteria radial, que permite la derivacion de irrigacion
a la zona que se encuentra deficiente. La alta demanda de estos procedimientos, asi como la condicion
cardiovascular limitante de los pacientes que lo requieren, particularmente pacientes de la tercera edad,
0 con complicaciones adicionales de la patologia de base, han generado la necesidad de desarrollar
nuevos dispositivos médicos como sustitutos para el trasplante autélogo de vasos sanguineos.

Asi mismo una demanda constante de estos dispositivos por parte de pacientes pediatricos quienes



presentan malformaciones congénitas!®'12, hacen necesario el uso de dispositivos sintéticos debido a
que estas malformaciones suelen presentar grandes dimensiones por lo que la primer opcion es la cirugia
reconstructiva, sin en cambio al ser pacientes pediatricos y en pleno crecimiento, es necesario llevar a
cabo un recambio periddico de estos dispositivos ya gque estos no pueden crecer a la par del portador,
ademas lo delicado es que la mayoria de los pacientes afectados son de bajos recursos econémicos, por

lo que se hace mas apremiante bajar costos.

2.1. Sistema circulatorio.

El sistema circulatorio es el encargado de llevar a cabo la distribucién de la sangre a lo largo de
todo el cuerpo humano. Este sistema estd constituido por el corazon, vasos sanguineos y el tejido
sanguineo. Los vasos sanguineos suelen clasificarse de acuerdo con su funcién, en arterias las cuales se
encargan del transporte nutrientes y de la sangre oxigenada, mientras que las venas son las encargadas
de retornar la sangre desoxigenada, asi como los productos del metabolismo celular.

El diametro de los vasos sanguineos, su composicién celular y tejido conectivo varia dependiendo
de su funcidn especifica, dentro de las vasos sanguineos se pueden distinguir estructuras como las arterias
elasticas, arterias musculares, venas, arteriolas, vénulas y capilares?, todas ellas listadas de mayor a
menor tamafio. Los vasos sanguineos suelen presentar diferentes didmetros, sus caracteristicas estan
relacionadas con funcién y ubicacién corpdrea. Segin sus dimensiones, los vasos sanguineos se
clasifican en vasos largos y vasos cortos, siendo los vasos largos las venas que usualmente presentan un
diametro entre 1 a 6 mm vy las arterias con 5 a 30 mm de diametro, por otro lado, en los vasos cortos se
encuentran las arteriolas las cuales presentan un diametro menor a 50 um, las vénulas con 20 — 100 pum
de diametros y capilares con diametros menores de 20 pm.

Los vasos sanguineos largos como las arterias se encuentran conformados por tres capas o
laminas: la tunica intima, tanica media y tunica externa, siendo la capa interna la tanica intima la cual se
encuentra constituida por una monocapa de ceélulas endoteliales conocido como endotelio, a
continuacién, se encuentra la tinica media constituida principalmente por una multicapa de células
musculares lisas, siendo esta capa la encargada de proporcionar la resistencia a la tension y moderar el
tono vascular. Por ultimo, se encuentra la tinica externa o adventicia, la cual se conforma por una gran
cantidad de matriz extracelular de colageno y elastina (Figura 1). Un caso similar son las venas que al
igual que las arterias se encuentran conformadas por la tinica intima, media y externa, sin embargo, estas
cuentan con valvulas que impiden el retorno del flujo sanguineo (Figura 1).

Los vasos sanguineos cortos como las vénulas y arteriolas solo se encuentran constituidas por el

endotelio y una menor cantidad de células musculares lisas mientras que los capilares solo estan
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constituidos por el endotelio y un tipo celular conocidos como pericitos (Figural).
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Figura 1. Vasos sanguineos. En esta imagen se ilustran las diferentes estructuras de los vasos sanguineos, donde se puede
destacar a los vasos sanguineos largos y cortos, como las venas, arterias, vénulas, arteriolas y a los capilares (Tomada de O.
Cleaver and D. Melton, 2003%)

Como se menciond con anterioridad los vasos sanguineos se encuentran expuestos a diferentes

condiciones dependiendo de su ubicacion, una de estas condiciones es la presion sanguinea. Los vasos
sanguineos pueden soportar las diferentes presiones del flujo sanguineo gracias a su estructura y
composicion, siendo los vasos largos los cuales estan sometidos a una mayor presion siendo las arterias
musculares y elésticas las encargadas de soportar las mayores presiones.

Una de las caracteristicas con las que cuentan los vasos sanguineos para soportar estas presiones es su
composicion celular y extracelular o el tejido conectivo, mismo que se encuentra constituido
principalmente por proteinas como colageno, elastina, fibronectina entre otras. Algunas caracteristicas
como el diametro, la composicion celular de las arterias elasticas, arterias musculares, venas, arteriolas,
vénulas y capilares* se enlista en la Tabla 1.

Tabla 1. Composicion de los vasos sanguineos

Didmetro 30-5mm 6 mm 1-5mm >50 um 20-100 ym  >20pm 4
Matriz Elastina, Elastina, Elastina, Elastina, Laminina, Colageno 4
extracelular fibronectina, fibronectina, fibronectina, colageno colageno tipo | tipo \VA
fibrilina, fibulina, colagenotipol, tipo I, 'y | IV y laminina,
fibulina, colagenotipol, II, I, 1V, VI,  fibrilina. fibronectina. fibronectina
colagenotipol, I, 1V,V,Vly XII, XIV vy y HSPG.
I, I, IV, V, proteoglicanos. @ proteoglicanos.
VI y

proteoglicanos.



Los vasos sanguineos al igual que otros tejidos poseen la capacidad de responder a diversos
estimulos, tanto externos (extracelulares) como internos (intracelulares), por lo tanto y especificamente
el endotelio, puede responder tanto a estimulos mecanicos como a la presencia de moléculas en su
entorno, lo que establece que los endotelios de cada tejido tengan comportamientos particulares. Algunos
de los estimulos que pueden percibir son la turbulencia y la friccion generada por el flujo sanguineo, de
esta manera el endotelio puede regular el tono vascular mediante la produccién y liberacion de moléculas
estimuladoras para la vasoconstriccion o vasodilatacién, tales como quimiocinas, citocinas, factores de
crecimiento y hormonas, las cuales, dependiendo de los estimulos percibidos, ejecutan una respuesta que
permite la homeostasis del organismo. De igual manera se sabe que los vasos sanguineos se encuentran
involucrados en procesos de sefializacion celular promoviendo el mantenimiento y renovacion de células
troncales en diferentes tejidos (neurales, pancredticas, etc.) conformando los diferentes nichos

troncales®®.

2.2. Biologia de las células endoteliales.

El endotelio es un tejido compuesto por una monocapa de células endoteliales las cuales forman
una interfaz entre los tejidos y el flujo sanguineo, permitiendo la entrada y salida de células y moléculas,
fungiendo como barrera permeable selectiva. Actualmente se sabe que las células endoteliales no sélo se
encuentran recubriendo los vasos sanguineos para la perfusién, sino que participan activamente en varios
procesos de sefializacidn con las células adyacentes en su entorno, que comprenden respuestas efectoras
tanto de tiempo y de lugar.

Dentro de las principales funciones que presenta el endotelio es la regulacion del tono vascular y
por tanto la presion arterial, funcion que realiza mediante la secrecion de moléculas vasodilatadoras como
prostaciclinas, factor hiperpolarizante derivado de endotelio, el éxido nitrico (NO), asi como el perdxido
de hidrogeno (H202) generando la vasodilatacion, mientras que la liberacion de endotelina promueve la
vasosconstriccion®. La regulacion del tono vascular se lleva a cabo mediante la secrecion de moléculas
vasodilatadoras como el 6xido nitrico (NO) que es un gas volatil y biolégicamente activo, este gas suele
estar presente en todos los tejidos que gracias a su bajo peso molecular y a sus propiedades lipofilicas
difunde libremente a través de las membranas. NO atraviesa el endotelio hasta el musculo liso de la pared
arterial y a través de la nitrosilacion la enzima guanilato ciclasa convierte al guanidin trifosfato (GTP) a
guanidin monofosfato ciclico (GMPc) que es el encargado de regular la concentracion del Ca?* citosélico
causando el relajamiento de las fibras musculares y por tanto la vasodilatacion. EI NO es producido por
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cortos periodos de tiempo cuando la enzima oOxido nitrico sintetasa (NOS) es inducida por los
vasodilatadores acetilcolina y bradiquimina. De esta manera cuando las sefiales de regulacion provienen
del endotelio, cominmente son designadas como dependientes del endotelio. Sin embargo, existe una
produccion de NO de forma prolongada cuando la NOS es estimulada con citocinas proinflamatorias
como el factor de necrosis tumoral (TNF-a).

Tal vez la actividad mas sorprendente, es su participacion en el desarrollo temprano del organismo
con sefales para diferenciacion celular, incluso en la etapa adulta se ha demostrado que participan
activamente para secretar moléculas que regulan las vias de sefializacion del tejido en donde se
encuentran®®, para la atraccion de células en la respuesta inmune, asi como para atrapar moléculas de
sefializacion necesarias para el tejido con el que interactuan. A la fecha se ha realizado la caracterizacion
de diversas variedades de estas células como: las células endoteliales de los capilares cardiacos, de aorta,
cerebrales, pancreaticos, hepaticas, etc. 7. Cada una de estas poblaciones posee propiedades particulares
acordes para el funcionamiento del mismo, lo que genera una vasta heterogeneidad de células
endoteliales, que responden de manera diferente a moléculas sefializadoras especificas de su entorno,
emitiendo respuestas vaso especificas y organo especificas.

Otro punto de control que realiza el endotelio y de manera especifica es la inhibicion de la
proliferacion de las SMC por medio de la expresidon de glucosaminoglicanos de heparan sulfato, que
ademas cubre al endotelio proporcionando una capa antitrombogenica, asi como la produccion de
trombomodulina que se una a moléculas de trombina y evita la coagulacion a través de la via de la
proteina C, inactivando a los factores Vay VIlla'4.

Por otra parte cuando se presentan lesiones en el endotelio, las EC son capaces de producir
factores de crecimiento como el derivado de plaquetas (PDGF) que funciona como quimioatrayentes
promoviendo la atraccion y proliferacion de las SMCs y regulando con ello el proceso de angiogénesis
generando nuevos vasos sanguineos a partir de vasos sanguineos preexistentes'®, para esta funcion la EC
secretan moléculas sefializadores como el factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF, del inglés
Vascular Endothelial Grown Factor) un factor de crecimiento y proliferacidn autécrino de estas células.

A la fecha se ha realizado la caracterizacion de diversas variedades de estas células, mismas que
han sido aisladas de fuentes tisulares como capilares cardiacos, aortas, vasos cerebrales, vasos
pancredticos, vasos hepaticas, etc. 1’ y cada una de estas poblaciones posee propiedades particulares
acordes para el funcionamiento del mismo. La vasta heterogeneidad de EC responde de manera diferente
a moléculas sefializadoras emitiendo respuestas vaso y 6rgano especificas, sin embargo, las EC expresan
marcadores comunes que permiten identificarlas, facilitando de esta manera su aislamiento y

caracterizacion, dentro de estos marcadores se encuentran moléculas de superficie celular como CD31,
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CD34, asi como moléculas con actividad generadas por este tipo celular como el factor de Von
Willebrand (VWF), FIk-1 y BNH9

2.3. Biologia de las células musculares lisas

Las células musculares lisas (SMC, smooth muscle cells) componen la pared de multiples tejidos
incluidos los vasos sanguineos, vasos linfaticos, vejiga, vias urinarias, Utero, tracto gastrointestinal y
respiratorio. Las células que conforman la tinica media de los vasos sanguineos son Ilamadas vasculares
(VSMCs, Vascular Smooth Muscle Cells) y se encuentran rodeando al endotelio, por lo que son las
encargadas de regular el tono a través de su contraccion o relajamiento. Dentro de las principales
caracteristicas de las SMC son la presencia de dos estados fenotipicos bien identificados, el primero es
el fenotipo sintético en el que las SMC poseen una capacidad proliferante, migratoria, asi como
productora y secretora de componentes de matriz extracelular como colédgeno predominando el tipo Ill,
elastina, proteoglicanos pero que carece de una funcion de contraccion, en este estado las SMC suelen
poseer marcadores de troncalidad y de estado proliferativo, usualmente parecidos a los expresados en las
células mesenquimales °.

El segundo fenotipo de las SMC es el contractil, que es un estado diferenciado donde estas células
permanecen quiescentes, pero poseen la capacidad de contraccion. Este fenotipo también suele ser
considerado como el fenotipo maduro de las SMC y suelen ser identificadas por la expresion de
marcadores como miosina de cadena pesada SM-MHC (smooth muscle myosin heavy chain) 2, a-actina
de musculo liso ACTA2, MYH11, CNN1, h-caldesmon CALD1, SM22, CNN1y MYHL11 los cuales
participan activamente en la contraccién celular y moléculas de matriz extracelular como colageno tipo
IV®2L En su fenotipo maduro las SMC también suelen contar con una gran variedad de canales i6nicos
mediante los cuales perciben las sefiales circundantes?2.

Las SMC han tomado gran relevancia clinica ya se ha evidenciado que este tipo celular se
encuentra involucrado en procesos patologicos del sistema cardiovascular, siendo uno de los mas
estudiados la formacion de la placa ateromatosa, donde estas células se encuentran en un estado altamente
proliferativo, asi como en un estado de diferenciacion osteogénico y a su participacion altamente activa
en la secrecion de colageno y glucosaminoglicanos contribuyendo en la remodelacion arterial en arterias
dafadas por hipertension y aterosclerosis. Este tipo celular, también se encuentra altamente activo en
patologias vascular-pulmonar®,

Asi mismo se sabe que en condiciones patoldgicas el exceso en la produccion del anion super oxido (02)
por parte de las SMC puede causar estrés oxidativo ocasionando la inactivacién del NO y con ello la

alteracion del tono vascular.



2.4. Patologias vasculares y sus tratamientos

Como se menciono con anterioridad, los vasos sanguineos, especificamente el endotelio es el
encargado de proveer la correcta homeostasis del organismo, sin embargo, existen casos en los cuales las
células endoteliales pierden la capacidad de respuesta y con ellos la capacidad de mantener la
homeostasis, reflejada principalmente por la incapacidad de producir NO, citocinas, y factores de
crecimiento, las fallas de esta barrera o del endotelio han sido reportadas diversas patologias como la
aterosclerosis, la hipertension, enfermedades renales y edema pulmonar!, hecho que resalta la
importancia de su estudio. A este evento usualmente se le conoce como disfuncion endotelial y suele ser
causado por un estimulo agresivo que ocasiona un dafio a las células, o bien un proceso de inflamacion
cronica derivado de procesos de lipotoxicidad o glucotoxicidad.

Dentro de algunas patologias que afectan a los vasos sanguineos se encuentra la diabetes (DT)
mellitus tipo 1 (DT1), una patologia caracterizada por generar trastornos metabolicos por la ausencia de
la hormona insulina debido a la destruccion autoinmune de células B-pancredticas encargadas de
sintetizar dicha hormona y debido a que esta horma funciona como molécula sefializadora para la
internalizacion de la glucosa a nivel celular, la ausencia de ella genera un incremento en la concentracion
de glucosa en el torrente sanguineo, generando asi un proceso de glucotoxicidad. Por otra parte, la
diabetes mellitus tipo 2 (DT2) genera altas concentracién de glucosa en sangre debido a la incapacidad
de respuesta a la insulina a nivel periférico (resistencia a la insulina), la hiperglucemia generada en este
proceso promueve la glicosilacion no enzimatica de lipidos y proteinas en el torrente sanguineo?.

