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Resumen

Partiendo del uso extensivo de polimeros biodegradables en aplicaciones de Ingenieria de Tejidos (IT)
se utiliz6 el poli(acido lactico) (PLA) para la fabricacién de estructuras tipo andamio, por medio de la
técnica de Electrohilado para generar matrices continuas con didmetros en escala nanométrica. Una gran
ventaja en esta técnica es el control que se puede tener en sus principales parametros, por lo tanto se
optimizaron las variables involucradas en el proceso de fabricacion, encontrando los parametros ideales
para la produccion de fibras adecuadas, proporcionando estructuras que mimetizan a la Matriz Extra-
celular (ECM). La parametrizaciéon de las variables se realiz6 mediante un anélisis cuantitativo de las
distribuciones de didmetros presentes en las fibras, observadas a través de los resultados de Microscopia
Electrénica de Barrido (MEB). Es muy importante destacar que las condiciones ambientales del proceso
como humedad y temperatura también pudieron ser variadas.

Una vez encontrados los pardmetros ideales para la fabricacion de las fibras de PLA, se continué con
la segunda parte experimental del proyecto, utilizando estos parametros para la produccion de fibras
compuestas, lo novedoso en esta fabricacién fue el uso de Nanotubos de Carbono Multi-Pared (NTCMP)
debido a las propiedades que poseen, ademas de ser reportados como un buen material para la construccién
de andamios neuronales y 6seos en IT. Por lo tanto se estudié la variacién en la concentracion de éstos,
para explorar su efecto en las propiedades fisico-quimicas de andamios compuestos de PLA-NTCMP.
Adicionalmente se emplearon técnicas analiticas como Espectroscopia Infrarroja (FTIR), Difraccién de
Rayos X (DRX), Calorimetria Diferencial de Barrido (CDB) y Microscopia Raman, para establecer las
propiedades del material y las interacciones que puedan existir a través de la composicién en las fibras.
Mediante Microscopia Electrénica se determiné la morfologia de los andamios compuestos comproban-
do que los NTCMP se encuentran embebidos en las fibras del polimero. También se realizaron pruebas
mecanicas y de conductividad eléctrica, obteniendo resultados de resistencia y flexibilidad, lo que ayudara
a cubrir las necesidades dependiendo del tipo de sustituto que se requiera.

En vista de la posible aplicacién en Conexién Neuronal para estos andamios compuestos en el area
de IT, se evalud la respuesta biolégica con un cultivo de linea celular (NG108-15) in vitro mediante
un protocolo ya establecido, en el cual se manejaron las condiciones apropiadas para realizar cultivo de
células neuronales. Este cultivo se hizo por un periodo de dos semanas, donde se observé el crecimiento
celular en presencia y ausencia de los NTCMP, analizando la morfologia y proliferaciéon de los cultivos
neuronales mediante un registro fotografico y pruebas de viabilidad celular, dando como resultado una in-
terpretacién preliminar acerca del potencial de los materiales para la aplicacién antes mencionada. Existen
aun elementos para mejorar la fabricacién de estos andamios compuestos; sin embargo, este estudio re-
vela que es factible la utilizacién de este material ya que es biocompatible con el cultivo células neuronales.

Como trabajo a futuro, se registrard la actividad eléctrica celular en los andamios, para la evaluacién
y comprobaciéon de la transmisién de senales bioeléctricas a través de los NTCMP vy fibras electrohiladas.
Por otra parte se pretende evaluar adicionalmente un cultivo primario de células cardiacas “Cardiomioci-
tos, CMs” para una posible aplicacién en Parches cardiacos.






Introduccion

La matriz extracelular (ECM) es un medio de integracién fisiol6gico para el conjunto de materiales
extracelulares de naturaleza bioquimica compleja, en el que estdn inmersas células que interactiian con
esta matriz jugando un papel importante en el desarrollo, mantenimiento y direccién de un tejido. Por
tal motivo, el dafio total/parcial de un tejido y la pérdida de la funcién de un érgano se encuentran entre
los problemas més graves y costosos de la salud humana. Inicialmente, esos problemas se han abordado
mediante el trasplante de 6rganos y tejidos alogénicos, sin embargo, son opciones limitadas que provocan
un incremento en el nimero de pacientes fallecidos. [16]

La creciente necesidad de érganos en la actualidad, ha llevado a realizar un esfuerzo considerable en
desarrollar la biomimética dirigida hacia la composicién bioquimica, estructura fibrilar y caracteristi-
cas de la ECM, empleando biomateriales o polimeros biodegradables para reconstrucciones parciales de
tejidos.[I7] El drea encargada para estas reconstrucciones es la Ingenieria de Tejidos, que desde hace algin
tiempo ha sido reconocida como una alternativa prometedora a los tejidos donantes y reparaciones parcia-
les de érganos danados, promoviendo direcciones esenciales para la organizacion, supervivencia y funcién
celular, a través de matrices tridimensionales (andamio o scaffolds), las cuales deben ser mecdnicamente
estables y capaces de funcionar biol6gicamente en el sitio del implante. [18],[17]

Diferentes técnicas se han aplicado para la sintesis y caracterizacién de las propiedades estructurales
y de superficie en los biomateriales empleados para I'T, considerando el andlisis de las respuestas de estos
materiales cuando son sometidos a pruebas biolégicas como en el caso de cultivo celular. La tecnologia en
la técnica de Electrohilado es adecuada para procesar biomateriales a base de polimeros bioabsorbibles
con arquitectura potencialmente reorganizable, respondiendo de manera exitosa ante la producciéon de
matrices formadas por fibras de distintos didmetros, que permiten la circulacién de nutrientes, induciendo
la actividad celular y fomentando un conjunto innato en el montaje y crecimiento de células.[19] Ademés
permite incorporar multiples bioactivos (factores de crecimientos y diferenciaciéon) que pueden ser usados
para incrementar las propiedades mecénicas del sustrato y apoyar la neoformacién de tejidos. [17][20]

En base a lo anterior, en la presente investigacién se utiliza la técnica de Electrohilado para produ-
cir andamios de un material compuesto de Nanotubos de Carbono Multi-Pared (NTCMP) y Poli(4cido
lactico) (PLA), en donde los NTCMP se encuentran embebidos en las fibras poliméricas, provocando la
reduccién de espacios vacios dentro de la estructura del andamio, ademas de incrementar las propiedades
mecanicas y eléctricas de las fibras, y la interaccién de células con dichas matrices de manera activa. El
generar este material de PLA-NTCMP es de gran interés para ser utilizado como injerto en un futuro,
brindando condiciones necesarias para los esfuerzos a los que estan sometidos distintos impulsos bioeléctri-
cos, caracteristica esencial para generar proliferacién de células neuronales y cardiacas.[21],[22] Una de
las aplicaciones en IT es asociada a la conexién neuronal; gracias a la escala obtenida con la produccion
de fibras pueden formar parte de los axones presentes en las neuronas a través de un cultivo celular, de
tal manera que se pueda guiar la comunicacion de una célula a otra, ademas de tener un enfoque pro-
metedor para su conexién. La otra aplicacion relacionada con las células cardiacas, es debido a la lesién
de “infarto del miocardio” provocada por la isquemia resultante del desequilibrio entre la demanda y el
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aporte del bombeo sanguineo, presentando la muerte de células cardiacas que ocasionan fisuras en la capa
del miocardio; como alternativa para cubrir las lesiones provocadas por la muerte de células, se puede
generar un andamio de apdsito compuesto de PLA-NTCMP que presente las condiciones necesarias para
los esfuerzos e impulsos eléctricos a los que esta sometido el musculo cardiaco.

De este modo, el presente manuscrito, se encuentra dividido de la siguiente manera: la revision bibliografica
consultada y que corresponde a los fundamentos se muestra en el capitulo 1. La metodologia experimen-
tal empleada para la elaboracién, obtencién y caracterizacién de los andamios biodegradables se describe
en el capitulo 2. Seguidamente, el capitulo 3 aborda los resultados obtenidos, con su respectiva discu-
sién. Finalmente, se muestran las conclusiones y perspectivas, para luego en el apéndice detallarse alguna
informacién complementaria.



