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Resumen— Uno de los objetivos primordiales de la
Ingenieria de Tejidos, es el de buscar materiales que
promuevan el anclaje, proliferacion y diferenciacion de un
cultivo in vitro. En las ultimas décadas se han utilizado
diferentes tipos de biomateriales, recubrimientos, asi como
de técnicas de fabricacion, que favorezcan el crecimiento en
cultivo de diferentes tipos celulares, como lo es el tejido
musculo esquelético, encargado del movimiento, y sostén
6seo, y que puede ser blanco de multiples enfermedades, y/o
lesiones. En éste trabajo, se realiza el crecimiento in vitro de
células musculares de raton en fibras electrohiladas de
Acido Poli-Lactico (PLA) y Acido Poli-Lactico
polimerizado con Poli-Pirrol (PLA-PPy).

Palabras clave—  Fibras electrohiladas, musculo
esquelético, Acido Poli Lactico, Poli pirrol.

I. INTRODUCCION

El musculo esquelético asi como el cardiaco, presentan una
serie de bandas obscuras y claras perpendiculares al eje
longitudinal de la fibra, por lo que también se les conoce
como musculo estriado. El patron estriado en las fibras
musculares esqueléticas, resulta del arreglo de numerosos
filamentos gruesos y finos en el citoplasma en paquetes de
cilindricos aproximadamente (1 a 2 pum de didmetro)
conocidas como miofibrillas. Todas estas miofibrillas, se
encuentran alineadas una por encima de la otra [1].

El ciclo de vida de una célula normal, involucra una serie
controlada de eventos bien definidos: division, proliferacion,
migracion y apoptosis, los cuales se basan inherentemente,
en los principios de organizacion espacial y temporal. El
cultivo de las células en dos dimensiones es posiblemente
demasiado simple y pasa por alto muchos parametros que
son importantes para la reproduccion precisa de células y la
fisiologia de los tejidos. Estos incluyen sefiales mecanicas,
la comunicaciéon entre la célula y su matriz y la
comunicacion entre células adyacentes [2,3].

En décadas recientes se han desarrollado y mejorado nuevas
técnicas de fabricacion, asi como el uso de diferentes
recubrimientos que mejoren el anclaje celular, que permitan
superar las limitaciones que llegan a tener los cultivos
bidimensionales [4-8].

La técnica de electrohilado, esta técnica se utiliza para
producir fibras continuas de didmetro micrométrico a
nanométrico, por pulverizaciéon electrostatica de los
revestimientos de polimeros. Los andamios electrohilados
tienen amplias aplicaciones en la ingenieria de tejidos [9,
10]. Se utilizan principalmente para proporcionar
orientacion estructural para el crecimiento de neuritas y la
extension axonal. El electrohilado es ventajoso para la
produccion de fibras ultra finas con orientacion especial, alta
relacion de aspecto, alta area superficial y tamafio de poro
controlado [11].

II. METODOLOGIA

Polimerizacién por plasma

Las camas electrohiladas de PLA, fueron sintetizados por
plasma, por medio de un reactor con descarga de resplandor
de baja presion, se utilizo como mondmero pirrol (98%
Sigma-Aldrich). Esto se realizO en un reactor tubular de
vidrio con electrodos de acero inoxidable. Los cubreobjetos
asi como las fibras electrohiladas, fueron colocados en el
reactor de plasma, a una frecuencia de oscilacion de 30
watts (Dressler Cesar, RF Power Generator) por 10 min. a
una presion de vacio de 3x10-2 Torrs (Edwards Active
Gauge Controller).

Obtencion de mioblastos de raton

Se sacrificaron 5 ratones neonatos de 1-3 dias por
inhalacion de Isofluorano. Se limpiaron los cuatro miembros
con etanol al 70%, y se removieron con tijeras estériles. Se
retird la piel y el hueso con foérceps estériles. Una vez
obtenido el tejido, se realizd una disociacion mecéanica y
enzimatica para la obtencion de los mioblastos, utilizando
navajas y una soluciéon enzimatica de Colagenasa D/
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Dispasa/CaCl2 (SIGMA). El proceso de obtencion del
modelo celular de mioblastos, se llevo en tres pasos: 1) Pre
siembra: depuraciéon de fibroblastos por adherencia, 2)
Mantenimiento: suplementacion del medio de cultivo para el
anclaje y supervivencia de los mioblastos de ratén, 3)
Diferenciacion: cambio de medio para la formacion de
miotubos en cultivo.

Fibras electrohiladas de PLA

En este trabajo se utiliz6 un polimero de PLA por su
biocompatibilidad y biodegradabilidad. Se utiliz6 el
Biopolimero de PLA, INGEO 3251D de NatureWorks TM
aprobado por FDA para ser usado en empaques de comida,
el lote usado fue el ZC2428B113 proporcionado por
PROMAPLAST-México. Se disolvid 1.2 g del biopolimero
en 9 ml de cloroformo a temperatura ambiente, antes de
iniciar el proceso de electrohilado se le agregé 1 ml de
etanol. La fuente de alto voltaje utilizada fue marca
PHYWE- GERMANY HV-Power Supply de 0-25 kV. La
solucion del biopolimero se inyectdé con un sistema de
bombeo de jeringas fabricado y controlado con un servo
mecanismo disefiado en en la UAM-Izt. Para generar fibras
se utilizd una jeringa de plastico con aguja 20G de punta
plana con un didmetro interior de 0.6 mm. Las fibras fueron
colocadas en hornos a una temperatura de 50°C por 1
semana para retirar por completo los restos de cloro que
pudieran quedar adheridos en las fibras.