Asi mismos se presentan enfermedades cardiovasculares son consideradas como la principal
causa de muerte a nivel mundial, dentro de estas patologias se puede mencionar a la aterosclerosis® y sus
manifestaciones clinicas como la enfermedad arterial periférica caracterizada por la obstruccion de la
aorta abdominal y sus terminaciones?*. Enfermedad que pude clasificarse en proximal que involucra la
region aortoiliaca, la femoropoplitea y la enfermedad distal que involucra la region infrapoplitea donde
usualmente se acompafia de calcificaciones en la capa media arterial.

Durante los procesos patologicos de aterosclerosis se generan fuertes interconexiones con las
poblaciones vecinas del musculo liso, células mesenquimales que potencian una disfuncion de los
macrdfagos, lo que permite establecer migracion de células inflamatorias y reforzar un ciclo de dafio
tisular, lo que a su vez favorece la generacion de tejidos isquémicos, eventos trombaticos e infartos tanto
cerebrales como cardiacos. Dentro de las complicaciones de la aterosclerosis se identifican patologias
como sindrome coronario agudo donde se incluyen infarto agudo al miocardio con y sin elevacion del

segmento ST?°.



Dentro de algunos de los tratamientos farmacoldgicos para las patologias vasculares se encuentran
farmacos anticoagulantes como la heparina, la Warfarina y antiplaquetarios como el &cido
acetilsalicilico. Una lista detallada de algunas de las patologias cardiovasculares se indica en la Tabla 2,

donde muestra algunos farmacos, su dosis y el periodo de tratamiento.

Tabla 2. FArmacos empleados en cardiopatias

Enfermedad arterial Cilostazol 100 mg C/12h 3 a 6 meses 2
periférica
Pentoxifilina 400 mg ¢/12h 3 a6 meses 2
Acido acetilsalicilico y 80-150 mg p/diay 75  * 2
clopidogrel mg p/dia
Sindrome coronario Acido acetilsalicilico 160 — 325 mg * %
Nitroglicerina 0.4 mg 3dosisunacada5 %
Sublingual (con min
sospecha)
Nitroglicerina 10 mcg por min * %

endovenosa (falla

cardiaca)
*Sin definir

Por otra parte, dentro de los principales tratamientos quirdrgicos para la reconstitucion del flujo

sanguineo se encuentra el bypass el cual cuenta con reportes de al menos 570,000 realizado en arterias
coronarias al aio, mismo proceso que genera una importante demanda por tejidos vasculares para realizar
este tipo de trasplante?. Algunos de los tratamientos quirtirgicos de estas patologias se resumen en la
Tabla 3. Usualmente el uso de la cirugia depende del nivel de dafio que presente el vaso sanguineo

afectado.



Tabla 3. Tratamientos quirargicos en patologias cardiovasculares.

Tipo de patologia Tratamiento quirdrgico Indicados a pacientes con: Referencia
Enfermedad arterial Revascularizacién con injertos autélogos  Enfermedad aortoliaca, 28
periférica 0 sintéticos femoropopliteo y vasos distales
Amputacion de extremidad En pacientes con isquemia 2
critica.

Infarto agudo al miocardio Revascularizacion con injertos autélogos  Oclusién de arterias

o0 sintéticos coronarias

2.5. Medicina regenerativa

El area de estudio de la medicina regenerativa (MR) involucra la generacién de tejidos vivos y
funcionales para reparar o remplazar tejidos u 6rganos con pérdida de funcién debido a la edad,
enfermedad, dafio o defectos congénitos?’, por lo que este proceso involucra actividades como el cultivo
celular, la induccion a diferenciacion de células humanas y por altimo, la terapia celular que consiste en
la incorporacion o trasplante de células a un individuo. Actualmente dentro de las estrategias de terapia
celular se enlista una gran serie de trabajos de los que se puede mencionar procesos de trasplantes de
células de sangre de cordon umbilical humano para el tratamiento de patologias como las leucemias 282°,
asi como el trasplantes alogénicos de medula 6sea para el tratamiento de células falciformes donde se
reporta una eficacia del 90 % realizada con pacientes emparentados®.

Para realizar este proceso se inicia con la obtencion de la poblacion celular requerida a partir de un
individuo, para posteriormente ser manipuladas e inducir su proliferacion celular, para regresarlas
mediante técnicas de microinyeccion o trasplante de dispositivos celulares, que cuenten con la capacidad
de poder restituir la funcién celular adecuada de un tejido dafiado. De este modo para realizar dichos
procesos, la medicina regenerativa se apoya en procesos de ingenieria tisular, en los cuales después de
realizar cultivos celulares en diversas condiciones o de diferentes poblaciones, el cultivo se transfiere a
andamiajes celulares con diferentes caracteristicas fisicoquimicas y de biocompatibilidad.

Por otra parte, la poblacion celular cultivada y propagada in vitro, puede ser empleada en dos
estrategias diferentes, la primera es la de propagar las células hasta obtener el nimero suficiente y ser
reintroducidas a un paciente mediante técnicas de inyeccion o trasplante. La segunda estrategia es realizar
modificacion genética de la poblacion celular la cual usualmente consiste en la generacion de células
pluripotentes inducidas (iPCs) que cuentan con la capacidad de dar origen a los tres linajes de las capas
germinativas y con ellos generar células precursoras, asi como a células diferenciadas y completamente

funcionales para realizar el trasplante.



Otro tipo de trasplante celular es el realizado con dispositivos celulares los cuales se construyen
cultivando los tipos celulares sobre membranas de polimeros bidimensionales, creando un cultivo en
monocapa que puede ser implantado directamente en el paciente, ejemplo de ello es la generacion y uso
de apositos celulares de epidermis, que usualmente se encuentran conformados por queratinocitos y/o
fibroblastos cultivados en membranas de polimeros biocompatibles, que también pueden ser empleados
para el tratamiento de heridas dérmicas, como ulceras, quemaduras u otros traumatismos®.,

Por otra parte, la medicina regenerativa ha desarrollado areas de investigacion innovadoras para
proveer dispositivos médicos cada vez mas complejos, la mas relevante es la elaboracion de 6rganos
empleando la ingenieria tisular, que tiene como propdsito la generacion de diversos andamiajes con
caracteristicas de adherencia especifica para diferentes tipos linajes celulares. Dentro de los logros
reportados en la generacion de 6rganos se enlistan la generacion de es6fagos (neoeséfagos) para el
tratamiento de enfermedades congénitas o adquiridas® , vejigas, vaginas y la elaboracion y trasplante de
uretras en procesos de agenesia e hipoplasia congénita en infantes®.

Asi mismo, se ha realizado la generacion de algunos tejidos como epidermis, lo cual se ha logrado
al cultivar queratinocitos sobre membranas biocompatibles, las cuales han sido de diferentes tipos de
materiales. Esto ha permitido que compafiias biotecnoldgicas hayan desarrollado diferentes productos
para la atencion de heridas dérmicas. Los materiales empleados proporcionan un soporte estructural para

permitir un mejor crecimiento celular que favorece la correcta proliferacion celular.

2.6. Cultivos celulares
2.6.1. Cultivos bidimensionales

Dentro de los métodos mas empleados para el cultivo celular son los realizados en condiciones de
suspension y adherencia. Para el caso de cultivo en suspension se realiza para varias lineas celulares (un
tipo de células que posee la capacidad de proliferar indefinidamente) leucémicas como BALL-1, o células
troncales embrionarias o neurales. Por otra parte, en condiciones adherentes se lleva a cabo el cultivo
celular en monocapa que también es considerado como cultivo bidimensional en el cual se realiza el
cultivo de las células que necesitan del soporte para su crecimiento y proliferacion como son las células
epiteliales, musculares, endoteliales, nerviosas, entre otras.

Ademas, con este tipo de procedimientos se ha estandarizado el cultivo de diferentes estirpes
celulares humanas in vitro, lo que ha permitido que se desarrollen diferentes tipos de bioensayos como
la caracterizacion de procesos fisiopatologicos, ejemplo de ello es; la participacion de LDL-oxidadas en
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los procesos de calcificacion de VSMC en proceso patoldgicos como la aterosclerosis®, asi mismo ha
permitido identificar que moléculas como “gingipain”, proteasa secretada por Porphyromonas gingivalis
capaz de inducir la capacidad proliferativa de VSMC mediante la activacion de integrinas como la
osteopontina presente en este tipo celular®®. De igual manera los cultivos en monocapa también permiten

la caracterizacion directa de los farmacos sobre células humanas.

2.6.2. Co-cultivos celulares

Los co-cultivos celulares, son aquellos donde se realiza el cultivo de dos tipos o estirpes celulares
en el mismo medio de cultivo y pueden realizarse con ciertas variables, destacando el cultivo directo
donde existe un contacto entre los dos tipos celulares, este tipo de co-cultivo es muy utilizado en el
mantenimiento de células troncales o de células inducidas pluripotentes sembradas sobre una monocapa
confluente de fibroblastos que proveen de una gran cantidad de moléculas de sefializacion, mecanismos
de contacto célula-célula, células-matriz celular, asi como de la secrecidn de factores de crecimiento.

En particular el co-cultivo de células endoteliales (EC) y musculares lisas vasculares (VSMC) ha
permitido la generacién de modelos que permiten monitorear y evaluar algunas de las interaccion de
estas poblaciones, por ejemplo se ha demostrado la capacidad de reclutamiento que poseen las EC asi
como de modular el fenotipo de las VSMC, de un estado quiescente y contractil a un estado proliferativo
en procesos de dafio tisular 3. Asi mismo, se ha identificado la participacion de la vias del fosfatidil-
inositol-3-cinasa/Akt como la moduladora de la diferenciacion del fenotipo de las VSMC®* en
condiciones patoldgicas como arteriogénesis, aterosclerosis®® y re-estenosis en los mecanismos
reguladores en EC3. Ademas, el co-cultivo de las células endoteliales se ha ampliado a la generacion de
modelos angiogénicos que pretenden mejorar el cultivo de tejidos, asi como elucidar los procesos de

angiogénesis tumoral*® y presentarlo como un blanco terapéutico.

Por otra parte, el uso de células endoteliales en condiciones de co-cultivo con otros tipos celulares
como las células troncales embrionarias de raton (ESC, Embryonic stem cell) ha permitido la generacion
de progenitores pancreaticos expresando marcadores propios de progenitores pancreaticos como PDX-
1, Ngn3, Nkx6.1, proinsulin, GLUT-2, and Ptfla, hecho que contrasta con ausencia de estos marcadores
cuando las ESCs son cultivadas en ausencia de células endoteliales*, demostrando de esta manera su
capacidad para controlar el destino de estos tipos celulares, asi como su capacidad para mantener la
autorrenovacion en precursores pancreaticos “?, hechos atribuidos a su capacidad reguladora mediada por
contacto celular.

Por otro lado, la necesidad de contar con vasos sanguineos como dispositivos médicos dio inicio
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a la propagacion conjunta de los principales tipos celulares que componen a tales estructuras. Si bien el
uso de co-cultivos para mantener las poblaciones celulares es importante, el uso de un andamiaje o matriz
extracelular se torna indispensable para la generacion de estructuras semejantes a vasos sanguineos
capaces de albergar a estos tipos celulares, ejemplo de ello es el co-cultivos de HUVECs y VSMCs sobre
hidrogeles termosensibles*®, acido hialuronico**, colageno* entre otros.

Se han descrito algunos estudios preclinicos realizados en modelos murinos que han demostrado
un retraso significativo en la necrosis de extremidades inferiores mediante el uso de co-cultivos de
VSMC y HUVECSs crecidos en hidrogeles termosensibles logrando un incremento significativo en la

formacion de arteriolas y capilares comparados con los injertos de un solo tipo celular®.

2.6.3. Cultivos Tridimensionales

El cultivo tridimensional (3D) tiene como proposito el cultivo celular sobre estructuras capaces de
proveer un andamiaje extracelular lo mas parecido a la estructura del tejido que se quiere restituir, sobre
el cual las células puedan adherirse y asi facilitar su proliferacion y comunicacion celular, ademas de que
este tipo de cultivo posee la capacidad de desarrollar relaciones estructurales mas complejas como co-
cultivos de dos o mas tejidos, inclusive formar oOrganos. Por tal motivo, el uso de andamiajes
tridimensionales ha cobrado gran relevancia ya que estos pueden ser utilizados para el desarrollo de
dispositivos médicos Utiles para realizar trasplantes.

De esta manera, el desarrollo de condiciones de cultivo especializadas ha favorecido la
construccion de estructuras como vejigas y uréeteres, que presentan una mayor complejidad para su
cultivo, ya que es necesario el uso de andamiajes que proporcionen un mayor volumen, ademas de que
permitan un soporte extracelular que cumpla con el trabajo que poseen las matrices extracelulares,
facilitando la interaccion con diferentes moléculas solubles que participan en la comunicacion
intercelular, y que son necesarias para permitir el desarrollo, mantener su integridad y establecer la
sobrevivencia tisular de un 6rgano. Por otra parte, contar con protocolos que permitan el desarrollo de
drganos in vitro, ha abierto la oportunidad de estudiar la repercusion que podrian tener las drogas sobre
la diferenciacion celular, estableciendo asi bioensayos de teratogenicidad, sin necesidad de exponer a
fetos. Asi mismo, brinda la oportunidad de demostrar los posibles efectos toxicos de nuevos farmacos a
los que se les postule efectos sobre procesos de recambio tisular. Esta es una de las areas de mayor
oportunidad para el desarrollo de nuevos farmacos por la industria farmacéutica de uso obstétrico y en la
MR.

Es importante mencionar que los andamiajes extracelulares deben de contar con una serie de

12



caracteristicas como elasticidad, resistencia, capacidad de adherencia, sin adherencia plaquetaria, no ser
toxicas ni generar estrés celular, ademas de no ser trombogénicas. Algunos de los ejemplos en los cuales
se ha empleado el uso de las matrices extracelulares son en la construccion de vasos sanguineos, donde
se han empleado diversos materiales sintéticos, tales como politetrafluoroetileno (PTFE), Dacron ™%y
poliuretanos que se ha utilizado como sustitutos arteriales de aorta toracica (> 6 mm), abdominal, iliaca
y arterias femorales comunes®,

Actualmente el surgimiento de nuevas alternativas ha empleado el uso de tejidos y dérganos
descelularizados que consiste en retirar completamente las células de los tejidos y obtener la matriz
extracelular que los compone, un ejemplo de descelularizacion de 6rganos animales como arterias
cardtidas, corazones murinos, rifiones porcinos*, las cuales una vez terminado este proceso, la matriz
extra celular fue repoblada con nuevas células con el objetivo de recuperar su funcionalidad y asi ser

utilizadas como un dispositivo de trasplante?.

2.7. Dispositivos médicos

De acuerdo con la Comisién Federal de para Proteccidn contra Riesgos Sanitarios (COFEPRIS)
los dispositivos médicos también son denominados como insumos para la salud y son todas aquellas
sustancias, material, aparato o instrumentos empleados solo o en combinacion en el diagndstico,
monitoreo o prevencion de enfermedades y auxiliares en el tratamiento de las mismas, asi como los
empleados en el remplazo, correccion o restauracion de la anatomia o algun proceso fisioldgico humano.
Los dispositivos médicos pueden clasificarse segun su funcién o finalidad de uso en seis categorias
siendo el grupo | Equipo médico, grupo Il prétesis, ortesis y ayudas funcionales, grupo 111 Agentes de
diagndstico, grupo IV Insumos odontolégicos, grupo V materiales quirtrgicos o de curacion y grupo VI
productos higiénicos.