Capitulo 1

Fundamentos

1.1. Ingenieria de Tejidos

En la actualidad la perdida de algin tejido u 6rgano, es un problema en la salud del ser humano,
béasicamente por el escaso nimero de donantes, por lo tanto en algunos casos se ha tomado como alter-
nativa la cirugia reconstructiva, sin embargo no es considerada la mejor opcién debido a su elevado costo
monetario. Es importante mencionar que existe una gran cantidad de pacientes que se encuentran en lista
de espera para recibir un trasplante sin ser favorecidos, provocando asi su fallecimiento. En la bisqueda de
solucionar dicho problema investigadores han utilizado células autélogas para la reconstrucciéon de érganos
y tejidos con nueva tecnologia para evitar la terapia inmunosupresora, realizando procesos fundamentales
como injertos autélogos, protesis y regeneracion tisular, donde es involucrada la Ingenieria de Tejidos (IT)
para el desarrollo de sustitutos biolégicos que tengan la capacidad de restaurar, mantener y mejorar la
funcién en un tejido. [0]

Esta area de IT, se considera como disciplina relativamente nueva, teniendo un campo de investigacion y
desarrollo multidisciplinario que aplica los conocimientos de la bioingenieria, quimica, fisica y biologia, pa-
ra resolver problemas clinicos y quirtrgicos (reparacién, regeneracién o reemplazo) asociados a la pérdida
de tejidos o al fallo funcional de érganos. Recientemente se ha tenido un mayor interés en esta disciplina
gracias a sus importantes ventajas con respecto al trasplante tradicional de érganos.[23] El proceso por
el cual se lleva a cabo se reduce a la obtencién de un tejido funcional que puede ser reconstruido in vitro
usando células, factores de crecimiento, factores de estimulo, biomateriales y sistemas con biorreactores
designados para mimetizar condiciones presentes en el desarrollo del tejido in vivo.

Los puntos claves que considera esta disciplina son los siguientes|[0]:
= Prevenir una respuesta inmunoldgica, ya sea inflamacién o rechazo, por muy pequena que ésta sea.

= Es necesario fabricar un sustrato ideal para la sobrevivencia, desarrollo y diferenciacion celular. El
agregado de factores de crecimiento y diferenciacion celular incrementara potencialmente la calidad
del tejido a reemplazar.

= Proveer un ambiente adecuado para el desarrollo celular y tisular, para mantener la funcién y
desarrollo del tejido neoformado.

1.1.1. Andamios

Un tejido normal esta constituido por un componente estructural y otro celular; para que dicho tejido
pueda llevar a cabo su funcién, ambos componentes deben estar interrelacionados, de tal manera que uno
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le da soporte al otro.[24] Por lo tanto, la arquitectura de un soporte se caracteriza por una estructura de
poros interconectados, los cuales se requieren para asegurar la penetracion celular y difusién de nutrientes
a las células, ademds de permitir la salida de los productos de desecho.[25]

Existen diferentes técnicas que permiten la fabricacion de estructuras tridimensionales que sirven de
soporte para la regeneracién de un tejido especifico, sin embargo una de las técnicas relativamente moder-
nas es el Electrohilado, produciendo fibras con dimensiones de didmetros similar al tamano de las fibrillas
naturales presentes en la ECM, de esta forma se imita el ambiente natural del tejido y se muestra la
efectividad que se aporta como sustrato para crecimiento celular. Estos soportes son también conocidos
como andamios o scaffolds (su andlogo en ingles) los cuales se pueden visualizar en la Figura estas
estructuras deberan desempenar los siguientes roles: [26]

» Estructura de soporte para la migracién celular y sistema de entrega (controlada o prolongada) de
farmacos.

= Matriz para adhesion celular, regulando in vivo o in vitro procesos celulares, mitosis, sintesis y
migracion.

= Matrices para la absorcion selectiva de proteinas de adhesion para la unién celular.

» Estructura reforzada para mantener la forma de la zona afectada evitando distorsién.

Figura 1.1: Microfotograffas por SEM; vista superior y lateral de un andamio electrohilado de PLA.[I]

Sin embargo es primordial tener en cuenta que un andamio no esta disefiado como implante perma-
nente, por lo que es muy importante su biodegradabilidad, ademés de poseer altas propiedades mecéanicas
en consonancia con el sitio anatémico en el que han de ser implantados y suficientemente resistentes para
soportar el manejo quirtirgico durante el implante. Tipicamente estos andamios se siembran con células
y a menudo con factores de crecimiento para posteriormente ser sometidos a estimulos biofisicos. Los
procesos de cultivo pueden ser, in vitro para desarrollar tejidos que puedan ser implantados en un sitio
de lesién, o bien se implantan directamente en el sitio de la lesién donde la regeneracién de los tejidos se
induce in vivo utilizando sistemas apropiados del cuerpo. La mayoria de los andamios estan constituidos
por estructuras elaboradas a partir de los llamados Biomateriales.[27]

1.1.1.1. Biocompatibilidad

En un andamio o matriz polimérica fabricada para IT, es de gran importancia considerar la biocom-
patibilidad, la cual se refiere “a la capacidad de desarrollarse como sustrato para respaldar adecuamente
la actividad celular, incluyendo la facilidad de sistemas de senalizacion mecdnicos y moleculares, con la
finalidad de optimizar la regeneracion tisular, sin provocar respuestas indeseables, locales o sistemdticos
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en el huésped eventual”.[28]

Este término se suele clasificar en biocompatibilidad superficial y estructural. La superficial estd aso-
ciada con la quimica del exterior del material; mide la adsorcién de moléculas biolégicas que regulan las
actividades celulares, tales como la adhesién y migracion. Estd quimica depende del tipo de material, los
cuales van desde los biopolimeros naturales a polimeros sintéticos. La biocompatibilidad estructural se ve
afecta por la morfologia fisica de un andamio; involucra su escala estructural, la rugosidad de la superficie,
porosidad interconectada y el tamano involucrado en las nanofibras. Por lo general para conseguir una
biocompatibilidad adecuada, se recomienda utilizar polimeros biodegradables ya que aumentan y mejoran
los aspectos biofuncionales.

1.1.2. Polimeros biodegradables

La ciencia macromolecular abarca un campo de investigacién enfocado en la creacion, el entendimiento
y el desarrollo de materiales formados por millones de atomos dentro de moléculas con muy alto peso
molecular, dichos materiales son llamados “polimeros”.[24] La terminologia de esta palabra proviene de
dos raices griegas poly (muchos) y meros (partes); significado asociado a una molécula construida por la
unién de enlaces covalentes de un gran numero de unidades estructurales repetitivas (mondmeros).[20]
Por lo general, los polimeros representan compuestos organicos, conteniendo atomos de Carbono junto
con Hidrégeno, Oxigeno, Nitrégeno y Halégenos.

Los polimeros biodegradables son considerados los materiales més versatiles por sus numerosas y di-
versas aplicaciones en el drea médica y farmacéutica, entre ellas se puede mencionar; injertos vasculares
y membranas de filtracién. Ademds se emplean en sustitucién de tejido blando, sistema de suministro de
farmacos y como material de andamiaje para IT.[29] Estos materiales generan caracteristicas o propieda-
des tanto fisicas como quimicas apropiadas, con la finalidad de reparar parcial o totalmente el 6rgano o
tejido que se encuentre danado.

Dentro del grupo numeroso de los polimeros se pueden hacer diferentes clasificaciones considerando diver-
sos criterios que destacan alguna caracteristica especial del material. Una de sus principales clasificaciones
es la que se establece segun el origen del polimero, es decir, polimeros naturales o polimeros sintéticos. Los
primeros polimeros utilizados fueron productos naturales, este tipo de polimeros tienden a producir un me-
dio més adecuado para el desarrollo, la adhesién y proliferacién celular; en estd clasificacién se encuentra el
algodoén, almidén, coldgeno, quitosano, alginato, dcido hialurénico, proteinas, los 4cidos nucleicos (ADN y
ARN), entre otros. Sin embargo algo que predomina en los polimeros naturales es la rapidez que tienen en
su degradacién, debido a que son blanco facil de las enzimas del organismo, ocasionando su facil absorcién.