Inmunofluorescencia celular

Las células fueron observadas con el microscopio
confocal LSM 710 AxioObserver, Carl Zeiss. Las células de
cada muestra fueron fijadas con paraformaldehido al 4 % y
glutaraldehido al 25 % por 10 min. Se permeabilizaron las
membranas celulares con Triton al 0.1 % por 10 min. Las
muestras fueron lavadas 3 veces con PBS. Se utilizé el
anticuerpo anti-miosina 1:500 junto con el fluorocromo
FITC 1:400. Ademas se localizé el ADN celular, marcando
los nucleos celulares con Hoechst 1:500. Las muestras
fueron mantenidas en platos de cultivo y se aplicd

Fluorshield (Sigma) para mantener la fluorescencia de las
muestras.

III. RESULTADOS

Polimerizacion y FT-IR

En la Fig. 1, se muestran las imagenes las fibras
electrohiladas de PLA. En la polimerizacién por plasma se
obtuvo el recubrimiento superficial de los cubreobjetos y de
las fibras de PLA; se observa una delgada capa de PPy
depositada sobre la superficie de los mismos, los cuales

sirvieron como superficies de crecimiento de células
primarias de misculo esquelético.

Fig.1. Polimerizacion por plasma de las fibras eelctrohiladas. Reactor de
plasma polimerizando las fibras de PLA (Izq.), fibras electrohiladas de PLA
(Der.) polimerizadas con Pirrol.

La Fig. 2., muestra imagenes tomadas por microscopia de
barrido  electronico de las fibras electrohiladas,
polimerizadas, y sin polimerizar. Observandose que la
superficie de la fibra queda recubierta con una delgada capa
del polimero de pirrol.

Fig. 2. Imagenes SEM. A) Imagen de microscopia electronica de las fibras
electrohiladas de PLA. B) Imagen de microscopia electronica de las fibras
electrohiladas de PLA-PPy
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Fig. 3. Espectro de transmision por FT-IR del PPy.
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La Fig. 3 muestra el analisis de transmision por FT-IR. Se
pueden observar todos los picos caracteristicos del PPy [12,
13]. Los picos en 3357 cm™'y 1627 ¢cm’! corresponden a los
grupos aminas en la estructura del PPy. El pico ancho en el
rango de 500-1000 cm™ contiene muchas absorciones
correspondiente a alcanos de la ruptura de los anillos de
pirrol durante la polimerizacion. La anchura de los picos
indica la compleja absorcion en el polimero debido al
entrecruzamiento, enlazamiento e interacciones entre los
grupos del pirrol.

Inmunofluorescencia celular

En la Fig.4, se pueden observar las imagenes de los
andamios electrohilados sin polimerizar y polimerizado por
plasma, en donde se observa el recubrimiento superficial de
las fibras con Poli Pirrol (PPy). En las imagenes a) y b) se
observa anclaje de las células de musculo esquelético sobre
las fibras de PLA 'Y PLA-PPy.

Fig. 4 Células de musculo esquelético sembradas en fibras de PLA (a) y en
PLA-PPy (b) (cabezas de flecha indican a las células musculares) (contraste
de fases, Barra=50 micras, Amplificacion original x400).

En la Fig. 5, se pueden ver las imagenes de la tincién por
inmunofluorescencia, realizada a las fibras electrohiladas de
PLA y las fibras polimerizadas de PLA con Poli Pirrol, en la
que se realizé el sembrado de células musculo esqueléticas
de ratéon. Se marco miosina, proteina especifica de este tipo
de células, asi como de ADN contenida en el nucleo celular.

Fig. 5. Microscopia confocal e inmunofluorescencia del crecimiento de
células de musculo esquelético en fibras electrohiladas de PLA (a, b) y
PLA-PPy (c,d) (Anti-Miosina-FITC, Hoechst, Barra=50 micras,
Amplificacion original x400)

IV. DISCUSION

La técnica de electrohilado, nos permitié obtener camas de
fibras electrohiladas, en el orden de los nandmetros, que
sirvieron como andamios de crecimiento de células musculo
esqueléticas  primarias de raton. La técnica de
polimerizacién por plasma, permite crear una modificacién
de las superficies, creando una capa sobre la superficie del
material sin alterar sus propiedades fisicas y quimicas. Se
puede ver en la grafica de FT-IR (Fig.3) los grupos amina,
responsables de mejorar el anclaje celular en las camas
electrohiladas de PLA.

Con las técnicas de inmunofluorescencia y microscopia
confocal. Al marcar superficialmente las células con
Miosina, fue posible localizarlas las células musculo
esqueléticas primarias de ratén en los cultivos, ya que es una
proteina contréctil propia del miisculo esquelético.

V. CONCLUSION

Se obtuvo un crecimiento in vitro de células misculo
esqueléticas de raton, sobre andamios de PLA y PLA-PPy.
La polimerizaciéon por plasma, no altera las propiedades
superficiales de las fibras, y se observé un buen anclaje de
las células en ambos andamios, en donde se observa en
ambos cultivos la produccion de miosina, proteina contractil
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presente en el musculo esquelético. Por lo que los andamios
cubiertos de PLA-PPy no alteran la morfologia y
propiedades bioquimicas de las células en cultivo, sirviendo
como una opcion de andamio recubierto para el crecimiento
celular in vitro.
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