Asi mismo, los dispositivos pueden clasificarse por el riesgo que implica su uso agrupandolos en
tres clases, en la Clase | se enlistan todos aquellos insumos que su seguridad y eficacia estd comprobada
(usualmente de uso externo), en la Clase Il se encuentran aquellos insumos que usualmente se introducen
al organismo pudiendo permanecer menos de 30 dias y en la clase Il aquellos dispositivos que suelen
ser los aceptados recientemente en la préctica clinica o que se introducen en el organismo permaneciendo
mas de 30 dias®.

De esta manera, todos aquellos dispositivos destinados a sustituir la funcion o complementar una
funcion de un 6rgano o tejido humano, como las prétesis queda ubicado en el grupo |1, y dependiendo
de su uso pueden ser de clase I, 11'y 11,
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Aunado a esto es evidente que todos aquellos dispositivos médicos deben de contar con un
registro sanitario el cual debe estar avalado por estudios preclinicos y de biocompatibilidad, como los
son: estudios de citotoxicidad, de sensibilidad, reactividad, toxicidad sistémica entre otros*.

Dentro de los dispositivos mas utilizados estan aquellos fabricados a partir de materiales sintéticos
que aun poseen caracteristicas perjudiciales como: desarrollo de anastomosis, hiperplasia de la intima,
coagulacion y trombogénesis. Dichas complicaciones han establecido la necesidad de desarrollar
alternativas biotecnolégicas. Una de ellas es proporcionada por parte de la MR, cuya propuesta
promueven el uso de células del mismo individuo, una vez que se realiza su extraccion, el siguiente paso
es reprogramarlas para generar el fenotipo requerido. Asi mismo, es posible, aislar la estirpe celular
requerida e inducir su proliferacion para contar con la poblacion celular necesaria y de esta forma ser
devueltas al paciente inicial, con lo que se pretende restituir la funcién original del tejido dafiado, con la
ventaja de evitar el rechazo inmune.

Algunas de las caracteristicas con las que deben contar los andamiajes son las de ser
biocompatible, hemocompatible, no trombogénicas, no inmunogénicas y biodegradables*. Ademas de
cumplir con ciertos criterios que deben ser evaluados para el cultivo celular, dentro de los que destacan
proveer una correcta adherencia celular y la carencia de efectos de citotoxicidad, asi como evitar el estrés
oxidativo.

De esta manera, con la intencion de generar vasos sanguineos para dispositivos médicos con uso
para trasplante, se han empleado diversos andamiajes extracelulares obteniendo resultados alentadores
para la construccion de estructuras cilindricas capaces de dar soporte a células musculares?, y células
endoteliales. Dentro de los materiales utilizados para la construccién de estos andamiajes se pueden
encontrar dos grupos, los de origen natural como: vasos sanguineos descelularizados y biomateriales
como polimeros de colageno y elastina, entre otros. Dentro del segundo grupo se encuentran los
andamiajes biodegradables de origen sintético como poliéster y de acido polilactico (PLA).

Asi, la MR ademas de proveer dispositivos de uso para trasplantes ha permitido la estandarizacién
de cultivos celulares que ha abierto la posibilidad de generar bioensayos para evaluar la actividad de
nuevos farmacos, asi como sus posibles efectos toxicos. Por ello, es relevante la generacion de estructuras
tridimensionales semejantes a los vasos sanguineos tanto estructural como funcionales, ya que esto
permitiré la generacion de modelos donde se analicen los procesos fisiopatoldgicos de patologias como
la ateroesclerosis in vitro?! y la evaluacion de moléculas vaso reguladoras, que facilitaran por una parte
su estudio, y por otra identificar blancos terapéuticos que puedan ser empleados para el desarrollo de
nuevos farmacos que eviten la afectacion de poblaciones aledafas.

De esta manera, ha tomado gran relevancia establecer procedimientos que proveen una forma
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menos agresiva para realizar dichas cirugias, evitando asi dobles intervenciones, una sobre la zona de

donde se obtiene el injerto y la otra sobre la region donde se realizard el trasplante.

2.8. Evaluacion de dispositivos médicos

2.8.1. Evaluacion de citotoxicidad generada por poliuretanos

La medicion de la actividad citotdxica es ampliamente utilizada para la evaluacion de los efectos tdxicos
inducidos por farmacos sobre distintas poblaciones celulares con el propésito de detectar si poseen un
efecto adverso sobre las células blanco. Estos ensayos son importantes ya que permiten detectar los
efectos tdxicos de diversas moléculas en cultivos celulares antes de que estos sean probados en modelos
animales y por ultimo en humanos. Asi mismo, es importante mencionar que existen varios métodos para
realizar estas determinaciones siendo el método de Sulfurodamina B (SRB) (Figura 2) el mas empleado
para esta evaluacion, ya que esta molécula es considerada como no destructiva para las células, ademés
de poseer una alta sensibilidad comparada con otros ensayos de fluorescencia.

El fundamento de este ensayo se basa en la capacidad del colorante SRB para enlazarse
electrostaticamente con los residuos de los aminoacidos basicos de proteinas tifiendo de esta manera las
células presentes y facilitando su medicion a una longitud de onda (1) de 570 nanémetros (nm) >, de esta
manera la intensidad de la coloracion rosada medida por absorbancia, es proporcional a la cantidad de
células presentes en la condicion. Este método inicialmente disefiado para la evaluacion de farmacos con
actividad citotoxica para células cancerigenas®, mediante la cuantificacion de la pérdida del nimero de
células bajo diversos tratamientos, lo que permite evaluar la citotoxicidad generada por compuestos

quimicos y naturales empleados para el tratamiento de diversas enfermedades®:.

QNa

Figura 2. Molécula de sulfurodamina B. Molécula que se une a los

aminoacidos de las proteinas contenidas en las células cultivadas in vitro.
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2.8.2. Evaluacion de estreés oxidativo por poliuretanos

Se reconoce que las células y los tejidos pueden sufrir dafios causados por el desbalance en la
produccidn de especies reactivas de oxigeno (ROS del inglés Reactive Oxygen Species) y a la
incapacidad celular de poder suprimir a estas moléculas, debido a que ciertas reacciones quimicas pueden
provocar un incremento en la produccién de ROS es posible que se favorezca un evento de estrés
oxidativo. Existen diversas maneras de evaluar la capacidad funcional del endotelio y determinar las
ROS una de ellas es mediante la deteccion por fluorescencia empleando fluorocromos afines a éstas
moléculas y cuantificando la fluorescencia emitida, otro ensayo empleado para la identificacion de ROS
es empleando el método indirecto de oxido-reduccién del nitroazul tetrasolio (NBT por sus siglas del
inglés Nitroblue Tetrazolium), el cual durante su reaccién es convertido a formazan en los lisosomas
celulares por la enzima NADH oxidasa que transfiere un H del NADH al NBT (Figura 3)°.

Otra forma de evaluar la disfuncién endotelial es mediante la cantidad de 6xido nitrico (NO) que se
produce por las células endoteliales, lo que induce vasodilatacion al relajar a las células musculares lisas,
el efecto se compara por el porcentaje en el cambio del didmetro de los vasos sanguineos, ademas de que

ésta vasodilatacion puede ser comparada con la vasodilatacion generada por farmacos donadores de NO.

N0, O NO ON
Ollo—dr0 OLlin o0
CHS OCHa % CH30 OC:Ha

NBT (Amarillo palido) Formazan (Megro azulado)

Figura 3. Reaccion de reduccion del NBT. Imagen que muestra la reaccion de oxido
reduccion que permite el cambio colorido de NTT de color amarillo a formazan de color

negro azulado.

De igual manera la generacion de co-cultivos de células de endoteliales y musculares lisas han
demostrado ser un modelo adecuado para el estudio de procesos fisiopatologicos como el realizado por
J. Jeffrey demostrando que las especies reactivas de oxigeno pueden modular la permeabilidad del

endotelio hacia I-LDL en células endoteliales y co-cultivos, mas no en células musculares®.
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2.9. Los poliuretanos

Los poliuretanos son polimeros ampliamente utilizados a nivel mundial para la construccion de
materiales plasticos con diferentes propiedades rigidas y flexibles. Estos polimeros pueden clasificarse
dependiendo de sus caracteristicas fisicas en siete grupos principales: losas flexibles, espumas moldeadas
flexibles, espumas rigidas, elastémeros sélidos, moldeo por inyeccion de reaccion (RIM del inglés
Reaction Injection Molding), respaldo de alfombra y formulaciones de dos componentes®®. Estas
caracteristicas le brindan una amplia gama de usos, por lo que son empleados en diversos sectores
industriales, asi como en el sector salud para la generacién de dispositivos médicos.

Los poliuretanos son polimeros que contienen grupos uretanos en su estructura medular, ademas
de que pueden contener enlaces de tipo uretano, alifaticos y aromaticos, estos polimeros también pueden
poseer grupos funcionales de hidrocarbonos, aromaticos, éster, éter, amidas, ureas e isocianuratos®®,
caracteristicas que dependeran del proceso de sintesis y los reactivos empleados.

Los poliuretanos son producidos por reaccion de condensacion de isocianatos y un material con
grupos hidroxilos funcionales como lo son los polioles que son reaccionados en diferentes condiciones.
Uno de los métodos de obtencion de estos polimeros es la sintesis por etapas, dando como resultado la
generacion de presentar regiones o segmentos flexibles y segmentos rigidos dentro de su estructura
quimica, por lo que a estos polimeros suelen denominados como poliuretanos segmentados. El proceso
de sintesis por etapas cuenta con dos procesos, siendo el primer proceso la pre-polimerizacion vy el
segundo proceso de extension de cadena. Para llevar a cabo la reaccién de sintesis de poliuretanos, es
necesario conocer las propiedades de reaccion de cada uno de sus reactantes que conformaran su
estructura °’.

Actualmente nuevos estudios preclinicos de dispositivos médicos a base de fibroina de seda y
poliuretano (Pellethano®) en mezcla 1:1 estan siendo evaluados como sustitutos de vasos sanguineos y
han presentado algunas ventajas como mayor facilidad al implantar, infiltracidn de células y colageno en
la primer semana y sin generar calcificacion hasta tres meses del implante, todo esto comparado con el
politetrafluoroetileno expandido (ePTFE) el cual comienza con acumulaciones de calcio a las cuatro
semanas y no acumula colageno hasta los 4 meses del implante, ademas, de ser no bioabsorbible>®.

Por otra parte, algunos trabajos de investigacion realizados con anterioridad en nuestro grupo de
trabajo han demostrado la capacidad de adherencia y citotoxicidad causada por diversos materiales
sintéticos, destacando el uso de una membrana compuesta de poliuretano y el correcto crecimiento y
proliferacion de células endoteliales cultivadas sobre una membrana bidimensional compuesta por

poliuretanos. Dicho trabajo fue realizado por Perales en el 2013 *°, seguido de trabajos posteriores en los
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que se evaluaron el crecimiento y proliferacion de queratinocitos, demostrando una baja toxicidad y una
correcta adherencia por parte de estas células®®. Por otra parte también se sabe que el uso de estas
membranas en cultivos celulares puede generar estrés oxidativo, esto debido al tipo de materiales que
son utilizados para construir dichas estructuras, de este modo es importante mencionar que también ya
se han estandarizado protocolos para evaluar el efecto de estrés oxidativo de moléculas bioactivas en
células endoteliales®?, por lo que este protocolo puede ser orientado a la evaluacion del estrés oxidativo
generado por las membranas de poliuretano.

Uno de los materiales que se han empleado para el desarrollo de estructuras vasculares es el
Tecoflex, por lo que se decidié realizar una membrana con dicho material. Las peliculas formadas con el
polimero Tecoflex presentaron caracteristicas muy elasticas, mayores que las presentadas por las
elaboradas de poliuretano-cys.

Dentro del uso clinico de los poliuretanos se puede mencionar su aplicacion como dispositivos
de remplazo dérmico, para su uso en lesiones graves generadas por quemaduras, en dicho estudio se
eligieron 10 pacientes a quienes se les aplico espuma de poliuretano (Novosorb) obteniendo una

asimilacion total del polimero en 367 dias L.
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El incremento y prevalencia de patologias metabolicas como diabetes y obesidad en México,
representa un problema de salud puablica, debido a que estas patologias son consideradas como
enfermedades que condicionan la aparicion de complicaciones que pueden ser la causa de muerte de
muchas personas, estos padecimientos son: hipertension, estenosis, arteriosclerosis, aterosclerosis y en
ltima instancia sus consecuencias como la generacion de tejidos isquémicos o el padecimiento de
infartos cardiacos o cerebrales. Por tal motivo es necesario comprender detalladamente los mecanismos
fisiopatologicos de estos padecimientos con la intencion de identificar puntos clave en el proceso de su
desarrollo, y con ello establecer posibles blancos especificos para la generaciéon de nuevas moléculas o
productos para revertir los dafios ocasionados por las diferentes condiciones a las que son sometidos los
vasos sanguineos.

De esta manera el desarrollar estructuras arteriales in vitro es importante en primera instancia
para realizar la evaluacion de dafios bioquimicos y metabolicos generados por trastornos bioquimicos
como es el estrés oxidativo, la glucotoxicidad y la lipotoxicidad, lo que brindara la oportunidad de llevar
a cabo la evaluacion de nuevas substancias quimicas o farmacos que puedan ser utilizados como
moduladores del tono vascular sanguineo o que posean la capacidad de revertir los cambios bioquimicos
que inducen dafo vascular. Por otra parte, el desarrollo de estas estructuras tridimensionales arteriales
permitird la generacion de nuevos dispositivos médicos que podrian ser empleados en trasplantes para
pacientes que requieran procedimientos de derivaciones vasculares. De esto surge la siguiente pregunta:
¢Los andamiajes tridimensionales pueden ser un soporte bio-compatible para co-cultivos de células

endoteliales y musculares lisas, sin generar estres oxidativo o citotoxicidad?
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4. HIPOTESIS

e | os poliuretanos reabsorbibles no induciran citotoxicidad ni estrés oxidativo, por lo que
permitiran el cultivo de células endoteliales y musculares lisas vasculares sobre dichas

estructuras.

5. OBJETIVOS

5.1. Objetivo general.

= Establecer condiciones adecuadas de cultivo para evaluar la citotoxicidad y estrés oxidativo en

células endoteliales y musculares lisas sobre membranas de poliuretanos.

5.2. Objetivos especificos.

= Obtener cultivos homogéneos de células endoteliales y musculares lisas.

= Establecer las condiciones éptimas de propagacion de las células musculares lisas vasculares.

= Evaluar el efecto citotoxico de membranas de poliuretanos en cultivos de células endoteliales y
musculares lisas vasculares en cultivos bidimensionales.

= Evaluar la generacion de estrés oxidativo causado por las membranas de poliuretano en cultivos
de células endoteliales y musculares lisas vasculares.

= Generar co-cultivos de células endoteliales y musculares lisas.

= Evaluar el estrés oxidativo del co-cultivo de células endoteliales y musculares lisas sobre

membranas de poliuretanos.
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6. MATERIAL Y METODOS

6.1. Esquema general del proyecto

La estrategia experimental realizada en este proyecto se ilustra en la Figura 4.

Células endoteliales de vena de cordon umbilical humano
(HUVECs:)
Células musculares lisas vasculares (VSMCs)

Cultivo celular Caracterizacion

: I

\

Sintesis d Evaluar la Caracterizacion morfologica,
ntesis ae »| citotoxicidad de los molecular y seguimiento de
Poliuretanos polimeros por SRB comportamiento de cultivo

!

Medicion de estrés
oxidativo por NBT

I

Co-cultivo
bidimensionales

Figura 4. Esquema general del proyecto de investigacion. Esquema
gue muestra de manera resumida los procedimientos realizados en

este proyecto.