Por otro lado, fue hasta mediados del siglo XIX, cuando los primeros polimeros sintéticos comenzaron a
ser producidos a base de la transformacién de polimeros naturales como el caucho, seda y algodén.[27] A
partir de los afios 30’s se produjo un desarrollo explosivo en la industria de los polimeros precedida de una
intensa investigacion, asi en 1931 se fabricé el hule sintético (neopreno), en 1933 se descubrié el polietileno
en Inglaterra, en 1935 Carothers comenzé con el estudio de polimeros de condensaciéon dando lugar a la
producciéon de poliésteres y poliamidas, y de 1939-1941 Whinfield y Dickson, desarrollaron el Polietilénte-
reftalato (PET). Posteriormente, se desarrollaron los catalizadores Ziegler-Natta para la produccién de
poliolefinas. En la actualidad, los polimeros sintéticos mas conocidos, son los poliésteres alifaticos lineales
como; Poli(acido lactico) (PLA), poliglicdlico (PGA), polietilenglicol (PEG), policaprolactona (PCL) y
sus copolimeros “poli(glicdlico-co-lactico) (PGA-co-PLA)”. Una gran ventaja en este tipo de materiales
sintéticos es el control en su velocidad de degradacion, debido a que se degradan por hidrélisis en con-
diciones fisiolégicas dentro del cuerpo elimindndose completamente por vias metabdlicas, por lo que son
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materiales mas atractivos para la elaboracién de andamios en IT.[30]

Actualmente, es enorme el nimero de polimeros comercialmente disponibles y el desarrollo de estos mate-
riales sigue su curso, debido a que juegan un papel muy importante en nuestra vida diaria y representan
un campo de la ciencia en el que investigadores continian realizando importantes contribuciones[2§], si-
guiendo esta linea de investigacion se emplea el polimero biodegradable PLA como principal material para
el desarrollo de andamios nanoestructurados para su uso en I'T, por tal motivo se describe a continuacién
el concepto y las propiedades atribuidas a dicho polimero.

1.1.2.1. Poli(4cido lactico) (PLA)

El PLA, es un polimero termopléstico, semicristalino, biodegradable, biocompatible y pertenece a la
familia de los poliésteres alifaticos cominmente obtenido a partir de a-hidroxidcidos. Una de sus aplica-
ciones maés recientes es en el campo de IT; basada en generar tejidos a partir de células cuyo crecimiento
es guiado mediante andamios reabsorbibles. Gracias a su elevada resistencia a la tensién y un alto médulo
de Young, es considerado un material idéneo para aplicaciones como la liberacién de farmacos, suturas
biodegradables y diferentes implantes para la fijacién de fracturas.[31],[6],[1]

Entre las principales caracteristicas de este polimero se encuentran; la cristalinidad con 38 %, tempe-
ratura de fusién de 175 °C, temperatura de transicién vitrea de 63 °C, y su tiempo de absorcién cuando
estd implantado es alrededor de 1.5 afios para 50-90 mg.[6] La degradacién de los poliésteres alfa, como el
PLA, inicia por hidrdlisis y puede ser acelerada in vivo por la presencia de enzimas, lo cual conlleva a la
liberacién de sus respectivos monémeros (acido lactico en este caso). Estos monémeros son incorporados
dentro de los procesos fisiolégicos a nivel celular, donde continda su degradacién y da inicio a la ruta
metabdlica. Con respecto a su composicion quimica, se tiene un acido organico con tres carbonos: en una
terminal el d&tomo de carbén es parte del grupo carboxilico; el otro dtomo de carbdén terminal es parte
de un metilo; y el &tomo de carbdén central estd unido a un grupo alcohol; la estructura quimica de este
polimero puede observarse en la Figura 1.2

Figura 1.2: Estructura quimica del Poli(4cido lactico (PLA).

El acido lactico no puede ser directamente polimerizado en un producto til, ya que cada reaccién de
polimerizacién genera una molécula de agua, cuya presencia degrada la formacién de la cadena polimérica,
hasta el punto de sdlo obtener pesos moleculares muy bajos. En cambio, dos moléculas de acido lactico
se someten a una esterificacién simple y luego cataliticamente se cicla para hacer un éster de dilactato
ciclico. A pesar de que la dimerizacién también genera agua, puede ser separada antes de la polimerizacién
debido a una caida significativa en la polaridad. El PLA de alto peso molecular se produce a partir del
éster de dilactato (lactida) por polimerizacién de apertura de anillo (ver Figura y [1.4)), usando por
lo general un octoato de estano como catalizador (a nivel laboratorio se emplea cominmente Cloruro de
Estano II), este mecanismo no genera agua adicional, por lo tanto, una amplia gama de pesos moleculares
pueden obtenerse.[2]
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Generalmente esta polimerizacion llevada a cabo por apertura de anillo del diester ciclico posee una
naturaleza quiral del acido lactico, es decir, se pueden obtener distintos tipos de polimero: el poli(dcido-L-
lactico) (PLLA) y el poli(acido- D-lactico) (PDLA). El PLA comercial es una mezcla formada de PLLA y
PDLA, o bien por el copolimero poli(4dcido-D-L-1actico) (PDLLA) que se producen a partir de la polime-
rizacién del Acido L-Lactico y D-L-Lactico, respectivamente. El isomero L constituye la fraccién principal
de PLA, debido a que la mayoria del acido lactico obtenido de fuentes biolégicas existe en esta forma.
Dependiendo de la composicién de los enantiémeros L y D-L, el PLA puede cristalizar en tres formas
(a, By 7), siendo la forma estructural o la mds estable con una temperatura de fusién Ty de 185 °C
comparada a la estructura 3 que representa una Ty de 175 °C. La pureza dptica del PLA tiene efectos
profundos sobre sus propiedades estructurales, térmicas, mecéanicas y de barrera.[3]

' 0
HD*{OH HDJ\W"D“ HL OILW,OH

. - o
Acido lactico PLA de alto peso molecular

Condensacion [

_H?0 Polimerizacion
por apertura de
anillo ¥
o]
-
/i\ 0 ,J\ OH - w“|’/L'3‘
HO T \f "0 T’ Despolimerizacion o\l/L\
8] —-n O
O
Oligdmero de PLA Lactida

Bajo peso molecular

Figura 1.3: Sintesis del PLA de alto peso molecular por polimerizacién de apertura de anillo.|2]

Figura 1.4: Métodos de sintesis para el Poli(4cido lactico) (PLA).[3]
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1.2. Técnica de Electrohilado (Electrospinning)

Las primeras pruebas experimentales que implementaban la técnica de Electrohilado fueron estudiadas
en 1914 por Zelenly y anos més tarde en 1934 Formahls inventé y patenté un aparato electrostatico que
explicaba dicha técnica, donde a una solucién polimérica se le aplicaba un campo eléctrico proveniente
del electrodo de polaridad negativa para formar fibras delgadas que eran atraidas a un electrodo mévil
de polaridad positiva, mientras un dispositivo con una cinta segmentada recolectaba las fibras, que luego
eran removidas con un cilindro, como lo muestra la Figura Posteriormente, se le da el nombre a la
técnica como Electrospinning en 1994, término que se deriva de “hilado electrostatico” [4].

Esta técnica se utiliza para la formacion electrostatica de membranas electrohiladas, donde se hace uso
de fuerzas eléctricas para producir fibras con dimensiones en sus didmetros desde nanémetros (nm) hasta
varios micrémetros (um) a partir de soluciones poliméricas, dichas fibras poseen una proporcién superficie-
volumen muy alta, una estructura porosa y ademas se puede tener un control en su composicién quimica;
caracteristicas que han logrado la aplicacion de nanofibras exitosamente en diversos campos, tales como,
andamios para IT, membranas de filtracion, farmacéutica, biotecnologia e Ingenieria ambiental. Actual-
mente, se ha incrementado el interés por las aplicaciones en IT debido a la forma que toman las fibras
mimetizando en gran medida a la Matriz Extracelular (ECM) dentro del cuerpo.[32]

Figura 1.5: Aparato electrostético patentado por Formhals.[4]

1.2.1. Descripcién del proceso de Electrohilado

En un sistema de Electrohilado se pueden observar cuatro componentes principales, los cuales se
aprecian en la Figura una fuente de alto voltaje, un dispositivo tubular delgado (aguja), un colector
conectado a tierra y una bomba de inyeccion. El procedimiento para la fabricacién de fibras se lleva a cabo,
utilizando la fuente de alto voltaje para cargar con una determinada polaridad a la solucién polimérica
que posteriormente es dirigida hacia el capilar y finalmente hacia el colector de polaridad opuesta.[33],[34]

Para la preparacién de la solucién empleada, se solubiliza el polimero en algin solvente volatil ade-
cuado, para obtener una solucién homogénea compuesta de polimero-solvente, la cual serd suministrada
mediante el tubo capilar que se encuentra en la camara de Electrohilado. Dentro de esta camara, la solu-
cién que depende de su tension superficial al final del tubo, es sometida a un campo eléctrico y una carga
eléctrica es inducida en la superficie del liquido debido al campo. Cuando el voltaje se aplica inicialmente
a la solucién, la gota en la punta de la boquilla forma una superficie hemisférica; entonces conforme se
aumenta el campo, la superficie pasa de una forma hemisférica a una esférica y finalmente a una forma
cénica llamada “Cono de Taylor”, (ver Figura . En 1964, Taylor demuestra que a un voltaje critico,
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la forma de equilibrio de la solucién suspendida es un cono con un dngulo semi-vertical de 49.3 °.[35]

Figura 1.6: Diagrama esquemético del equipo de Electrohilado.

Figura 1.7: Tlustracién esquematica de la formacién del Cono de Taylor. (a)Las cargas superficiales se inducen en solucién
de polimero debido al campo eléctrico. (b)Se presenta una elongacién en la gota colgante. (c¢)La deformacién en la gota toma
la forma del Cono de Taylor.[36]
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(a) (b)

Figura 1.8: Andamios electrohilados. (a)Observacién del andamio al finalizar el proceso de fabricacién. (b)Imagen obtenida

mediante Microscopia SEM de un andamio electrohilado. La barra de escala es de 10 pm.

Por dltimo, cuando el campo eléctrico aplicado alcanza un valor critico, las fuerzas eléctricas repul-
sivas superan las fuerzas de tension superficial, con lo que se produce un chorro de la solucién cargada,
el cual es expulsado de la punta del Cono de Taylor como un rapido batido inestable que ocurre entre el
tubo capilar y el colector, el cual es transformado posteriormente en “jet”; gracias al voltaje y al campo
eléctrico aplicado que permiten la evaporacion del solvente dando como resultado fibras de polimero[37]; la
solucion es solo estable en la punta del capilar e inmediatamente después comienza su inestabilidad. Shin
estudia la inestabilidad del jet en funcién de la fuerza eléctrica del campo y argumenta que el mecanismo
esencial del Electrohilado es como viaja rapidamente el fluido para formar el jet.[35] Como resultado final
en el proceso de Electrohilado, se obtiene una estructura de fibras reforzadas con una gran cantidad de
poros interconectados, formando una estructura tridimensional conocida como “andamio o scaffolds (su
andlogo en inglés)” (ver Figura [L.8).

1.2.2. Parametros del proceso de Electrohilado

Existen parametros que se consideran pertenecientes a la solucién, como la concentracion, la viscosi-
dad, la conductividad, el peso molecular y la tension superficial. Mientras que los parametros a considerar
en el proceso de Electrohilado, es la tension eléctrica aplicada, el campo eléctrico, la distancia del capilar
al colector, el tipo de colector y la velocidad de flujo. Mediante la manipulacion apropiada de cada uno
de estos pardametros se afecta significativamente la morfologia presente en las fibras. A continuacién se
describen algunos de estos parametros y su aportacién que brindan a la morfologia de la membrana:

Parametros en la solucién:|[38]

1. Peso molecular. Tiene un efecto sobre las propiedades reoldgicas y eléctricas tales como; viscosidad,
tensién superficial, conductividad y resistencia dieléctrica. Generalmente se utilizan soluciones de
alto peso molecular, ya que proporcionan la viscosidad éptima para la produccién de membranas
electrohiladas. Investigadores han observado que soluciones de bajo peso molecular tienden a formar
perlas unidas por fibras y una solucién de alto peso molecular tiende a formar fibras con grandes
didmetros.

2. Concentracion. La relaciéon que han encontrado investigadores entre la concentracion polimérica y
el didmetro de la fibra, es conocida como “Ley de Potencia”, la cual indica que “Al aumentar la
concentracion en la solucién, aumenta el didmetro de la fibra”.[39)

3. Conductividad. Este pardmetro se encuentra determinado principalmente por el tipo de polimero y
el solvente empleado. Se ha reportado que al aumentar la conductividad eléctrica de la solucién,
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existe una disminucién en el didmetro de las fibras, mientras que a una baja conductividad, resulta
insuficiente el alargamiento del jet por la fuerza eléctrica para producir fibras uniformes.

Parametros en el proceso de Electrohilado:|[3§]

1. Tension eléctrica aplicada. Es bien conocido que solamente después de alcanzar la tensiéon umbral,
ocurre la formacién de fibras, debido a la afinidad de la solucién con el campo eléctrico, dando
inicio al proceso de Electrohilado. Por lo tanto, la aplicacién de altas tensiones eléctricas facilitara
la formacién de fibras con menor didmetro, ademas de provocar la rdpida evaporacion del solvente.

2. Razon de inyeccion. Caracteistica que influye en la velocidad y reaccion del jet. Como resultado se
ha reportado que una menor razén de flujo es mas deseable, ya que el solvente tendra un tiempo
suficiente para la evaporacién.

3. Tipo de colector. Existen diferentes tipos de colectores, tales como el papel conductor, tela conduc-
tora, mallas de alambre, barras cuadriculadas o alineadas, barras o ruedas giratorias, entre otras.
Este parametro es una herramienta de gran importancia y se utiliza dependiendo de las necesidades
de cada aplicacién en base a las ventajas y desventajas que ofrece cada uno. Sin embargo se ha re-
portado que para obtener una orientacién privilegiada, es recomendable que las fibras se depositen
en un colector giratorio o tambor rotante.[40]

4. Distancia entre capilar y colector. Parametro indispensable para el control en diametros y morfologia.
Se debe tener una distancia minima para dar a las fibras el tiempo suficiente para secarse antes de
llegar al colector, de lo contrario existird la presencia de perlas o aglomeraciones.

De manera general, en soluciones poliméricas de muy alta viscosidad se presenta usualmente mayores
tiempos de relajacion, lo que puede prevenir la fractura del hilo expulsado durante el proceso. Un au-
mento en la viscosidad o concentracion de la solucién origina un mayor y més uniforme didmetro en la
fibra. En soluciones de baja viscosidad, la tension superficial es el factor dominante y solo es posible la
formacién de grumos o fibras con perlas; mientras que a valores por encima de una concentracién critica
se obtiene una estructura fibrosa cuya morfologia es afectada por el valor de la concentracion. Tan et al.,
reportan que la variable méas importante para minimizar el didmetro de las fibras es el peso molecular
promedio y la concentracién, asi como también la conductividad eléctrica del sistema solvente; obteniendo
como parametro optimizado, que las concentraciones deben ser altas para producir nanofibras uniformes
considerando un campo eléctrico bajo. Por lo tanto, se puede entender que el rol del peso molecular y la
concentracién influyen en las cadenas enredadas que presenta el polimero en la solucién. [33] Por otra parte,
Doshi y Reneker relatan acerca del proceso de Electrohilado y las propiedades fisicas de las nanofibras po-
liméricas electrohiladas; encontrando que al reducir la tensién superficial, las fibras se producen junto con
perlas, sin embargo con alta densidad de carga de la solucién, obtuvieron fibras méas delgadas sin perlas. [35]

Mientras tanto, ademads de las ventajas que aporta la técnica de Electrohilado, ésta permite incorpo-
rar multiples polimeros y elementos bioactivos para apoyar la neoformacién de tejidos. Tales elementos
son factores de crecimiento y de estimulacion, como los NTCMP y Nanoparticulas Magnéticas, que me-
joran ciertas propiedades del material con el que se encuentran interactuando.

Los NTCMP tienen propiedades fisicas excepcionales, por ejemplo la capacidad de reducir la cantidad
de espacios vacios dentro de la estructura del andamio, ademas de incrementar su médulo de Young,
tenacidad, fuerza de tensién y conductividad.[33] Por otro lado, las Nanoparticulas Magnéticas tienen
buena estabilidad quimica y alta anisotropia, caracteristicas que ayudan a reconocerlas como un nanoma-
terial magnético prometedor.[41] Recientes investigaciones reportan la posibilidad de obtener nanofibras
por electrohilado a partir de mezclas poliméricas con nanoparticulas incorporadas, mencionan ademaés
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que dichas mezclas tienen potencial como refuerzo en materiales compuestos[42]; Zong et al., demuestran
que nanomateriales pueden ser colocados dentro de fibras, con la adicién de una particula, por lo que
el didmetro de la fibra y el didmetro de la distribucién entre cada fibra se reduciria, una hipdtesis que
explica este efecto, es que la adicién de la particula mantiene una mayor densidad de carga uniforme.[40]

Por lo tanto las fibras magnéticas o conductoras de un material en el que factores de estimulacion se
encuentran embebidos en una matriz polimérica, se pueden producir mediante la técnica de Electrohilado
convencional o con un accesorio para Electrohilado Coaxial. Estos métodos son sencillos y versatiles para
producir compuestos funcionales, que poseen una gran longitud y didmetro uniforme.