6.2. Sintesis y caracterizacion de poliuretanos

6.2.1. Sintesis de poliuretanos

La sintesis de poliuretanos se realizé en colaboracion con el Centro de Investigacion Cientifica
de Yucatan (CICY) y para ello se pesaron 7.384¢g de policaprolactona la cual fue secada a 60°C por 24
horas en estufa de presion negativa con el objetivo de eliminar el exceso de agua para evitar su reaccion
durante el proceso de sintesis. La reaccion de sintesis fue realizada en cdmara de guantes con atmosfera
de Nitrogeno, durante la primera etapa conocida como pre-polimerizacion se adiciono la policaprolactona
seca, 20 ml de N-N- dimetilformamida, 1.91 gr de diisocianato y 18 ul del catalizador octoato de estafio,

dejando reaccionar durante 4 horas a 70 °C con agitacion constante a 120 rpm. Para la segunda etapa
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conocida como extension de cadena de adicionaron 0.58g del aminoacido y se continu6 la reaccion a
70°C a 120 rpm por 2 horas. El producto de reaccién se precipitd en agua destilada a 25°C y se dejé en
agitacion por 72 horas aproximadamente. Posteriormente se eliminé el agua por filtracion utilizando un
equipo de vacio y una vez terminado el lavado, el polimero se secé por 24 horas en estufa de presion

negativa.

6.2.2. Elaboracion de membranas de polimeros

Para la elaboracion de peliculas (0 membranas) de los diferentes polimeros se pesaron 2 g y se
disolvieron en 40 ml de Tetrahidrofurano (THF) por 5 horas, a continuacion, el producto de la disolucién
se vertio en un molde de teflon (Figura 5) y se dejo secar toda la noche.

También se llevo a cabo la elaboracion de otras membranas con el polimero Tecoflex® donados
por el CICY, polimero empleado comercialmente para la elaboracion de dispositivos vasculares, por otro
lado, con el objeto de poder combinar las propiedades de los dos polimeros utilizados se realiz la mezcla
de poliuretano-Tecoflex en proporciones 1:1 con el polimero M2 utilizando las mismas condiciones y

concentraciones mencionadas anteriormente.

Figura 5. Pelicula de poliuretano en molde de teflén. Imagen que muestra la
elaboracién de una pelicula 0 membrana de poliuretano, previamente vertido

y secado por evaporacion.
Una vez realizadas las membranas de los diferentes polimeros, se realizd la construccion de las
estructuras cilindricas por el método de enrollado, proceso donde el proceso de elaboracion de las
membranas es interrumpido antes de terminar completamente su secado y éstas son enrolladas sobre un
cilindro de teflon de 6 mm de diametro que es retirado al término del enrollado, generando de esta manera

una estructura tubular.
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6.2.3. Microscopia electronica de barrido

Con el objeto de observar detalladamente la superficie de cada una de las membranas de poliuretanos se
realiz6 un analisis por microscopia electronica de barrido, este analisis se realizd con apoyo del
Laboratorio de Microscopia del Centro de Desarrollo de Productos Bidticos (CEPROBI) empleando el
microscopio electronico de la marca Carl Zeiss modelo EVO-LS10 life science, usando una presién de
vapor de agua de 10 pascales (Pa), equipo capaz de operar sin tratamiento o recubrimiento de las muestras

para su visualizacion.

6.2.4. Esterilizado de membranas de poliuretanos

Para la evaluacién bioldgica de los distintos poliuretanos fue necesario contar con los polimeros
estériles por lo que el primer paso fue realizar cortes circulares con 5 mm de diametro empleando un
punch para biopsias, area suficiente para realizar los bioensayos en placas multipozos de 96. Una vez
obtenidos todos los cortes, estos fueron lavados 3 veces con agua milli-Q estéril, se incubaron con etanol
70% por 1 hora, se lavaron nuevamente 3 veces con agua milli-Q estéril y se incubaron con PBS 1X por
24 horas. Una vez terminado el tiempo de incubado, los polimeros se retiraron del PBS y se secaron. Por
ultimo, cada uno de los cortes realizados se esteriliz6 con luz ultravioleta (UV) 30 min por cada lado, los
cortes de poliuretanos se almacenaron en tubos conicos para centrifuga de 50 ml, se aislaron de la

humedad y se cubrieron con papel metalizado hasta su uso.

6.3. Propagacion y caracterizacion de los cultivos celulares

6.3.1. Obtencion de los tipos celulares.

Las células endoteliales de vena de cordon umbilical humano HUVECs (por sus siglas del inglés
Human Umbilical Vein Endotelial Cells, ATCC® PCS-100-010™ Normal, Human) y las células
musculares lisas vasculares (VSMCs, del inglés Vascular Smooth Muscle Cells, PCS-100-021 Primary
Coronary Artery Smooth Muscle Cells; Normal, Human (HCASMC)) se adquirieron de la compafiia
ATCC. Para el caso de las HUVECs fueron propagadas utilizando el método ya estandarizado en nuestro
laboratorio por Acosta en el 2012%2, para el cual se empleo el medio denominado como UDMM-ENDO
el cual contiene los reactivos glutamax, Suero fetal bobino (FBS), acido ascorbico, heparina e
hidrocortisona, asi como los factores de crecimiento necesarios para realizar su propagacion (FGF, EGF,
IGF y VEGF). El total de células contenidas de los tubos de criopreservacion se descongelaron, contaron

y se sembraron en cajas Petri de 100 mm para cultivo celular a una densidad de 9,090 cel/cm? (células
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por centimetro cuadrado) y sus pases o subcultivos fueron realizados cuando los cultivos presentaron una
confluencia del 80%, para el desprendimiento y disgregado de este tipo celular se utiliz6 el reactivo
Triple Express. Las células fueron incubadas a una temperatura de 37 °C y CO2 5%.

El cultivo de VSMC se realizé siguiendo las especificaciones recomendadas por ATCC, para lo
cual fue empleado el medio comercial vascular (ATCC® PCS-100-030) adicionado con el kit de
crecimiento VEGF (ATCC® PCS-110-042), las células se descongelaron, contaron y sembraron a una
densidad de 5000 cel/cm? y se incubaron a 37 °C en un ambiente con CO2 5%. Los pases fueron
realizados cuando las células presentaron un 80% de confluencia empleando tripsina al 0.25 % para
realizar su disgregado.

Una vez realizado el disgregado de los tipos celulares se realiz6 su conteo en camara de Neubauer.
Para la identificacion de las células muertas se empled el colorante azul de tripano, ya que posee la
capacidad de unirse a las células muertas permitiendo de esta manera hacer la distincién entre las células
vivas. El conteo se realiz6 promediando 5 cuadrantes de la cdmara de Neubauer multiplicado por el factor

de dilucién y por el volumen total de mezcla, la formula se indica a continuacion.

Formula 1, Total de células vivas. Cv = [((c1+ c2+ c3+ c4 + ¢5) /5) *20000]* ml

Donde c1= cuadrante 1, c2= cuadrante 2, etc. 20000= es el factor de dilucion y ml= el volumen

total de medio en el que se encuentran resuspendidas el total de células disgregadas.

6.3.2. Parametros estadisticos

Durante el cultivo de los dos tipos celulares, se realizé la evaluacion de parametros como la densidad de
sembrado, tiempo de cultivo, rendimiento, porcentaje de viabilidad, doblaje poblacional y tiempo de

doblaje. Las formulas utilizadas para realizar estos calculos se enlistan a continuacion.

Formula 2, densidad de sembrado. D= No. de células inoculadas
Area de cultivo

Formula 3, tiempo de cultivo. Tc= No. de dias u horas entre cada subcultivo

Formula 4, rendimiento. R= No. total de células vivas
Area de cultivo
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Formula 5, porcentaje de viabilidad. Vb = _No. células vivas*100
(No. cel vivas + No. cel muertas)

Formula 6, doblaje poblacional. DP= log 2(cel vivas al tiempo 1/cel vivas al tiempo 0)

Formula 7, tiempo de doblaje. TD= Horas de cultivo/DP

De esta manera los datos obtenidos del cultivo de HUVECs y VSMCs fueron graficados y son

presentados en la seccion de resultados.

6.4. Generacion de un medio de cultivo para el cultivo de VSMCs

Durante la propagacion de VSMCs se encontro con la necesidad de desarrollar un medio de
cultivo de mayor accesibilidad y un menor costo, de esta manera se inicié con la busqueda de una formula
que permitiera propagar y mantener el fenotipo de este tipo celular en nuestro laboratorio. Para lograr
este objetivo se formularon y evaluaron distintos medios de cultivo basados en articulos previamente
reportados, asi como el conocimiento generado dentro de nuestro laboratorio. Para el cultivo de VSMCs
se empleo el medio de cultivo DMEM F-12 asi como distintas combinaciones de factores de crecimiento
y aditivos como antibiotico, Glutamax, suero fetal bobino, &cido ascorbico y etc.

Para la evaluacion del cultivo de VSMC se realizaron dos experimentos siendo el primero el
ensayo colorimétrico de SRB para evaluar el porcentaje de células en cultivo y el segundo por
propagacion en cajas Petri de 100 mm de diametro con adherencia para evaluar su comportamiento. El
ensayo colorimétrico se realizo en placas de 24 pozos con una densidad de cultivo de 5000 células por
cm? para los tres primeros medios de cultivo y fue modificada a 9090 cel/cm? para los Gltimos medios y
con replicas cuadruples la cuales fueron incubadas a 37 °C con 5% de COg, las placas de cultivo de
VSMC fueron fijadas con acido tricloroacético al 10% a las 24, 72 y 168 horas de cultivo (Dias de cultivo
1, 3y 7 respectivamente).

De manera inicial, se generaron dos medios de cultivo y se compararon con el medio
comercializado distribuido por ATCC. Para la generacion del primer medio de cultivo se emplearon los
aditivos mencionados por ATCC en los que se encuentran factores de crecimiento como FGF-basico (5
ng/ml), EGF (5 ng/ml) y los reactivos Glutamax 10%, insulina (5 ug/ml), &cido ascorbico (50ug/ml) y
SFB 5% vy utilizando como medio base DMEM-F12 suplementado con HEPES, el cual se emple6 para
la generacion de los diferentes medios de cultivo. De esta manera el primer medio de cultivo se designo
como Formula-ATCC vy se designado como medio MD 1. El segundo medio se elabor6 con la formula

reportada para el cultivo de estas células el cual incluye medio base DMEM-F12 con HEPES adicionando
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10% de SFB y fue designado como medio MD 2.

De los resultados obtenidos fue claro que no teniamos las condiciones méaximas de propagacion,
por lo tanto con el objetivo de mejorar la eficiencia del medio de cultivo, se realiz6 la mezcla de los
medios evaluados con anterioridad y el medio elaborado fue designado como MD 3y la formulacion fue
la siguiente: FGF-b (5 ng/ml), EGF (5 ng/ml) y los reactivos Glutamax 5%, insulina (5 ug/ml), acido
ascorbico (50ug/ml) y SFB 10%.

Debido a que los resultados de cultivo y propagacion celular no mostraron una mejoria en el
cultivo de VSMC fue necesario formular nuevos medios de cultivo, en este caso se adiciono el Factor de
derivado de plaquetas (PDGF) y se design6 como MD 4 ya que se sabe que éste activa la proliferacion
de las VSMC®, de esta manera la formulacion quedo compuesta por con los siguientes aditivos: PDGF
(15ng/ml), FGF-b (5 ng/ml), EGF (5 ng/ml) y los reactivos Glutamax 5%, insulina (5 ug/ml), &cido
ascorbico (50ug/ml) y SFB 10%, asi mismo con el objetivo de evidenciar si otros medios de cultivo o
alguno se sus componentes con los que se cuentan en el laboratorio favorecian la proliferacion de este
tipo celular, las VSMC se crecieron en los medios de cultivo UDMM-EPI y UDMM-ENDO, Una vez
realizada la evaluacién los resultados obtenidos mostraron un incremento en la propagacion de las
VSMCs cuando se cultivaron en el medio UDMM-EPI, sin embargo fue necesaria una nueva formulacion
de medios, ya que, aungue con el cultivo con el medio UDMM-EPI favorecid la propagacion de VSMCs,
estas células perdieron su completamente su morfologia.

De esta manera, los resultados generados hasta ese momento indicaron un bajo indice de
proliferacion o bien un cambio morfoldgico, por lo que se realizaron nuevas formulaciones de medios
las cuales contuvieran el factor de crecimiento TGFB-1 el cual se conoce que promueve la proliferacion
de VSMCs, ademas con el previo conocimiento de que el medio UDMM-EPI ayuda en la propagacion
de VSMC, se emplearon algunos componentes para generar nuevos medios de cultivo. A continuacion
se formularon 3 medios de cultivo con los factores y aditivos que contiene el medio MD 3 y fueron
suplementados y designados como se menciona a continuacion, el primer medio fue suplementado con
TGF-B1 para obtener una concentracion final de 5 ug/ml y fue designado como MD 3.1, el segundo
medio fue suplementado TGF-B1 e IGF para una concentracion final de 5 ug/ml y 15 ug/mi
respectivamente por lo que fue designado como MD 3.2 y por Gltimo, en base a los resultados obtenidos
del cultivo de VSMC en medio UDMM-EPI se tomo la decision de utilizar algunos de sus componentes
que no contenian los medios formulados hasta ese momento, por lo que de esta manera se eligieron los

reactivos adenina e hidrocortisona y el medio fue designado como MD 3.3.
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6.5. Caracterizacion por inmunocitofluorescencia

Asi mismo, durante su propagacion fue importante realizar su seguimiento morfolégico y
molecular con el objetivo de verificar que su fenotipo no sufra cambios debido a su propagacion in vitro
con el transcurso del tiempo de cultivo, por lo que se llevd acabo su monitoreo mediante

inmunocitofluorescencia para la deteccion de moléculas caracteristicas de ambos tipos celulares.

Para ambos casos las células fueron sembradas en cubreobjetos de cristal redondos con un diametro de
18 mm y un area de 2.54 cm?, los cuales previamente fueron tratados con poli-D-lisina 0.25% para
permitir la adherencia celular. A cada cristal se le adicionaron 40,000 células obteniendo una densidad
de 15,748 cel/lcm?y fueron crecidas en su respectivo medio de cultivo por 24 horas a 37°C con 5% de
CO..

Los cultivos fueron fijados con paraformaldehido al 4% por una hora a 4°C y posteriormente fueron
lavadas con 2 veces con PBS 1X, por ultimo, los cultivos fueron almacenados con PBS 1X maximo por
una semana hasta realizar su evaluacion.

Los cultivos fijados fueron permeabilizados con Triton 100X diluido a 0.25% por 20 min a temperatura
ambiente, a continuacion, fueron incubados con la solucion de blogueo por 30 min, posteriormente se
incubaron por una hora con los anticuerpos primarios correspondientes para cada tipo celular como se
indica a continuacion.

Para el caso de las HUVECs se emplearon anticuerpos primarios especificos para la deteccion del
factor de Von Willenbrand (VWF) de la marca ABCAM catalogo ab9378 a una dilucion 1:100 y el
receptor del factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF-R o FIK-1) de la marca Thermo Fisher
catalogo RB-1526-P a una dilucion 1:100.

Para el caso de VSMC se utilizaron los anticuerpos primarios especificos para la deteccién de
actina de musculo liso de la marca Themo Fisher catdlogo MS-113-P1 a una dilucion 1:800, el anticuerpo
primario para la deteccion de miosina de musculo liso de la marca Bio SB catalogo BSB 5927 a una
dilucion 1:500.

Al término de la incubacion se realizaron 5 lavados con la solucion de lavados y se adiciono el
anticuerpo secundario, para el caso de las HUVECs se emple6 el anticuerpo secundario de cabra anti-
conejo fluoresceinado marca Invitrogen catalogo A-11034 a una disolucién de 1:1000 y para el caso de
las VSMC se emple6 el anticuerpo secundario fluoresceinado anti-raton de la marca Thermo Fisher
catalogo A-11002 a una dilucién 1:1000, una vez concluido el tiempo de incubacién las muestras se

lavaron 5 veces con TBS. Por ultimo las muestras se tifieron con el fluorocromo DAPI de la marca Insitus
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Biotecnologies con el nimero de catalogo F203/F204 (0.5 ug/ml) a una dilucion 1:25.
La captura de las imagenes se realizo en el area de patologia del Hospital del nifio y el Adolescente
Morelense, empleando un microscopio de epifluorescencia de la marca Olimpus BX61 con cdmara

Evolution VF Cooled color.

6.6. Evaluacion citotoxica de poliuretanos en cultivos celulares

Uno de los requerimientos para llevar a cabo la evaluacién de citotoxicidad celular es la
evaluacion del comportamiento celular en condiciones normales de cultivo, por ellos se realizo el
seguimiento del cultivo celular empleando una curva de densidad celular por lo cual las HUVECs fueron
sembradas en placas de cultivo de 96 pozos sembrando 312.5, 625, 1250, 2500, 5000, 10000, 20000,
40000 y 80000 cel/cm? (o bien 100, 200, 400, 800, 1600, 3200, 6400, 12800, 25600 células por pozo
respectivamente) cada una de las placas fue fijada cada 24 horas por 8 dias con &cido tricloroacético
(TCA) al 10% y fue evaluada mediante el método colorimétrico de Sulfurodamina B indicado en el
siguiente apartado.

La evaluacidn citotoxica de poliuretanos en cultivos de HUVECs y VSMC se realiz6 mediante el
método colorimétrico de Sulfurodamina-B (SRB), para ello, los dos tipos celulares fueron propagados
con sus respectivos medios de cultivo a 37°C con 5% de CO2 en cajas multipozos de 96 con 3200
células/pozo. Una vez transcurridas 72 horas de cultivo, cuando los cultivos alcanzaron el 60% de
confluencia, se realizé un cambio de medio al 50%, seguido de la adicion de los diferentes poliuretanos
estériles. Tras 24 horas de cultivo los poliuretanos fueron retirados uno a uno con apoyo de pinzas de
diseccién y una vez terminado este proceso los cultivos celulares fueron fijados con acido tricloroacético
al 10% por 1 hora, sequidos de lavados 5 con aguas destilada a 4°C y secados a temperatura ambiente
por 12 horas. A continuacion, los cultivos ya fijados se tifieron con la SRB por 30 minutos a temperatura
ambiente, se lavaron cinco veces con &cido acético 1% y se secaron por 30 min en campana de flujo
laminar, el colorante SRB se solubilizé con Tris base al 1% y la absorbancia se midio en un lector de
placas SINERGY 2 a una longitud de onda de 570nm. Los resultados de la absorbancia para cada
condicion fueron comparados con el cultivo de los tipos celulares sin poliuretanos y su andlisis se realizd
mediante estadistico para determinar si las membranas de poliuretanos (PU) causan un efecto toxico en
los cultivos. De esta manera se evalué un total de seis diferentes poliuretanos los cuales fueron
designados como: PL 1, PL 2, PL 3, PL 4 (Tecoflex), PL 5 (mezcla) y PL 6.
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6.7. Evaluacion del estrés oxidativo en cultivos celulares

La evaluacién de la generacion de estrés oxidativo por parte de los poliuretanos en cultivos de
HUVECs y VSMCs se realiz6 mediante la deteccién del formazan generado por la reduccién de nitro
azul tetrasodio (Nitro blue tetrasolium, NTB) por las especies reactivas de oxigeno presentes en los
cultivos. Las HUVECs y VSMCs se cultivaron en placas de 96 pozos inoculando 3200 células por pozo,
a las 72 horas de cultivo y una vez que éstas alcanzaron el 60% de confluencia se adicion6 cada uno de
los diferentes poliuretanos estériles a los cultivos celulares y se dejaron incubar por 24 horas. A la par de
la adicion de los poliuretanos y con el objetivo de contar con un control positivo de estrés oxidativo 6
pozos de cultivo con su respectivo tipo celular, fueron adicionados con piocianina a una concentracion
final de 5 uM. Una vez culminado el tiempo de incubacion los poliuretanos se retiraron uno a uno con
ayuda de pinzas de diseccion. ElI medio de cultivo se retird y se realizé un lavado a todos los pozos en
cultivo realizado con buffer de fosfatos formula Dulbecco 1 % (PBS-D) y por ultimo se adicionaron 50
uL de PBS-D 1%, para continuar con la evaluacion se agregaron 50 uL de la mezcla del reactivo NBT
2X (solubilizado en PBS-D) con lo que logré una concentracion final de 1mg/ml. La placa de cultivo se
incubd a 37°C por 30 min y al término de la incubacion la mezcla de reaccion se retird y las células
fueron lisadas con SDS 10%, de esta manera una vez solubilizado el formazan en las placas de cultivo
se prosiguio a la lectura de la absorbancia en un lector de placas SINERGY 2 a una longitud de onda de
564nm. Por ultimo, los resultados obtenidos se compararon con los cultivos controles en ausencia de

poliuretanos.

6.8. Co-cultivo Celular

El co-cultivo de HUVECs y VSMCs partidé con la identificacion de un medio de cultivo que
permitiera la sobrevivencia de los dos tipos celulares y para ello ambos tipos celulares se crecieron en
medios opuestos y en mezclas de medio de cultivo conteniendo 50% de medio UDMM-ENDO y 50%
de medio UDMM-VSMC, el comportamiento de los cultivos celulares fue comparado con las condicion
de cultivo normal para cada tipo celular (HUVECs crecidas en medio UDMM-ENDO y VSMCs crecidas
en medio UDMM-VSMC). Ambos tipos celulares fueron sembrados individualmente en placas de
cultivo de 24 pozos a una densidad de 9090 cel/cm?, por otro lado, para los co-cultivos celulares se
sembraron dos densidades celulares esto con el previo conocimiento de que la densidad celular modula
el comportamiento en el cultivo celular, de esta manera la primer densidad de cultivo fue la empleada
hasta el momento con 9,090cel/cm? (4,545 cel/cm? por cada tipo celular) y la segunda densidad de 18,180
cel/lcm? (9,090 cel/cm? por cada tipo celular).
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Para la cuantificacion del porcentaje de crecimiento celular se realiz6 por el método colorimétrico

de SRB por lo que para esta evaluacién se sembraron 3 placas de 24 pozos, las placas se fijaron con TCA

al 10% siendo la primera fijada a las 24 horas de cultivo, la segunda las 72 horas y la tercera a las 168

horas.

6.9. Cultivo sobre membrana de poliuretano

Para la evaluacion de la adherencia de HUVECs y VSMCs a los poliuretanos, se realizé el cultivo

de estas poblaciones celulares sobre 1 cm? de cada uno de los poliuretanos.

Para ello se utilizaran tres condiciones de cultivo, la condicion control que seran los co-cultivos

sin la membrana de PU, la segunda condicién empleando las membranas de PU.

Controles

Cultivos bidimensionales

OOO

Células endoteliales

Experimentos

Cultivos bidimensionales en membranas de
poliuretano (PU)

TR :
e eitate )

Células musculares
lisas vasculares

Células endoteliales Células musculares
lisas

Figura 6. Cultivo sobre membranas de Poliuretano. Imagen representativa de
cultivos celulares en adherencia y sobre poliuretanos.
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7. RESULTADOS
7.1. Sintesis y caracterizacion de poliuretanos

7.1.1. Sintesisy elaboracion de membranas

Del producto de reaccién de sintesis del poliuretano cisteina se obtuvo un polimero con
caracteristicas elasticas, semitransparente, del cual se generaron dos peliculas 0 membranas para su
evaluacion. En general los polimeros donados por el CICY mostraron una buena elasticidad, por lo que
se pudo realizar la elaboracion de peliculas 0 membranas de cada uno de ellos, esto con el objetivo de
contar con una superficie de cultivo para los dos tipos celulares. Las imagenes de las membranas de
poliuretanos se muestran ella Figura 7, en A) se muestra el polimero PL 1, en B el polimero PL 2, en C
el polimero PL 3, en D el polimero PL 4, en E el polimero PL 5 Mezcla 1:1 de poliuretano y en F el
polimero PL6.

Para el caso de las membranas PL1 Figura 7A se observd semitransparente y con buena
flexibilidad, la pelicula de PL2 Figura 7B presenté menor transparencia, asi como una buena elasticidad,
la pelicula PL3 mostrada en la Figura 7C presentd menor transparencia y mostro caracteristicas
semirrigidas, la pelicula PL4 Figura 7D present0 una alta elasticidad y transparencia, la pelicula PL5
elaborada con la Mezcla 1:1 de poliuretano Figura 7E presentd caracteristicas intermedias entre los
polimeros que lo componen y por dltimo la pelicula PL6 Figura 8F presentd una coloracion marrén y
una mayor rigidez comparada como los polimeros anteriores. Todas las membranas elaboradas fueron

cubiertas con aluminio y almacenadas en bolsas de sellado hermético hasta su uso.
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Figura 7. Peliculas de poliuretanos. Poliuretanos elaborados en la Unidad de Materiales del CICY, utilizando los

métodos de sintesis por etapas y moldeado por deposicion-evaporacion. A) poliuretano PL1, B) Poliuretano PL2, C)
poliuretano PL3, D) poliuretano PL 4 Tecoflex, E) poliuretano PL 5 mezcla (1:1) y F) Poliuretano PL 6. Las peliculas

elaboradas son de 12x12 cm y un grosor de 1mm.

7.1.2. Microscopia electronica de barrido

Las membranas de poliuretanos formadas fueron evaluadas por microscopia electronica de
barrido utilizando un microscopio de la marca ZEISS modelo EVO-LS10 life science, empleando una
presion de vapor de agua de 10 pascales (Ps), esto con el objetivo de evidenciar si su estructura superficial
posee caracteristicas fisicas que pudieran favorecer el anclaje o adherencia celular, las imégenes
obtenidas se muestran a continuacion en la Figura 8 donde se pueden apreciar las diferentes
caracteristicas presentes en la superficie del polimero, de igual manera se realizé un corte transversal con
la intensiobn de observar la estructura interna de estos polimeros. Presentando una superficie
principalmente lisa para los poliuretanos de PL 1 y PL 4, mientras que los polimeros PL 2, PL 3, PL 4y
PL 5presentan una superficie porosa. Por otro lado, al visualizar el corte transversal, los polimeros PL3
y PL5 fueron los Unicos que presentaron estructuras cristalinas dentro de si mismos, mientras que los

demas polimeros se observaron de manera homogénea en su porcion interna.
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Figura 8. Caracterizacion de la superficie de los poliuretanos. Imagenes de la superficies y cortes transversales de poliuretanos
segmentados obtenida por microscopia electrdnica de barrido. Imagenes obtenidas en la Unidad de Microscopia, CEPROBI.

Barras indicadoras 50 pum.
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7.1.3. Construccion de estructuras cilindricas

La construccion de las estructuras cilindricas de los poliuretanos fue realizada por la técnica de
enrollado la cual se basa en realizar una pelicula de polimero en el molde de secado, donde dos horas
antes de concluir el tiempo de secado, esta pelicula es enrollada sobre un cilindro de tefl6n, obteniendo
un tuvo con 6mm de didmetro. Los tubos elaborados conservaron las mismas caracteristicas propias del
polimero con el que se elaboraron. El tubo construido con el polimero comercial PL 4-Tecoflex presentd
alta elasticidad Figura 9A. Los tubos construidos del PL 5 Mezcla 50:50, presentaron una elasticidad

intermedia comparada con los dos tubos anteriores Figura9 By C.

Figura 9. Estructuras cilindricas de poliuretanos. Estructuras formadas por enrollado de peliculas de poliuretanos
sobre un cilindro de teflon realizados antes de culminar su tiempo de secado. A) Estructura elaborada del poliuretano
PL4 Tecoflex. B y C, estructura elaborada con el polimero PL5 mezcla de los poliuretanos.
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7.2. Propagacion y caracterizacion de cultivos celulares

7.2.1. Evaluacion morfoldgica del cultivo de HUVECs

Durante el proceso de propagacion de los cultivos celulares se llevo a cabo su monitoreo mediante su
registro fotogréafico y el conjunto de estas imagenes se muestra en las proximas figuras.

El seguimiento del cultivo de células endoteliales se muestra en la Figura 10, en la cual se observa
un correcto crecimiento en los pases 5y 6 (A 'y B) presentando una morfologia compacta y redondeada,
siendo esta similar a la reportada en los cultivos de las empresas ScienCell Company (G), Axol (H) y
ATCC (I), proveedoras de lineas celulares. La morfologia de las HUVECSs cultivadas se ve alterada a
partir del pase 7 al 10 (C al F) donde su morfologia comienza a alargarse siendo esta morfologia alargada
predominante en los Gltimos pases.

De esta manera podemos asumir que morfolégicamente se cuenta con células similares a las
cultivadas por casas comerciales. El cultivo de HUVECs fue detenido en el pase 10 ya que se conoce que
las poblaciones de los cultivos celulares primarios pueden comprometerse en pases avanzados.

Figura 10. Caracterizacion morfolégica de HUVECs ATCC. En las imagenes obtenidas del cultivo de HUVECs en
condiciones de adherencia. De A a F se presenta el seguimiento morfoldgico del cultivo de células endoteliales a partir del
descongelado del pase 5 y cultivadas hasta el pase nimero 10 comparado con los cultivos G) HUVECs de la empresa
ScienceCell, H) HUVECs de la empresa Axol e 1) HUVECs cultivadas por la ATCC.
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7.2.2. Parametros estadisticos del cultivo de HUVECs

La propagacion de HUVECS se realizd sembrando una densidad se de 9090 cel/cm?, con excepcion de
los cultivos procedentes de viales congelados en nitrdgeno, en cuya condicion se cultivd una mayor
densidad ya que la viabilidad celular suele ser comprometida debido a las condiciones de
criopreservacion. Por otra parte, los resultados obtenidos de los parametros estadisticos de los cultivos
de HUVECs se muestran en la Figura 11, cultivo que inici6 a partir del descongelado en el pase nimero
5 y se mantuvo hasta el pase nimero 10 con el objetivo de no comprometer los cultivos celulares.

Se muestran los resultados del rendimiento celular obtenidos para el cultivo de HUVECS, los
resultados se muestran en cel/cm?, se observa que el rendimiento (células obtenidas al final del cultivo)
va disminuyendo conforme se avanza en los pases de cultivo. Este comportamiento se ha reportado por
diversos grupos, lo que se ha considerado como un reflejo de la senescencia replicativa. Dentro de los
niveles obtenidos del rendimiento celular encontramos valores maximos de 46,181 cel/cm? en el pase 5

y valores minimos de 11,006 cel/cm? en el pase 10.
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Figura 11. Rendimiento celular del cultivo de HUVECs ATCC. Se presenta el nimero de células obtenidos del cultivo de
HUVECs propagados desde el pase 4 al pase nimero 10 empleando el medio UDMM-ENDO vy reportado en células/cm?.

Ensayo realizado por triplicado.