1.3. Nanotecnologia

La nanociencia es el estudio del control de sistemas cuyo tamano es de unos pocos nanémetros (1-100).
El prefijo “nano” pertenece al griego y significa “mil millones” (una mil millonésima parte de un metro
es la unidad de medida que se usa en el &mbito de la Nanotecnologia).[43] Por lo tanto, la palabra “nano-
tecnologia” es la ciencia o ingenieria que involucra materiales o componentes que tienen una orgnizacion
funcional en la escala nanométrica, y se refiere principalmente al diseno, caracterizacién y produccién de
nanoestructuras novedosas (nanoaparatos y nanosistemas), que permiten trabajar y manipular las estruc-
turas, a nivel de dtomos y moléculas.[44],[43],[45]

La nanotecnologia se caracteriza por ser un campo esencialmente multidisciplinario, y cohesionado exclu-
sivamente por la escala de la materia con la que trabaja. Para comprender el potencial de esta tecnologia,
es clave saber que las propiedades fisicas y quimicas de la materia cambian a escala nanométrica, lo
cual se debe a efectos cuanticos. La conductividad eléctrica, el calor, la resistencia, la elasticidad, la
reactividad, entre otras propiedades, se comportan de manera diferente que en los mismos elementos a
mayor escala.[43] La habilidad de manipular la materia a nanoescala, promete un enorme potencial para
diversas aplicaciones e innovaciones, involucrando nuevos materiales para areas como: almacenamiento,
produccion agricola, conversiéon de energia, sistemas de adaministraciéon de farmacos y tecnologias para
la informacién. Para dichas aplicaciones existen nanomateriales, que son sintetizados y modificados con
el fin de mejorar su desempeno en procesos tecnoldgicos e industrializados, dentro de los nanomateriales
con mayor interés se encuentran los nanotubos de carbono y particulas de 6xidos metélicos, debido a que
tiene estructuras con precisién atémica.[43],[45]

1.3.1. Nanotubos de Carbono (NTC)

Los nanotubos de carbono son las uinicas estructuras que poseen elevadas propiedades mecanicas y
electronicas, derivadas de su composicion quimica, la cual es similar a la del grafito, ademés poseen diame-
tros que pueden variar desde 1-30 nm y longitudes que van desde algunos nm hasta varios ym. El primer
reporte acerca de la observcién de filamentos de carbono con dimensiones nanométricas fue realizado por
Oberlin en 1976. Posteriormente mediante microscopia electrénica de alta resolucion fue posible demostrar
que estas estructuras estaban compuestas de capas concéntricas de grafito[46], y a partir de entonces se
han llevado a cabo grandes esfuerzos para comprender el origen sus propiedades, y encontrar aplicaciones
potenciales para este tipo de nanomateriales en diversas dreas.

Los nanotubos de carbono pueden ser considerados como una red hexagonal de atomos de carbono que ha
sido enrollada formando un cilindro hueco, uniendo sus bordes (sin costura), ademds tienen los extremos
cerrados. De esta manera, en una red de nanotubos puede existir una combinacién de tubos metélicos
como semiconductores, donde la transmisién de electrones entre los nanotubos se debe al contacto que
existe entre cada uno de éstos, presentando una contribucién a la resistencia total del sistema.[47]
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La combinacién de dimensiones y estructura posiciona a los nanotubos dentro de un amplio intervalo
de propiedades superiores, debido a la formacién de enlaces covalentes C' — C. Otras propiedades depen-
den de factores como el didmetro y la quiralidad, siendo éste, un término empleado para especificar la
arquitectura de un nanotubo.[46] Gracias a sus propiedades electrénicas y mecdnicas, se ha reportado
su empleo como reforzantes en matrices poliméricas generando materiales nanoestructurados con mejor
desempeno mecdnico y baja densidad[48], estos nanomateriales son ideales para la fabricacién de na-
noelectrodos, con dimensiones para trabajar a nivel biomolecular dentro del cuerpo humano como las
dendritas o la laminina, que es un componente extracelular clave en el tejido nervioso con dimensiones de
aproximadamente 75 pm.

1.3.1.1. Sintesis de Nanotubos de Carbono

En la actualidad existen distintos métodos para la producciéon de nanotubos de carbono, ya sea comer-
ciales o a nivel laboratorio, la eleccién de cada uno de éstos estriba en la cantidad de producto obtenida
en un intervalo de tiempo, asi como de la pureza del producto y la fuente de carbono empleada. Entre los
métodos mds populares se encuentran, la ablacién por ldser y la depositacién quimica de vapores.[46]

En la ablacién por laser; una pieza de grafito es vaporizada mediante radiacién laser a elevadas tem-
peraturas (~ 1200 °C) en una atmésfera inerte (He-Ar), sin embargo, la calidad y rendimiento de los
nanotubos obtenidos va a depender de la temperatura de reaccién, y que a bajas temperaturas la calidad
disminuye y comienzan a presentarse defectos. Por otra parte, en el método de depositaciéon quimica de
vapores (CVD), se utilizan hidrocarburos en fase gas como fuente de carbono, y un catalizador o mezclas
metélicas como Ni/Fe/Co, las cuales actian como ntcleos para el crecimiento de los nanotubos. Dicho
proceso se lleva a cabo a menores temperaturas (500-1000 °C) y puede producir nanotubos de pared
sencilla, de pared miltiple y nanofibras dependiendo del tipo de catalizador empleado.

1.3.1.2. Purificacién de Nanotubos de Carbono

Figura 1.9: Grupos funcionales que contienen oxigeno, formados en la superficie de nanotubos de carbono mediante trata-

miento con acidos concentrados.

Los nanotubos de carbono fabricados por diferentes métodos convencionales, generalmente contienen
impurezas o restos de catalizadores, que es necesario removerse para obtener un material puro. Para
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esto existen diversos métodos de purificacién, el mas empleado recurre al tratamiento con acidos con-
centrados (HNO3/H2S0,), sin embargo se ha observado que esta técnica genera defectos y en ocasiones
puede danar la superficie de los nanotubos, a pesar de ello, estos defectos provocan el rompimiento de
enlaces que dan lugar a la formacién de grupos funcionales que contienen atomos de oxigeno, tales co-
mo acidos carboxilicos, lactonas, cetonas, anhidridos carboxilicos, fenol, entre otros, (ver Figura .[49]
Otro método de purificacién, es la grafitizacién (oxidacién), a temperaturas entre 600-700 °C, lo que
permite remover restos de carbono amorfo. Una modificacién de este proceso, emplea una atmdsfera iner-
te con Ar o He, en la cual se someten los nanotubos a altas temperaturas, del orden de 1800-2600 °C,
lo cual permite ademés de remover el carbén amorfo, eliminar restos de catalizadores como Hierro. [50],[46]

1.3.1.3. Tipos de Nanotubos de Carbono

Existen fundamentalmente dos tipos de nanotubos de carbono en funcién de las capas de grafito que
los conforman: estos pueden ser de pared sencilla (SWCNT, por sus siglas en inglés) y de paredes miltiples
(MWCNT por sus siglas en inglés).[S],[46]

En el caso de los nanotubos de pared sencilla; su estructura consiste en una sola hoja de grafito en-
rollada formando un cilindro hueco, causando la presencia de excepcionales propiedades, derivadas de la
perfeccién cristalina en su estructura y unidimensionalidad. Los dtomos de carbono en la hoja de grafito
que forman este tipo de nanotubos se encuentran covalentemente enlazados a tres atomos de carbono
vecinos mediante una hibridacién tipo sp?, mientras que el cuarto enlace del carbono queda deslocaliza-
do entre los demas atomos. El didmetro promedio de estos nanotubos varfa entre 1.4-2 nm, (ver Figura
1.10n).[51]

(a) (b)

Figura 1.10: Esquema de estructuras para diferentes tipos de nanotubos de carbono. a)Nanotubos de carbono de pared
simple NTCPS o SWCNT. b)Nanotubos de carbono multi-pared NTCMP O MWCNT.