Por otra parte, el tiempo de cultivo necesario para alcanzar la confluencia fue diferente ya que se
realizd desde los dos dias en el pase 4 hasta los nueve dias en el pase 10, manteniendo un promedio de 8
dias de cultivo (Figura 12). Lo que puede relacionarse también con la disminucion de su capacidad

proliferativa, siendo este un rasgo mas del proceso de senescencia.
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Figura 12. Tiempo en dias del subcultivo de HUVECs ATCC. En esta grafica se muestra el tiempo de subcultivo de

HUVECs cultivadas desde el pase 4 hasta el pase 10 crecidas en medio UDMM-ENDO. Ensayo realizado por triplicado.

Asi mismo, se evalud la viabilidad del cultivo celular de cada pase, manteniéndose en su mayoria por

arriba del 80 Figura 13, lo que descarta que la manipulacion fuera un factor que afectara los resultados
obtenidos.
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Figura 13. Porcentaje de viabilidad del cultivo de HUVECs ATCC. Esta grafica muestra los valores obtenidos del porcentaje
de la viabilidad al realizar el subcultivo de HUVECSs en cada pase al alcanzar la semiconfluencia, se grafica del pase 4 hasta
el pase 10 crecidas en medio UDMM-ENDO. Ensayo realizado por triplicado.

Por altimo, con los valores obtenidos del rendimiento celular y los dias de cultivo fue posible
determinar el nimero de doblaje poblacional (DP) que indica el nimero de veces en el cual se duplico la
poblacion celular inicial y el tiempo de doblaje poblacional (TDP) que se presentan en la Figura 14 y 15,
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respectivamente. Como se puede observar existe una disminucion en ambos parametros llegando a
obtenerse un maximo de 2.3 en el pase 2, mientras que se llega a un valor de 0.28 doblajes celulares en
el pase 10 (Figura 14). En lo que respecta a las horas empleadas para la duplicacion celular, cuando se
obtienen valores muy bajos de duplicacion y el tiempo de cultivo es amplio, se obtiene como resultado
un incremento en el tiempo de doblaje, este comportamiento puede identificarse en el pase nimero 10 al
obtener un tiempo de 0.28 veces, generando un valor de 783 horas como las necesarias para obtener el
DP (Figura 15), estos valores estdn de acuerdo a lo esperado en funcion de la disminucion del
rendimiento, y acorde al comportamiento de una poblacidn senescente. Asi mismo, establecen que el

pasé maximo en donde se puede observar aun una actividad proliferativa es en el pase 8.
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Figura 14. Doblaje poblacional del cultivo de HUVECs ATCC. Ensayo realizado por triplicado.
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Figura 15. Tiempo de replicacién del cultivo de HUVECs ATCC. Ensayo realizado por triplicado.
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De esta manera y basados en los registros obtenidos para el cultivo de HUVECs es posible demostrar
que las condiciones de cultivo ain pueden ser mejorados para obtener un comportamiento celular
homogéneo a lo largo de los pases mayores de 7, por ello, apoyados en la experiencia de nuestro grupo
de trabajo decidimos evaluar la densidad celular, que es uno de los factores determinantes en mantener
constante una velocidad de proliferacion, para lo cual se planteo la evaluacion de una curva de densidad
celular para identificar el nimero de células adecuado para mejorar las condiciones de cultivo de
HUVECs.

7.2.3. Curva de densidad celular del cultivo de HUVECs

Los resultados de cultivo obtenidos de la curva de densidades de HUVECs se realizd por el
método colorimétrico de SRB, ademas de realizarlo por sextuplicado para cada una de las densidades,
los promedios de este ensayo se muestran en la Figura 16. Los resultados obtenidos muestran el efecto
de la densidad celular en la propagacion de HUVECs (células/cm?), ya que los valores por debajo de
2500 cel/cm? no poseen capacidad de propagar la poblacion de HUVECSs, mientras que los valores a
partir de 2500 cel/cm? favorecen la propagacion del cultivo de este tipo celular. Por otro lado, dentro de
las densidades que presentan un mejor desempefio en cuanto al mantenimiento de la poblacion de
HUVECs se encuentra la densidad correspondiente a 10,000 cel/cm? siendo ésta la condicion que posee
un comportamiento lineal con respecto a las densidades mayores de 2500 cel/cm?, asi mismo posee una
pendiente de 0.1597 y una R? del 0.9814 por lo que se considerd a esta densidad como la adecuada para
la propagacion de HUVECs y la utilizada para realizar los ensayos de citotoxicidad y estrés oxidativo en

nuestros ensayos posteriores.
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Figura 16. Curva de densidad para la propagacién de HUVEC. Cada una de las diferentes densidades de cultivo se presenta
con un color diferente y como se indica. Las curvas de cultivo obtenidas fueron linealizadas y los valores obtenidos de la

ecuacion de la recta se muestran para las diferentes densidades evaluadas. Ensayo realizado por cuadriplicado.

7.2.4. Inmunocitofluorescencia.

Para confirmar la identidad celular de las HUVECs que se tenian en cultivo, las poblaciones
celulares fueron evaluadas por inmunocitofluorescencia empleando los anticuerpos especificos para el
factor de Von Willenbrand y el receptor del factor de crecimiento vascular endotelial (VEGFR o Flk-1)
(17 Cy D). Por otra parte, para evidenciar la proliferacion celular se emple6 el anticuerpo especifico para
Ki67. Los resultados de este analisis se muestran en la Figura 17.

Para identificar el Factor de Von Willenbrand (17, Ay B) y FIk-1 (17 C y D) las HUVECs ATCC
del pase 8 fueron cultivadas a una densidad confluente de 22,222 cel/cm? en cristales de 1.8 cm?
impregnados con poli-D-lisina, posteriormente fueron fijadas con paraformaldehido al 4% a las 24 horas
de cultivo. Para evidenciar la proliferacion celular se utilizo el anticuerpo especifico anti Ki67 (Figura
17 E'y 17 F), los cristales fueron sembrados a una densidad de 11,111 cel/cm? y fijadas a las 96 horas de
cultivo cuando el cultivo presentaba una confluencia de 50 %, ya que este marcador solo puede ser
observado en cultivos en estado de division celular. Por tltimo, todos los nucleos celulares fueron tefiidos
con DAPI.

De esta manera se muestra la positividad para el factor Von Willenbrand y FIk-1 en los cultivos

de células endoteliales, por lo que se demuestra que la poblacion propagada es la correspondiente a
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HUVECs, mostrando una completa homogeneidad de la poblacion. Por otra parte, también se logré
demostrar la proliferacion celular de HUVECSs en el pase No. 8. Con lo que se puede concluir que se
cuentan con condiciones que permiten la propagacion celular de las HUVECs, aunque no de manera

estable.

40X

Figura 17. Caracterizacién por inmunocitofluorescencia del cultivo de HUVECs ATCC. Para este proceso se utilizaron los
anticuerpos especificos, para el Factor Von Willenbrand mostradas en las figuras A 'y B, los anticuerpos contra el receptor del
factor de crecimiento vascular endotelial VEGFR, figura C y D. Ademas, se emple6 el marcador de proliferacion Ki-67

mostrados en las imégenes E y F. Por Gltimo, en azul se muestran los nlcleos celulares tefiidos con DAPI.

41



7.2.5. Evaluacion morfoldgica del cultivo de VSMCs.

Por otra parte, se realizo la caracterizacion morfoldgica de VSMC en cultivo empleando el medio
comercial ATCC. Las VSMC fueron descongeladas en pase 2 ya que son aisladas y propagadas por
ATCC hasta el pase nimero 2 cuando son criopreservadas y comercializadas. Las imagenes del cultivo
celular se presentan en la Figura 18, figura donde se muestra el seguimiento morfolégico del cultivo del
pase 2 al 8 de VSMCs. En esta figura se puede apreciar la morfologia fusiforme caracteristica de células
musculares lisas de los pases 3 al 7, durante este periodo de cultivo no se observé un cambio morfologico,
sin embargo, esta morfologia fue fuertemente modificada en el pase nimero 8 al presentarse de forma
alargada y ensanchada, observandose largas prolongaciones de la membrana celular, la cual fue

acompafiada por la pérdida de division celular reportada en los pardmetros estadisticos.

20X 40x

Figura 18. Caracterizacion morfologica de VSMC. Imagenes del cultivo de células musculares lisas vasculares cultivadas

desde el pase nimero 3 hasta el pase nimero 8 propagadas con el medio y aditivos vasculares adquiridos de ATCC. Iméagenes

representativas de cultivos realizados por triplicado.
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7.2.6. Parametros estadisticos del cultivo de VSMCs

Para la propagacion de VSMCs-ATCC se empled una densidad de cultivo de 5 000 cel/cm? como lo
indica el manual de propagacion de ATCC para este tipo celular, en la mayoria de los casos con excepcion
del cultivo que provenia del descongelado del vial en cual se utilizo el doble de la densidad celular, esto
debido a que se conoce que el proceso de criopreservacion suele comprometer la viabilidad celular.

El subcultivo de VSMC:s se llevo a cabo cuando estos alcanzaron una confluencia de 80 al 90%,
los valores de los rendimientos obtenidos se muestran en la Figura 19, donde se puede apreciar que los
valores mayores van desde 37,000 cel/cm? hasta 58,000 cel/cm? se presentan en los primeros pases,
mientras que los menores se presentan al finalizar el cultivo.

Por otro lado, el analisis del seguimiento del tiempo de subcultivo muestra incremento de los
dias de cultivo para alcanzar la semi confluencia a partir de los pases 7 y 8 donde se presenta un
incremento del 50 % para conseguir dicho valor, en el cual el tiempo de cultivo llega a alcanzar los 12 y
13 dias de cultivo para los pases 7 y 8 respectivamente, considerados como los pases finales del cultivo,
por lo tanto, con el anélisis de estos datos podemos mencionar que la capacidad proliferativa de esta
poblacion celular se ve deteriorada conforme el cultivo avanza, incluso llegando a perder esta capacidad
en el pase numero 8, de esta manera podemos determinar que los cultivos de VSMCs deben ser realizados
dentro de los primeros pase como el pase 3 hasta pases intermedios como el pase 6, esto con el objetivo
de evitar variaciones en los ensayos posteriores atribuidos al comportamiento normal de pases avanzados

como el pase 8 del cultivo de VSMCs.
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Figura 19. Rendimiento celular obtenido de la propagacion de las células VSMCs. Las células fueron propagadas del pase 3

al pase nimero 8 empleado el medio formulado por ATCC. Ensayo realizado por triplicado
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Los resultados obtenidos del tiempo de cultivo de VSMCs se presentan en la Figura 20 donde claramente
se observa una tendencia ascendente en el nimero de dias necesarios para llegar al estado de
semiconfluencia en el cultivo de VSMCs, presentando un menor numero de dias los pases tempranos
como el nimero 3, hasta los pases 5 y 6 donde solo fueron necesarios hasta 8 dias para alcanzar la
semiconfluencia, mientras que los pases avanzados como 7 y 8 fue necesarios de 12 a 13 dias para poder

alcanzar el estado de semiconfluencia.
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Figura 20. Tiempo de subcultivo de VSMCs. En esta grafica se muestran el tiempo de cultivo en el cual se realiz6 cada pase

del cultivo de las VSMCs ATCC, propagadas con el medio Vascular ATCC. Ensayo realizado por triplicado.

Los resultados del célculo de la viabilidad de cultivo se presentan en la Figura 21 podemos observar que
durante la propagacion de VSMCs-ATCC los primeros pases presentan una viabilidad por arriba del 93%
el cual es considerado un valor adecuado para cultivos celulares, por otra parte es importante mencionar
que este valor fue disminuyendo a partir del pase nimero 6 donde se presenta una disminucion mayor
en los pases 7 y 8, datos que pueden estar relacionados con la pérdida de la capacidad proliferativa de

este tipo celular.
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Figura 21. Porcentaje de viabilidad de VSMCs. Valores obtenidos del cultivo de VSMCs ATCC propagadas con el medio

comercial ATCC. Ensayo realizado por triplicado.

El célculo del doblaje poblacional del cultivo de VSMCs se muestra en la Figura 22 donde se
muestra que la poblacién mostré valores minimos de 0.6 veces en el pase 3, asi como valores maximos
de 3.5 en el pase nimero 4. En general la poblacion propagada mostr6 valores cercanos a 3 doblajes
poblacionales de los pases 3 al 7 logrando mantener el cultivo de esta poblacién, sin embargo, durante la
propagacién en el pase 8 no se logré duplicar la poblacion cultivada por lo que se obtuvo un valor
negativo para el doblaje poblacional. De esta manera podemos evidenciar que en el pase numero 8 con
el medio vascular ATCC el cultivo de VSMCs perdio la capacidad de duplicacion de la poblacion, por

lo que en este pase no es el idoneo para realizar ningun tipo de ensayo.
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Figura 22. Doblaje poblacional de VSMCs. Datos obtenidos del cultivo de VSMCs propagadas con el medio de cultivo ATCC.

Datos presentados del pase 3 al pase 8. Ensayo realizado por triplicado.

En la Figura 23 se muestran los resultados obtenidos a partir de la evaluacion del tiempo de replicacion

en el cual se observa que el pase 3 posee el mayor tiempo de replicacién esto debido a que el pase numero
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3 proviene del descongelado y atraviesa por un periodo de adaptacién al cultivo celular. De manera
posterior, los pases intermedios del 4 al 7 se observa un tiempo de cultivo que oscila entre 49 y 57 horas,
mientras que en el pase 7 que es un pase tardio se observa un incremento del tiempo de replicacion para
la poblacion propagada en este pase. Por ultimo, en el pase numero 8 el tiempo de replicacion no fue
posible ser calculado ya que la poblaciéon celular propagada no alcanzo a duplicar su poblacién,

presentando pérdida del nimero de células.
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Figura 23. Horas de replicacion de VSMC. Datos obtenidos del cultivo de VSMCs propagas con medio vascular ATCC del
pase 3 al pase 8. Ensayo realizado por triplicado.
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7.2.7. Caracterizacion de VSMC por inmunocitofluorescencia
Por otra parte, los resultados obtenidos de la inmunocitofluorescencia en VSMC mostraron una
positividad del 100% para la presencia de actina de musculo liso, los resultados se muestran en la Figura
24, donde se observa la positividad de este marcador para la poblacion celular propagada con el medio
UDMM-VSMC. El porcentaje de la positividad fue calculado a partir de la cuantificacion de 10 campos

obtenidos de manera aleatoria cuyos valores fueron promediados.

Figura 24. Caracterizacion molecular de VSMCs mediante inmunocitofluorescencia. A y B VSMC marcadas con el anticuerpo
especifico anti- actina de musculo liso (AML). C y D, VSMCs marcadas con el anticuerpo especifico anti- miosina de musculo

liso. A y C tomadas con el objetivo 20X, B y D, imagenes tomadas con el objetivo 40X.
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7.3. Generacion de un medio de cultivo para VSMCs
7.3.1. Primera evaluacion

Los resultados obtenidos de la evaluacion de medios de cultivo MD 1y MD 2 se muestran en la
Figura 25. Como se puede observar durante los primeros tres dias de cultivo no se aprecia ningun cambio
en la propagacion de las células, al dia 3 se observa un incremento en porcentaje de crecimiento, y al dia
7 el incremento en la poblacion es preferente con el cuando las células son cultivadas en medio de la
ATCC, mientras que el medio MD 1solo alcanza aproximadamente el 50 % de la eficiencia comparado
con el comercial. Sin embargo, el medio MD 2 que fue complementado con SFB alcanza el 85 % del
valor obtenido del cultivo de VSMCs en el medio comercial de la ATCC.
Por otra parte, el seguimiento morfolégico indica que el cultivo de VSMC en los medios MD 1 genera
cambios ligeramente diferentes a los obtenidos por el medio ATCC, mientras que el cultivo de VSMCs
con el medio MD 2 generé cambios morfoldgicos importantes observados en la Figura 25. De esta
manera, basados en los resultados obtenidos no fue suficiente obtener condiciones Optimas de

propagacion por lo que se prosiguio con la formulacion de nuevos medios de cultivo.
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Figura 25. Evaluacién de medios de cultivo para VSMCs. Resultados obtenidos de la evaluacion de los medios de cultivo
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designados como medio MD 1, MD 2, fueron comparados con el medio comercial de la compafila ATCC. Ensayo realizado

por el método colorimétrico de SRB. Ensayo realizado por triplicado.
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7.3.2. Segunda evaluacion

Por otro lado, los resultados obtenidos de la segunda evaluacion colorimétrica por SRB de los
medios de cultivo para VSMCs se muestran en la Figura 26. Como se puede observar a los 4 dias de
cultivo el medio MD 3 presenta el 92 % del alcanzado por el medio ATCC, sin embargo, a los 7 dias
solo se alcanzo el 72 %, siendo menor al alcanzado por el medio solo complementado con suero fetal
bovino, ademas, basados en el reporte morfolégico presentado en la Figura 27 observamos que existe un
pequefio cambio morfoldgico, por lo que proponemos que existe la ausencia de un aditivo que esta
generando un deterioro en la propagacién, por lo anterior se continu6 con la formulacion de nuevos

medios de cultivo.
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Figura 26. Segunda evaluacién de medios para el cultivo de VSMCs. Evaluacion del medio designado como MD 3 mostrado
en color rosa comparado con el medio comercial de ATCC mostrado en color azul. Evaluacién realizada por el método de
SRB. Ensayo realizado por triplicado.
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Figura 27. Morfologia de VSMC obtenida de la evaluacion de medios. Imagenes obtenidas de la primera y segunda evaluacion
de medio de cultivo para VSMC tomadas a los 7 dias de cultivo. A, By C, VSMC cultivadas en el medio comercial de ATCC.
D, E y F, VSMCs cultivadas con el medio MD 1 (Formula ATCC empleado como control de crecimiento). G, H e I, VSMCs
crecidas en medio DMEM adicionado como MD 2. J, Ky L, VSMCs crecidas en el medio designado como MD 3. Imagenes

representativas de cultivos realizados por triplicado, tomadas por microscopia de contraste de fases.

7.3.3. Tercera evaluacion

Los resultados de la evaluacion de los medios de cultivo designados como MD 4, UDMM-EPI y
UDMMENDO fueron comparados con el medio MD 3 previamente evaluado (en este caso el medio de
cultivo MD 3 fue utilizado como medio de cultivo control sustituyendo al medio provisto por ATCC,
esto debido a la carencia del medio de cultivo ATCC). La cuantificacion celular por el método
colorimétrico de SRB se muestra en la Figura 28, mientras que el reporte morfoldgico se indica en la
Figura 29. Los resultados obtenidos para las condiciones de cultivo de VSMC con el medio de cultivo
MD 4 (Figura 29 D, E y F) no mostraron diferencias marcadas en comparacion con el medio control MD
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3 Figura29 en A, B y C, por lo que fue descartado para ser empleado en el cultivo de este tipo celular.
De manera sorprendente los resultados de la cuantificacion celular muestran que el medio UDMM-EPI
utilizado para el crecimiento de queratinocitos en nuestro laboratorio, mostro la capacidad de incrementar
la propagacion de las VSMCs en un 64% (Figura 28) en comparacion con el medio control MD 3 al dia
siete de cultivo. Sin embargo, basados en el reporte morfoldgico para esta condicion de cultivo, es
claramente visible que la morfologia de las VSMCs es severamente afectada (Figura 29 G, H e I) por lo
que si bien el medio UDMM-EPI mejora la proliferacién de este tipo celular, este medio no puede ser
utilizado para el cultivo de VSMCs, sin embargo, existe la posibilidad de que algunos de sus componentes
sean los responsables de este comportamiento, por lo que algunos de sus componentes fueron evaluados
en los siguientes experimentos.

Por otra parte, los resultados observados del cultivo de VSMCs en el medio de cultivo UDMM-
ENDO solo alcanzaron un ligero incremento del 16% en la cantidad de VSMCs cuantificadas con

respecto al medio control MD 3, también es importante resaltar que este medio de cultivo alterd su
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Figura 28. Tercera evaluacion de medios de cultivo para VSMCs. Datos obtenidos de la evaluacion de tres medios de cultivo

comportamiento morfologico Figura29 en J, Ky L.
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formulados con diferentes aditivos y cuantificados por el ensayo colorimetro RSB a los dias 1, 4 y 7 de propagacion. Rosa
VSMCs crecidas en medio MD 3, en amarillo VSMC crecidas con el medio MD 4, en Gris VSMCs crecidas en medio UDMM-
EPI y en marrén VSMCs crecidas en medio UDMM-ENDO. Ensayo realizado por triplicado.
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Figura 29. Reporte morfoldgico de la tercera evaluacion de medios para el cultivo de VSMC. A, By C, VSMC cultivadas en
el medio formulado MD 3 (medio control). D, E y F, VSMCs cultivadas con el medio MD 4. G, H e I, VSMCs crecidas en
medio UDMM-EPI. J, Ky L, VSMCs crecidas en el medio UDMM-ENDO. Imagenes representativas de cultivos realizados
por triplicado, tomadas por microscopia de contraste de fases.

7.3.4. Cuarta Evaluacién

Por otro lado, la cuarta evaluacién de medios de cultivo se realizé empleando la formula del medio MD3
(medio generado en nuestro laboratorio) adicionado con diferentes aditivos el ensayo fue cuantificado
por el método colorimétrico de SRB y los resultado fueron comparados con el medio control MD 3, de
esta manera las VSMCs fueron cultivadas en los medios designados como MD3.1, MD3.2 y MD3.3 y
los resultados de la evaluacion colorimétrica se muestran en la Figura nimero 30, mientras que el reporte
morfoldgico de esta misma evaluacion se muestra en la Figura 31. De esta manera y basados en los
resultados obtenidos de los cultivos de VSMCs en los diferentes medios MD3.1, MD3.2 y MD3.3, se
observé un notable incremento en el nimero celular de los tres diferentes medios esto con respecto con
medio control MD 3 (Figura 30). Los porcentajes de la evaluacion muestran al dia 8 (192 horas) de
cultivo se presenta un incremento de 258%, 241% y 466% en el nimero total de células obtenidas de los

cultivos de VSMCs por parte de los medios MD 3.1, MD 3.2 y MD 3.3 respetivamente, siendo el de
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mayor incremento el ultimo mencionado y presentandose como el mejor candidato para la propagacion

celular. Por otra parte, el reporte morfoldgico presente en la figura 31 muestra una morfologia similar

cuando con los medios de cultivo MD 3.1 (Figura31 D, Ey F) y MD 3.3 (figura 31 J, Ky L), por lo que

se asume que los componentes de dichos medios no afectan el cultivo de este tipo celular. Mientras que

el cultivo de VSMCs con el medio MD 3.2 presenta una morfologia ligeramente diferente (Figura 31 G,

H e 1), pero conservando la morfologia fusiforme caracteristica de las VSMCs. De esta manera y basados

en la evaluacion colorimétrica y morfolgica VSMCs, el medio MD 3.3 fue elegido para llevar a cabo el

cultivo de VSMC al poseer 466% mayor en la propagacion de VSMC y por mantener la morfologia

fusiforme de este tipo celular, esto comparado con el cultivo de VSMCs propagadas con el medio control
MD 3 durante ocho dias. A continuacion, el medio MD 3.3 fue renombrado como UDMM-VSMC, por

lo que en adelante solo se manejara dicha nomenclatura.
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Figura 30. Cuarta evaluacién de medios para el cultivo de VSMC. Datos obtenidos por el método colorimétrico SRB realizado

al dia 1, 3 y 8 de cultivo. Evaluacion de los medios de cultivo MD 3 adicionados con el Factor de Crecimiento Tumoral B1

(TGFb1). En rosa el medio control sin el factor MD 3, en amarillo el medio MD 3.1, en verde el medio MD 3.2 y en café el

medio MD 3.3. Ensayo realizado por triplicado.
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MD 3.1
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Figura 31. Reporte morfologico de la cuarta evaluacion de medios para el cultivo de VSMC. A, By C, VSMC cultivadas en
el medio formulado MD 3 (medio control). D, E y F, VSMCs cultivadas con el medio MD 3.1. G, H e I, VSMCs crecidas en
medio MD 3.2. J, Ky L, VSMCs crecidas en el medio MD 3.3. Imégenes representativas de cultivos realizados por triplicado,

tomadas por microscopia de contraste de fases.
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7.4. Evaluacion de citotoxica de poliuretanos.

7.4.1. Evaluacion citotoxica de poliuretanos en cultivo de HUVECs

Una vez determinada la densidad optima de cultivo de HUVECs se realizé la evaluacion de
citotoxicidad de los polimeros sintetizados, los ensayos citotdxicos se realizaron en placas de 96 pozos
por cuadriplicado, ademas de realizarse en dos ocasiones mas, por lo que los promedios de los ensayos
triplicados se presentan en la Figura 32, basados en los resultados obtenidos y comparados con los
cultivos controles (cultivos celulares sin poliuretano) se puede asumir que no existe citotoxicidad por
parte de los poliuretanos evaluados ya que los resultados obtenidos no muestran disminucién en el
porcentaje del nimero celular comparado con el cultivo control. Si bien hay un valor por arriba del 100 %,

este no es significativo.
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Figura 32. Evaluacién citotoxica de poliuretanos en cultivo de HUVECSs. Los diferentes poliuretanos indicados en la gréafica
fueron adicionados en cultivos de HUVECs y el nivel de toxicidad se evalué por el método colorimétrico de SRB. Los datos
presentados son procedentes de la evaluacion citotdxica realizada en tres experimentos realizados de manera independiente

por cuadriplicado.

7.4.2. Evaluacion citotoxica de poliuretanos en cultivos de VSMCs

La evaluacion de citotoxicidad de poliuretanos en VSMC también se realiz6 por cuadriplicado y en tres
experimentos independientes. Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 33 se indican que no
existe un evento citotoxico al cultivar las células en presencia de los poliuretanos, esto basado en los

resultados donde se aprecia que no existe una disminucion en el porcentaje del ndmero celular en los
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cultivos de VSMC. Nuevamente aun que se observa un aumento en el nimero de células, no hay

significancia por la desviacion presente en las condiciones analizadas.
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Figura 33. Evaluacion citotoxica de poliuretanos en cultivo de VSMCs. Las VSMCs fueron cultivadas de manera individual

en presencia de los cinco diferentes poliuretanos, los cuales fueron retirados una vez terminado el periodo de incubacion, y

asi llevar a cabo la evaluacion por el método SRB. Los resultados obtenidos proceden de ensayos realizados por triplicado.
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7.5. Evaluacion del estrés oxidativo en cultivos celulares

Para el caso de la evaluacion del estrés oxidativo en cultivo de HUVECS solo se cuenta con una
evaluacién la cual se presenta en la Figura 34. De esta manera, podemos observar que existe una
disminucion en la cantidad de especies reactivas cuando los cultivos de HUVECS son incubados con los
poliuretanos A, D, E y F, mientras se observa un incremento de especies reactivas de oxigeno cuando se

incuban con el poliuretano C.
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Figura 34. Cuantificacion de especies reactivas de oxigeno en cultivos de HUVECs. En esta grafica se muestra la
cuantificacién de especies reactivas de oxigeno presentes en cultivos de HUVECs cuando éstas fueron crecidas con los cinco
diferentes poliuretanos. Ademas, se empled la molécula de piocianina como control positivo para la generacion del estrés

oxidativo. Ensayo realizado por triplicado.
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7.6. Co-cultivos celulares.

7.6.1. Evaluacion de medios para el co-cultivo celular

Los resultados obtenidos para la evaluacion de medios para el co-cultivo celular se muestran en
la Figura 35. La cuantificacion del porcentaje celular del seguimiento a los 7 dias de cultivo de las
HUVECs con la mezcla 50/50 de medios frescos UDMM-ENDO y UDMM-VSMC muestra un
incremento gradual en el porcentaje celular obteniendo un 50% en porcentaje final cuando las HUVECs
son crecidas con la combinacion de medios, esto comparado con las condiciones normales de cultivo con
el medio UDMM-ENDO, este resultado sugiere algin componente de la formula del medio de cultivo
UDMM-VSMC que posee la capacidad para mejorar la proliferacion de las HUVECs.
La siguiente evaluacién realizada con la mezcla 50/50 de medio UDMM-ENDO fresco y el medio
UDMM-VSMC cosechado, generd un evento negativo para el crecimiento de HUVECs observandose
una disminucidn del 94% en el porcentaje celular al dia 7 de cultivo, esto demuestra claramente un evento
de mortalidad celular generado por la disminucién de factores de crecimiento o aditivos al disminuir en
un 50% el medio de cultivo fresco con medio cosechado, siendo estos los necesarios para el
mantenimiento de esta poblacidn celular o a la presencia de moléculas que generen un evento negativo
para su mantenimiento y proliferacion.

Por otro lado, la evaluacion de los medios de cultivo para las VSMCs con el medio combinado
50/50 de medios frescos UDMM-ENDO y UDMM-VSMC mostré una disminucion en el porcentaje de
crecimiento del 20.9 % comparado con el cultivo control (UDMM-VSMC), evidenciando que algunas
moléculas contenidas en el medio UDMM-ENDO impactan negativamente en el cultivo de las VSMC.
Asi mismo se observa una disminucion del 41.7% cuando las VSMC son cultivadas con la combinacion
50/50 de los medios UDMM-VSMC fresco y el UDMM-ENDO cosechado, por lo que podemos asumir
que algunos metabolitos solubles producidas durante el cultivo de HUVECSs generan un impacto negativo

en la propagacion de VSMCs.
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Figura 35. Evaluacion de medios para el co-cultivo de HUVECs y VSMCs. Esta grafica muestra los resultados obtenidos del
cultivo de HUVECs y VSMCs crecidas individualmente en su respectivo medio de cultivo y en combinaciones de 50:50 V/V
de los medios especificos UDMM-ENDO y UDMM-VSMC, asi como con la mezcla 50:50 V/V de estos medios especificos
y la mezcla de los especificos y medios condicionados. Evaluacion realizada por el método colorimétrico de SRB. Ensayo

realizado por triplicado.

7.6.2. Co-cultivo de HUVECsy VSMCs

Los resultados obtenidos a partir del co-cultivo fueron comparados con las condiciones normales
de crecimiento celular (cada tipo celular propagado en su medio de cultivo), los co-cultivos se crecieron
con una mezcla 50/50 de los medios UDMM- ENDO y UDMM-VSMC. Los resultados obtenidos por la
evaluacion de SRB se muestran en la Figura 36 donde podemos observar que la poblacion de VSMCs y
HUVECs se comportan normalmente, donde para el cultivo de VSMC presenta un incremento en el
porcentaje de crecimiento 5.6 veces mas que al inicio del cultivo, mientras que el cultivo de HUVECs y
los co-cultivos celulares a la misma densidad de su propagacion es similar la cual va de 1.7 a 2 veces
mas que el inoculado al inicio del cultivo. Es importante mencionar que durante los co-cultivos celulares,
en las poblaciones se observa un mayor incremento en el nimero celular cuando se emplea el doble de
la densidad que fue de 18,180 cel/cm? (Figura 36).