Los nanotubos de pared miltiple; consisten en varias hojas de grafito enrolladas concéntricamente, con
un espacio de separacién de 0.36 nm, (ver Figura ) Estos nanomateriales, presentan una hibridacion
tipo sp?, similar al caso de los nanotubos con pared simple, sélo que en este caso el cuarto enlace del
carbono forma enlaces débiles del tipo van der Walls con las deméas hojas de grafito, lo que le confiere
también un cardcter semiconductor a la estructura formada. En este caso, el didmetro varia entre 10-100
nm, dependiendo de la cantidad de hojas concéntricas, sin embargo se ha reportado que la perfeccion en
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la estructura cristalina de estos nanomateriales, se pierde conforme se aumenta el niimero de hojas de
grafito.[46]

1.4. Técnicas estandares de caracterizacion

Para entender las caracteristicas de las fibras electrohiladas, se emplean diversas técnicas en general
para el estudio de materiales, sin embargo la eleccién de éstas va a depender de la informacién que se
desee obtener con respecto a un andlisis morfologico, quimico, térmico o mecanico.

1.4.1. Caracterizacién morfologica

La caracterizacion fisica es asociada a la estructura y morfologia de las nanofibras que conforman la
muestra. Las propiedades geométricas de las nanofibras incluyen distribucion de didmetros, orientacion
privilegiada, forma de la seccién transversal y la rugosidad en la superficie. Para un analisis de este tipo
de propiedades se utiliza frecuentemente la Microscopia Electrénica de Barrido (SEM).

1.4.1.1. Microscopia Electrénica de Barrido (MEB)

El microscopio electrénico de barrido es un instrumento que permite la observacion y caracterizacion
de la superficie al proporcionar informaciéon morfolégica del material analizado, la obtenciéon de imagenes
se basa en un patron de escaneo con un haz de electrones de alta energia. Por lo tanto, es capaz de pro-
porcionar imégenes de muy alta resolucién (inferior a 1 nm) en su modo estandar de deteccién, ademads es
posible aplicar un amplio rango de magnificaciones de 10-500,000 veces. Como requisito para el andlisis
es importante que las muestras puedan conducir electricidad por lo que es necesario recubrirlas con una
capa delgada de oro o platino.

En un microscopio electrénico de barrido se distinguen principalmente un canén de electrones con un
filamento emisor, un sistema de lentes electromagnéticas que focaliza y reduce el haz de electrones pro-
veniente del filamento; un sistema de barrido que hace recorrer sobre la superficie de la muestra al haz
de electrones una vez que estd focalizado; un método para colectar y amplificar los electrones emitidos
y transformarlo en una senal eléctrica y un sistema de vacio que mantenga una presién menor a 10-5
Torrs. [31]

Su funcionamiento consiste en acelerar los electrones en un campo eléctrico, para aprovechar de esta
manera su comportamiento ondulatorio, lo cual se lleva a cabo en la columna del microscopio a alto vacio
(superior a 10-5 Torrs), donde se aceleran mediante una diferencia de potencial de 1,000 - 30,000 V. Los
electrones acelerados salen del cafién, y se enfocan mediante las lentes condensadora y objetiva, cuya
funcién es reducir la imagen del filamento, de manera que incida en la muestra un haz de electrones muy
estrecho, lo que ayuda a tener una gran profundidad de campo mostrando una apariencia tridimensional
y una mejor resolucién espacial de la estructura de la superficie de la muestra. Cuando el haz incide sobre
la muestra, las bobinas deflectoras barren este fino haz de electrones sobre la muestra, punto por punto
y linea por linea, produciendo diferentes interacciones entre los electrones del mismo haz y los atomos
de la muestra, estas interacciones son captadas por detectores, amplificadas y transmitidas a una pan-
talla, donde se expresan en términos de variacién luminosa.[52] Por lo tanto, la energia que pierden los
electrones al “chocar” contra la muestra (electrones retrodispersados) pueden hacer que otros electrones
salgan disparados (electrones secundarios), produciendo Rayos X caracteristicos para cada uno de los
elementos presentes en la muestra, lo que proporciona al MEB una capacidad analitica muy importante;
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una representacién esquematica del funcionamiento de un microscopio electronico de barrido se muestra

en la Figura [52],[31]

Figura 1.11: Representacién esquemética de la columna de un microscopio electrénico de Barrido.

De esta manera, en la Microcopia Electrénica las senales que se generan y tienen mayor interés son[31]:

» FElectrones secundarios (arrancados de la muestra por el haz primario): los cuales dan informacién
sobre las capas mas superficiales de la muestra, originando la imagen propia y caracteristica del
SEM, con gran profundidad de foco y un aspecto completamente tridimensional.

» Flectrones retrodispersados (electrones del haz primario que rebotan en la muestra): su cantidad
depende del nimero atéomico de los componentes en la muestra y proporcionan una imagen con
expresion quimica o de composicion que puede plasmarse en una gréfica.

Algunas de las ventajas que proporciona esta técnica de Microscopia, es que no disminuye la brillantez,
ni hay rotacion de la imagen al incrementar la amplificacion. Ademas las fotografias se adquieren en forma
externa al sistema de vacio del microscopio, lo cual elimina los posibles contaminantes producidos por la
desgasificacién de la pelicula fotografica.

1.4.2. Caracterizacién fisico-quimica y térmica

La caracterizacién de la estructura molecular de una nanofibra, puede ser analizada mediante las
técnicas de Espectroscopia Infrarroja con Transformada de Fourier (FTIR) y Espectroscopia Raman.
Mientras que la estructura supermolecular estd relacionada con la configuraciéon de las macromoléculas
en una nanofibra, y se caracteriza por la birrefringencia 6ptica; Difraccion de Rayos X de angulo amplio
(DRX) y Calorimetria Diferencial de Barrido (CDB).
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1.4.2.1. Espectroscopia de Infrarrojo por Transformada de Fourier por Reflectancia Total
Atenuada (FTIR-ATR)

La espectroscopia FTIR es una técnica versatil que se aplica a la determinacion de grupos funcionales
caracteristicos en especies moleculares, particularmente compuestos orgdnicos, abarcando la region infra-
rroja (parte cercana “A=143,000-4,000 cm~!”, media “A=4,000-400 cm~!” y lejana “A=400-10 cm~!")
del espectro electromagnético. El principio de esta técnica se basa en la absorcién caracteristica de la
radiacion infrarroja por las moléculas en vibracién. Una molécula absorbe la energia de un haz de luz IR,
cuando dicha energia incidente es igual a la necesaria para que se dé una transicién vibracional; por lo
tanto la molécula vibra de una cierta forma gracias a la energia que se le suministra mediante luz IR. La
posicién de absorcién en la regién infrarroja puede expresarse en funcién de las longitudes de onda (\) o
del nimero de onda (cm™1) de la radiacién absorbida.[53]

Un espectrofotémetro funciona con una pequena muestra colocada en una celda, donde es sometida a
una fuente de luz infrarroja, la cual hace un barrido en el rango deseado, de modo que la intensidad de la
luz transmitida a través de la muestra es medida en cada nimero de onda, lo que permite que la cantidad
de luz absorbida por la muestra sea calculada por la diferencia entre la intensidad de la luz antes y des-
pués de pasar por la celda, produciéndose con esto, un espectro de absorcién infrarroja (ver Figura.
En dicho espectro se pueden identificar los grupos funcionales de la muestra asociados a los valores de
longitud de onda, por lo que es posible encontrar los tipos de vibraciones que se presentan en la molécula,
por ejemplo; cuando la energia que excita a las moléculas posee una longitud de onda perteneciente al
infrarrojo cercano, las moléculas pueden presentar vibraciones arménicas o sobretonos; si dicha energia se
encuentra dentro del infrarrojo medio las vibraciones fundamentales que se presentan son principalmen-
te rotacionales-vibracionales; mientras que en el infrarrojo lejano se presentan vibraciones rotacionales. [54]

Figura 1.12: Representacién esquemitica del funcionamiento de un espectrofotémetro para FTIR.