Por otra parte, y basados en el comportamiento morfologico presente en la Figura 37 se puede
apreciar la formacion de colonias o agregados celulares cuando se realizan los co-cultivo de VSMC y
HUVECSs donde se puede apreciar la formacion de agregados celulares los cuales se presentan desde el

inicio del cultivo hasta el dia 7 donde se realizé el reporte morfoldgico. De esta manera y basados en los
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resultados obtenidos podemos concluir que existe una fuerte interaccion entre ambos tipos celulares, por
lo que se puede asumir que se presenta algun tipo de regulacién mediada por contacto celular entre estos
tipos celulares o por condicionamiento del medio.
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Figura 36. Evaluacion del porcentaje de crecimiento de co-cultivos de VSMCs y HUVECs. En esta grafica se presentan los
datos obtenidos del co-cultivo de las HUVECs y VSMCs los cuales fueron comparados con su cultivo de manera individual.
La evaluacion del crecimiento fue realizada por la técnica de SRB. Ensayo realizado por triplicado.
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Figura 37. Reporte morfoldgico de co-cultivos de HUVECs y VSMCs con 7 dias de cultivo. A, B y C, comportamiento
morfoldgico que presentaron los cultivos de HUVECS crecidas en el medio UDMM-ENDO. D, E y F, VSMC crecidas en
medio UDMM-VSMC. G, H e |, Co-cultivo de células HUVECs y VSMCs crecidas en una mezcla de medios UDMM- ENDO
y UDMM-VSMC en una relacién 50:50. Imagenes representativas obtenidas a partir del cultivo por triplicado, tomadas por

microscopia de contraste de fases.
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8. DISCUSION
8.1. Propagacion de HUVECS.

Los cultivos de células humanas han tomado gran relevancia debido a su uso como modelo
experimental para el desarrollo de conocimiento en el area de la fisiologia y fisiopatologia de diversos
padecimientos, ademas de profundizar en la identificacion de los componentes moleculares que
participan para llevarse a cabo. Recientemente, el avance en el establecimiento de procedimientos de
cultivo de células humanas se presenta como una fuente celular para generar estirpes celulares requeridas
para reemplazo en diferentes enfermedades empleando eventos de plasticidad, asi como desarrollar
aplicaciones y dispositivos médicos dentro de la medicina regenerativa. Durante el presente trabajo se
Ilevo a cabo el cultivo de dos tipos celulares que componen los vasos sanguineos, en primer lugar, se
cultivaron las HUVECS, un tipo celular que resulta de facil obtencidn al extraerse de tejido considerado
como desecho después del parto, lo que facilita el abastecimiento de este tipo celular.

Estudios anteriores han evidenciado que las células endoteliales pueden entrar en estado de
senescencia debido al envejecimiento celular, sin embrago estas células se mantienen viables y
metabolicamente activas aunque sus funciones normales se vean alteradas®. Un estudio realizado por
Silva G. y colaboradores en 2017 sobre senescencia celular en cultivos de EC aorticas porcinas (AEC
del inglés Aortic Endothelial Cells) describio la propagacion de esta poblacién solo hasta el pase nimero
4, rango donde observaron un incrementado en el proceso conocido como senescencia replicativa
(senescencia celular que aparece con el avance de los pases) la cual se identificé por el incremento hasta
de tres veces mas de la actividad B-galactosidasa en cultivos de EC del pase (P) 1 al P3 cuando se empled
medio MCDB 131 (suplementado solamente con L-Glutamina y 15% de SFB) ®. Si bien en nuestro
proyecto de investigacion la senescencia celular no fue evaluada, el cultivo de EC pudo realizarse hasta
el pase nimero 8 datos que concuerdan con el reportado en nuestro grupo de trabajo por Acosta en 2012%.
Una diferencia importante en las condiciones que hemos establecido es que empleamos una
concentracion menor de suero fetal bovino, lo cual sera util para disminuir la presencia de componentes
de origen animal, lo que permitird cumplir con los requerimientos regulatorios para el uso de células en
humanos.

Otros trabajos realizados en estudios de angiogénesis, donde emplearon el mismo tipo celular que en este
proyecto, la propagacién de HUVECs (ATCC) fue realizada solo hasta el pase nimero 6 empleando el
medio EGM-2 suplementado con 2% de SFB, sin embargo no se menciona el motivo por el cual no se

continuo con su propagacion?é.
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Como se menciond con anterioridad en este proyecto las HUVECs se propagaron empleando el medio
UDMM- ENDO el cual difiere bastante en el medio MCDB 131 utilizado para el cultivo de células
endoteliales aorticas (AEC)® y el medio EGM-2 (endothelial grown medium) suplementado con 2% de
SFB?, los cuales carecen de Factores de crecimiento para el mantenimiento de la poblacion de EC. Queda
pendiente la evaluacion de la actividad B-galactosidasa en nuestros cultivos, 1o que nos permitiria

monitorear el comportamiento del envejecimiento celular de HUVECSs en nuestros cultivos.

8.2. Propagacion de VSMCs.

Las VSMC usualmente son obtenidas a partir del disgregado enzimético de aortas murinas y su
cultivo se reporta en gran variedad de medios comerciales. Recientemente se ha realizado la evaluacion
de VSMC comerciales ATCC procedentes de aorta humana (HASMC) (Primary Aortic Smooth Muscle
Cells) por parte de Timraz S. y colaboradores en 2016’ con el objetivo de evaluar su potencial en la
generacion de dispositivos vasculares. EI medio empleado en el estudio fue medio DMEM-F12
suplementado con 50 mg/ml &cido ascorbico, 5% FBS, 10mM L-glutamina, suplemento de crecimiento
endotelial y extracto de cerebro bovino, permitiendo propagar este tipo celular hasta el pase nimero 10,
reportando un cambio morfolégico acompafiado de una disminucion en la expresion de a-SMA del
34.4% del pase 5 al 7 manteniendo una disminucion hasta llegar a 41.2% en p10, ademas se observo una
disminucion en la expresion de smotelina de 36.9% y MHC 9.5% cuando se compararon los pase 5y 10.
Por el contrario fue observado un incremento de la deposicion de colageno tipo | y 111 pasando de 68.8 %
a 135.1% entre los pase 5 y 10. Por ultimo reportaron una disminucion de la duplicacion celular que
oscilé del P8 que present6 6 duplicaciones poblacionales (DP), mientras que el P10 solo llegd a 3 DP.
Lo cual corresponde a un proceso de senescencia celular demostrado por un incremento gradual de la
actividad B-galactosidasa alcanzando hasta el 75% de positividad en la poblacion cuando se evalu6 en el
P10.

Por nuestra parte el cultivo de VSMCs en el medio comercial adquirido de ATCC, permitid
propagar este tipo celular hasta el pase nimero 8, donde la poblacion perdié totalmente capacidad de
propagacion. Nuestros valores DP fueron de 3.5 en el pase P4, mientras que al pase P7 presentaron 2.9
DP. Por otro lado, el TDP mostro valores de 2.2, 2, 2.3 y 4 dias obtenidos de P4 al P7 respectivamente.
Asi nuestros datos se encuentran cercanos a los reportados por Timraz S.

Por otra parte, el uso del medio vascular comercializado por ATCC presenté un elevado costo de
adquisicién, obligandonos a establecer una formulacion de medio de cultivo. Se evaluaron medios con

formulaciones reportadas por Salazar G. y colaboradores en 2017 donde emplearon el medio DMEM
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suplementado con glucosa 1g/L, glutamina 2mM y 10% de SFB® cultivando las VSMC hasta el pase
namero 12. En nuestro caso utilizando una férmula similar no nos fue posible propagar las VSMC, ya
que el porcentaje de crecimiento celular no igualaba a los valores obtenidos cuando propagabamos las
VSMCs en medio propietario de ATCC, de esta manera nuevas formulaciones que incluian TGF-B1 se
Ilevaron a cabo, donde la adicion de TGF-1 mejor6 el cultivo de VSMC 258%, asi mismo la adicion de
adenina e hidrocortisona (medio UDMM-VSMC) favoreci6 que el porcentaje de crecimiento alcanzando
un 466% mayor comparado con medio F-ATCC-10% SFB el cual poseia solo un 72% del rendimiento
presentado por el medio Vascular ATCC. Sin embargo, la comparacion directa entre el medio Vascular
ATCC y el medio UDMM-VSMC aun permanece sin realizar, asi como su evaluacidn exhaustiva para

la propagacion de las VSMCs.

8.3. Generacion y comportamiento de co-cultivos celulares.

Si bien los factores de crecimiento solubles en medios de cultivo pueden modular la proliferacion de
diversos tipos celulares como las HUVECs y las VSMCs, es bien sabido que las interacciones célula-
celula son importantes reguladores en procesos de sefializacion como lo reporta Seongwoo Bak y
colaboradores en su estudio de co-cultivos de VSMC y HUVECs sobre geles termosensibles en la
generacion de dispositivos que permitan la angiogénesis, al dia 5 de cultivo se determinaron los niveles
de expresion de VGEF-A (ARN mensajero), encontrando altamente expresado en cultivos de VSMCs
con 37 veces comparada con cultivos de HUVECS, por otro lado este mismo factor disminuyo su
expresion cuando las VSMCs son co-cultivadas con HUVECs (32.9 veces) por lo que los autores
manifestaron que esta modulacion de la expresion puede deberse al contacto celular. Asi mismo el
VGEF-A soluble se cuantificd principalmente en cultivos de VSMCs con 1050.5+179.9 pg/mL vy se
observé una disminucion del mismo cuando se realizé el co-cultivo de ambos tipos celulares, obteniendo
valores de 256.1+26.6 pg/mL, lo que representa una disminucion del 75% en la produccion de este factor
de crecimiento comparado con el cultivo de VSMC, evidenciando que la presencia de este factos se ve
alterado debido al co-cultivo celular, por otro lado el cultivo de HUVECs no permitieron su
cuantificacion debido a su baja concentracion®.

Por nuestra parte, durante la evaluacion de medios para los co-cultivos celulares se observo un mejor
crecimiento de las HUVECs cuando éstas son crecidas con la mezcla 1:1 de los medios nuevos, indicando
que existe algun aditivo presente en el medio UDMM-VSMC que puede estar ayudando al cultivo de
HUVECSs por lo que las condiciones de cultivo de estas células ain pueden ser mejoradas, mediante la

adicion de nuevos aditivos al medio UDMM-ENDO, ya que se sabe que actualmente existen diferentes
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tipos de medios de cultivo los cuales facilitan el crecimiento de este tipo celular y son distribuidos por
compafiias como ATCC (4 medios de cultivo), Lubrizol, Axol, etc. los cuales poseen diferencias en sus
aditivos.

Durante la evaluacion de co-cultivos celulares el comportamiento celular puede estar influenciado no
solo por los factores solubles en los medios de cultivo, sino también por las sefializaciones por contacto
celular, modificando de esta manera la proliferacion de algun tipo celular, por lo que su evaluacion debe

ser realizada.
8.4. Uso de poliuretanos como dispositivos médicos

Una de las estrategias empleadas en terapia celular angiogénica ha sido la microinyeccion de diversos
tipos celulares con la intencion de mejorar tal proceso®, sin embargo, este método cuenta con ciertas
desventajas como la perdida de la viabilidad celular debido al dafio causado por el desprendimiento por
métodos enzimaticos, asi como una baja retencion y viabilidad celular posterior a la microinyeccion.

Hecho contrario es el uso de andamiajes como los poliuretanos evaluados por Grenier S y
colaboradores en 2006 como el Policarbonato uterano (PCU, Bionato® 55D) y polieter uretano (PEU,

Elastano™ 75D), los cuales son polimeros ya utilizados en el area clinica con el objetivo de generar
modelos tridimensionales capaces de ser cultivados con células musculares lisas de arteria coronaria
humana (HCASMCs) y células humanas endoteliales de arteria coronaria (HCAECS), durante los
cultivos bidimensionales el PCU y PEU fueron evaluados sin y con recubrimiento de Matrigel™ (mezcla
de componentes de matriz extracelular comercializada), reportando que este Gltimo incremente la
proliferacion de VSMC en 360% aproximadamente con el PEU recubierto y 283% con PCU recubierto
comparados son su respectivo control sin recubrir. Asi mismo los cultivos de HCAECs en PCU
recubierto con Matrigel ayuda en la adhesion y supervivencia de HCAECs a los siete dias de cultivo y
concluyendo la importancia de la ME en el uso de los dispositivos celulares.

Nuevos estudios han mejorado la propagacion de células vasculares, mediante el uso de geles que
permiten crecer y transferir cultivos celulares a modelos murinos mostrado una mejor eficiencia en el
proceso de angiogénesis evaluada en procesos isquémicos de modelos murinos (ligadura y escision de
arteria femoral distal), ejemplo de ello es el uso de hidrogeles (andamiajes) realizado por Seongwoo Bak
y colaboradores donde los co-cultivos de HUVECs y VSMCs indican una mayor eficiencia en la
retencion de la extremidad al permitir mejorar la capacidad angiogénica (7.2 — 1.1 arteriolas/mm2), esto
comparado con los cultivos individuales de HUVECs (4.3 — 1.1 arteriolas/s/mm2) y VSMCs (5.7-1.4

arteriolas/mmz2) en el mismo hidrogel y con la extremidad control (sin tratamiento) (3.2 — 0.7
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arteriolas/mm2)*3,

Por otra parte, dentro de los materiales evaluados en modelos murinos se encuentran los
poliuretanos, dichos polimeros han demostrado un comportamiento similar a una matriz extracelular
permitiendo la migracion de células endoteliales y musculares’®™, asi como la acumulacion de colageno
tipo IV componente nativo de la matriz extracelular de los vasos sanguineos.

A la fecha se reconoce la importancia que tiene el uso de poliuretanos biodegradables en
aplicaciones cardiovasculares como lo indica Cahuich-Rodriguez, esto debido a sus propiedades
fisicoquimicas, mecanicas, asi como a su buena biocompatibilidad y por lo que empledndose como
dispositivos permanentes y mas recientemente como dispositivos biodegradables’.

Algunos poliuretanos biodegradables han sido evaluados clinicamente por Marcus J.D y
colaboradores en 2015, demostrando su capacidad bio-absorbible a nivel epitelial en tiempos menores
de un afio, donde se ha observado una integracion del 100% en 6 pacientes y entre un 90 y 60% en seis
mas®!, hecho que resalta su eficacia en la terapia reconstructiva, asi como lo realizado por Tamim My
colaboradores donde muestran el uso de stents biodegradables en los procesos de intervencidn coronaria
percutanea’.

Por nuestra parte los estudios preclinicos de las membranas de poliuretanos inicio por evaluar si
estos generan un evento de toxicidad en cultivos de HUVECs y VSMC, determinando gque ninguno de
ellos posee un efecto citotoxico ya que en todos los casos se observd un una sobrevivencia celular por
arriba del 90%, ademas este resultado nos indica que la evaluacion de los poliuretanos puede avanzar y
realizar la biocompatibilidad en modelos murinos como lo indican las especificaciones para la generacion

de nuevos dispositivos médicos.
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9. CONCLUSIONES.

Durante la propagacion celular de HUVECs, se observo una disminucion en el rendimiento celular, lo

que puede estar relacionado con senescencia celular.

Las condiciones empleadas mantienen una poblacién homogénea al 100 % con respecto a marcadores de
linaje para HUVEC y VSMCs.

El medio de cultivo UDMM-VSMC permitié la propagacion de VSMC en pases mayores al de la
compafia ATCC.

Se realiz6 la evaluacion de la densidad celular en los cultivos de HUVEC, con lo que se determind la

densidad de 10 000 cel/cm? como la mejor densidad de propagacion celular.

Los poliuretanos evaluados no inducen citotoxicidad y permiten la propagacion celular de HUVECs y
VSMCs.

No hay cambios significativos del estrés oxidativo en los cultivos de las HUVECs sobre los Poliuretanos.
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