Sin embargo, cuando la muestra presenta un cierto grado de opacidad, no es adecuada para éste andli-
sis convencional, por lo tanto se acoplan accesorios en los equipos FTIR de manera sencilla como es el caso
del dispositivo de Reflectancia Total Atenuada (ATR), en él cual el haz infrarrojo se dirige a un cristal
denso 6pticamente, con un alto indice de refraccién en determinado angulo, provocando una reflectancia
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interna que crea una onda evanescente, misma que se extiende mas alla de la superficie del cristal hasta
la muestra en contacto con el cristal.

Figura 1.13: Funcionamiento en representacién esquemética del dispositivo ATR.

En las regiones del espectro de infrarrojos en las que la muestra absorbe energia, la onda evanescente
se atenua. El haz atenuado vuelve al cristal, sale a continuacién por el extremo opuesto del cristal y se
dirige al detector en el espectréometro IR. El detector registra el haz IR atenuando como una senal del
interferograma, la cual es primordial para generar el espectro infrarrojo; este funcionamiento se muestra
como una representacion esquemdatica en la Figura M[E)B]

Por lo tanto, en la técnica de Reflectancia Total Atenuada utilizada en FTIR, es posible medir cam-
bios directamente en la superficie del material, y es ideal para muestras muy absorbentes o gruesas, las
cuales suelen producir picos intensos si se miden mediante la transmisién. La técnica funciona bien con
estas muestras porque la intensidad de las ondas evanescentes se reduce exponencialmente con la distancia
desde la superficie del cristal de ATR, lo que tiene como resultado que la técnica sea en general insensible
al grosor de la muestra. Entre las ventajas al emplear el ATR, se encuentra la preparaciéon minima de las
muestras, limpieza répida y facil, y el andlisis de muestras en su estado natural (no es necesario calentar,
aplicar presién para obtener granulos ni triturar para recopilar los espectros).

1.4.2.2. Espectroscopia Raman

La Espectroscopia Raman es una técnica foténica de alta resolucién, que proporciona en pocos segun-
dos informacién quimica y estructural de casi cualquier material o compuesto (orgénico y/o inorganico)
permitiendo asi su identificacién. De esta manera, cuando se combina un espectrémetro Raman dispersivo
y un microscopio confocal en un sélo dispositivo, la técnica recibe el nombre de “Microscopia Raman”,
permitiendo la obtencién del espectro correspondiente a la muestra, junto con su respectiva imagen con-
focal.

El analisis mediante Espectroscopia Raman se basa en hacer incidir un ldser de radiacién monocromaética
visible o infrarroja (con frecuencia vg) sobre una muestra cuyas caracteristicas moleculares se desean de-
terminar, examinando la luz dispersada por dicha muestra. La mayor parte de esta luz presenta la misma
frecuencia que la luz incidente pero una fraccién muy pequena experimenta ligeros cambios frecuenciales,
resultado de la interaccion de la luz con la materia. La luz que mantiene la misma frecuencia vy que la luz
incidente se conoce como dispersion Rayleigh y no aporta ninguna informacién sobre la composicién de la
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muestra; mientras que, la luz dispersada que presenta frecuencias distintas a la de la radiacién incidente,
se conoce como dispersiéon Raman y es la que proporciona informacion sobre la composicién molecular de
la muestra. [53],[3],[56]

Estados de

. .
energia virtual

A A

Estados de

.. .
energia vibracional

] Y—

Absorcién Dispersién Dispersion Dispersién

O N WA

Infl‘ﬂl‘l‘oj a Raman Raman-Stokes Raman-antiStokes

Figura 1.14: Diagrama energético mostrando los estados implicados en la sefial Raman.

Figura 1.15: Espectro con bandas Rayleigh, Raman Stokes y Raman anti-Stokes.

Las nuevas frecuencias +v, y —v, son las frecuencias Raman, caracteristicas de la naturaleza quimica
y el estado fisico de la muestra e independientes de la radiacién incidente, las variaciones de frecuencia
observadas en este fendémeno de dispersion, son equivalentes a variaciones de energia. Por lo tanto, di-
cha dispersion puede ser interpretada como el siguiente proceso: el fotén incidente lleva a la molécula
transitoriamente a un nivel de energfa vibracional (o rotacional) superior no permitido, el cual abandona
rapidamente para pasar a uno de los niveles de energia permitidos emitiendo un fotén; la frecuencia a
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la cual es liberado este fotén dependerd del salto energético realizado por la molécula. Entre los posibles
casos se distinguen los siguientes (ver Figura [1.14)) [56],[57]:

1. Si el resultado de la interaccion fotén-molécula es un fotén dispersado a la misma frecuencia que
el fotén incidente, es un choque eldstico, ya que ni el fotén ni la molécula sufren variaciones en su
estado energético; la molecula vuelve al mismo nivel de energia que tenia antes del choque y el fotén
dispersado tiene la misma frecuencia vy que el incidente, dando lugar a la dispersién Rayleigh.

2. Si el resultado de la interaccién fotén-molécula es un fotén dispersado a una frecuencia distinta del
incidente, es un choque ineldstico (existe transferencia de energfa entre la molécula y el fotén), en
este caso pueden darse dos fenémenos:

= Si el fotén dispersado tiene una frecuencia menor a la del incidente, se produce una transferencia
de energia del fotén a la molécula, que después de pasar al estado de energia no permitido,
vuelve a uno permitido mayor al que tenia inicialmente; el fotén es dispersado con frecuencia
vy — vy y se produce la dispersion Raman-Stokes.

= Si el fotén dispersado tiene una frecuencia mayor a la del incidente, se produce una transferencia
de energia de la molécula al fotén; significa que la molécula inicialmente antes del choque no
se encontraba en su estado vibracional fundamental sino en uno de mayor energia y después
del choque pasa a este estado; el fotén es dispersado con frecuencia vy + v, y se produce la
dispersion Raman anti-Stokes.

El espectro Raman recoge estos fenémenos representando la intensidad 6ptica dispersada en funcion
del nimero de onda normalizado v al que se produce. El nimero de onda normalizado es una magnitud
proporcional a la frecuencia e inversamente proporcional a la longitud de onda, y se expresa en cm ™!,
(v =wv/c=1/X). Como se observa en la Figura el espectro Raman, estd formado por una banda
principal o Rayleigh y dos series de bandas secundarias correspondientes a las bandas Raman-Stokes y

anti-Stokes, situadas simétricamente a ambos lados de la banda Rayleigh.[56]

Por 1ltimo, la Microscopia Raman ofrece varias ventajas para su analisis, por ejemplo, las muestras
no necesitan ser fijadas o seccionadas, ni de algin tipo de preparacion especial, ademas los espectros
pueden ser obtenidos a partir de un volumen muy bajo (1 pum de didmetro), por lo que se considera una
técnica no-destructiva.

1.4.2.3. Difraccién de Rayos X de dngulo amplio (DRX)

La técnica de Difraccién de Rayos X es utilizada en el analisis de estructuras de polimeros semicris-
talinos y otros compuestos organicos que forman cristales. El patrén de difracciéon generado permite de-
terminar la composicién quimica o fase de la pelicula, asi como cuantificar la presencia de sus cristales. [58]

Los Rayos X se generan en un dispositivo conocido como tubo de Rayos-X, que consiste en un cato-
do con un filamento incandescente de Tungsteno que emite e~ que son acelerados bajo vacio por un alto
voltaje aplicado a lo largo del tubo (del orden de 20-50 kV). El haz de electrones incide sobre un blanco
metalico, &nodo o anticdtodo (habitualmente Cu o Mo y menos frecuentemente Cr, Fe, Co o Ag).[58],[59)]
Cuando los electrones penetran en el metal se desaceleran y emiten radiacién continua en un intervalo de
longitudes de onda (ver Figura[1.16]).
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Figura 1.16: Configuracién esquemética del difractémetro de Rayos X.

Una fraccién de los electrones incidentes interactiia con los electrones de las capas internas de los
atomos, dando lugar a una colision que expulsa un electrén y a su vez otro electron de mayor energia
desciende al sitio vacante, emitiendo el exceso de energia como un fotén de Rayos X.[60] La interaccién
de los Rayos-X con la materia esencialmente ocurre mediante dos procesos:

= Algunos fotones del haz incidente son desviados sin pérdida de energia, constituyen la radiacion
dispersada exactamente con la misma A que la radiacién incidente (es la que origina el fenémeno de
la difraccion).

= Los fotones pueden sufrir una serie de choques ineldsticos al incidir sobre un blanco y su energia
incrementa la temperatura de la muestra o da lugar al fenémeno de fluorescencia.

Figura 1.17: Ubicacién de las ventanas y monocromadores en un difractémetro de Rayos X.
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Con objeto de obtener una buena resolucién al mismo tiempo que una buena intensidad en un di-
fractometro convencional se utilizan los siguientes dispositivos, en la Figura[1.17] se senala su ubicacién;

= Ventana de divergencia: se coloca en el camino del haz incidente, antes de la muestra, para limitar
la divergencia del haz incidente y por tanto el drea “iluminada” en dicha muestra. Su principal
funcién es disminuir el background, aunque en ocasiones también se disminuye la intensidad de los
haces difractados.

» Ventana de dispersion: se coloca inmediatamente después de la muestra.

= Ventana del detector: se coloca antes del detector. Cuanto menor es su abertura mayor es la reso-
lucién obtenida, pero menor la intensidad.

» Ventanas Soller: consisten en un conjunto de finas placas metalicas paralelas al circulo del di-
fractémetro. Estas placas eliminan una gran proporcion de rayos inclinados respecto al plano del
circulo del difractémetro.

= Monocromador secundario: el méas utilizado es de grafito. Consisten en un cristal orientado de
manera que la difracciéon se produce Unicamente para una A determinada. Debe ser mecanicamente
resistente, la intensidad difractada debe ser elevada para reducir la pérdida en lo posible, el cardcter
de mosaico debe ser pequeno para reducir la divergencia. La superficie se curva para enfocar el haz
difractado en un area pequena.

El fenémeno de DRX se produce si existe una disposicién ordenada de dtomos y si se cumplen las
condiciones que vienen dadas por la Ley de Bragg, si no se cumple esta Ley, la interferencia es de naturaleza
no constructiva y el campo del haz difractado es de muy baja intensidad. La ley de Bragg se representa
con la siguiente expresion[3]:

nA=2dsenf

donde; A\ = longitud de onda de los Rayos X
d = distancia interatémica
= angulo de incidencia del haz difractado
n = numero entero que corresponde a la diferencia de trayectos (direcciones) entre el haz difractado y el
haz transmitido.

Figura 1.18: Representacién esquemética de la Ley de Bragg.

En resumen, la DRX es esencialmente un fenémeno de dispersién, en el que la muestra se escanea en
un angulo amplio de Rayos X y la intensidad de difraccién se representa como una funcién del angulo
26. Cuando los Rayos X se dirigen en los sélidos, se dispersan en patrones predecibles sobre la base de la
estructura interna del sélido, provocando la visualizacion de espacios que pueden ser descritos por planos
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imaginarios; la intensidad del patron de estos espacios es directamente proporcional al nimero de electro-
nes que se encuentran en los planos imaginarios. Cada sélido cristalino tendra un patrén unico de espacios
interplanares, que es una “huella digital” para dicho sélido. De hecho sélidos con la misma composicién
quimica pero diferentes fases pueden ser identificadas por su patrén de espacios interplanares.[61] Un
difractograma de Rayos-X recoge los datos de intensidad en funcién del dngulo de difraccién (26) obte-
niéndose una serie de picos. Los datos méas importantes obtenidos a partir de un difractograma son los
siguientes:

= Posicién de los picos expresada en valores de 6, 20, d 6 ¢ = 1/d2.

= Intensidad de pico. Las intensidades se pueden tomar como alturas de los picos o para trabajos
de maés precision las dreas. Al pico més intenso se le asigna un valor de 100 y el resto se reescala
respecto a éste.

= Perfil de pico. Aunque se utiliza menos que los anteriores la forma de los picos también proporciona
informacién 1til sobre la muestra analizada.

1.4.2.4. Calorimetria Diferencial de Barrido (CDB)

La Calorimetria Diferencial de Barrido es una técnica experimental termoanalitica en la que se mide
la diferencia de cantidad de calor aportado entre una muestra y una referencia, como una funciéon de la
temperatura, cuando las dos estan sometidas a un ciclo de temperatura controlado.[62],[3] Es decir, CDB
nos permite determinar la cantidad de calor que absorbe o libera una sustancia, cuando es mantenida
a temperatura constante, durante un tiempo determinado, o cuando es calentada o enfriada a velocidad
constante, en un determinado intervalo de temperaturas.[63] Existen dos modos de operacién en CDB, la
calorimetria de potencia compensada y la calorimetria de flujo de calor, sin embargo en este estudio nos
concentraremos en “calorimetria de flujo de calor”.

Figura 1.19: Representacién esquemdtica del equipo para CDB.

El proceso de CDB radica en dos céapsulas; una de ellas contiene la muestra a analizar y la otra esta
generalmente vacia (cdpsula de referencia). Durante el procedimiento se usan calefactores individuales
para cada capsula y un sistema de control comprueba si se producen diferencias de temperatura entre
la muestra y la referencia (la temperatura aumenta linealmente como funcién del tiempo). Si se detec-
ta cualquier diferencia, los calefactores se corregiran de tal manera que la temperatura se mantendra
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igual en ambas cépsulas, (ver Figura . Es decir, cuando tiene lugar un proceso exotérmico o en-
dotérmico, el instrumento compensa la energia necesaria para mantener la misma temperatura en ambas
capsulas, determinando la temperatura de transformacion y la entalpia de la muestra, lo que proporciona
informacién cuantitativa y cualitativa conforme a los cambios fisicos y quimicos involucrados en ambos
procesos. [53]|Dichas mediciones se registran en un termograma y se requiere de la interpretacién en térmi-
nos de posibles procesos reactivos.

Figura 1.20: Diagrama de temperaturas caracterfsticas en CDB.

Entre las diversas utilidades de CDB se destacan las siguientes[63]:
» Medidas de capacidad calorifica aparente (fenémenos de relajacién estructural).

= Determinacién de temperaturas caracteristicas de transformacion o de transicién tales como: tempe-
ratura de transicién vitrea (7}), transicién ferro-paramagnética, temperatura de cristalizacién (T¢),
transformaciones polimérficas, temperatura de fusién (T o T),,), ebullicién, sublimacién, tempera-
tura de descomposicién (Ty), isomerizacién (ver Figura [1.20).[53]

» Estabilidad térmica de los materiales.

» Cinética de cristalizacion de los materiales.

1.4.3. Caracterizacién mecanica

Un andamio electrohilado debe proporcionar estabilidad mecénica inicial y fomentar una distribucién
uniforme de células, permitiendo su inmovilizacién y manteniendo diferenciado al fenotipo celular. Por
lo que es de suma importancia, conocer las propiedades mecanicas a las que responde un material (en
nuestro caso andamio) cuando se le somete a una fuerza externa, generando relaciones del tipo tensorial
con la deformacién que sufre dicho material.[6] El disefio de la forma y secciones, para determinar estas
propiedades, se debe realizar con criterios especificos, empleando la menor cantidad posible de material y
sobre todo evitando que se produzcan fallos mecéanicos.

Existen varios tipos de ensayos que permiten identificar la resistencia del material mediante su some-
timiento a distintos esfuerzos, por ejemplo; la capacidad que tiene un material para soportar una carga,
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puede determinarse mediante una prueba de tensién o compresion, mientras que las pruebas de penetra-
cién y rasgado, ayudan a determinar la dureza (resistencia a la penetracién o indentacién). La técnica
de indentacién ha sido la mas utilizada para medir las propiedades mecanicas de los materiales, debido a
la facilidad y velocidad con la que puede llevarse a cabo. Durante las dltimas dos décadas, el alcance de
las pruebas por indentacién, se ha extendido hasta la escala nanométrica, debido al desarollo de nuevos
sensores y actuadores que permiten indentaciones instrumentadas a este tipo de escala.[3] Otras de las
pruebas son las de impacto, que determinan la tenacidad de un material, indicando que tan fragil o ductil
puede ser, el proceso se lleva a cabo mediante cargas de choque y variaciéon de temperatura. Las pruebas
de fatiga miden el periodo de vida tutil de un material que se somete a cargas ciclicas. Para evaluar el
comportamiento de un material sometido a una carga y una temperatura elevada, se determinan los va-
lores de fluencia y ruptura. La informacién obtenida de éstas y otras pruebas mas especializadas son de
gran utilidad para el disenador, fabricante o investigador.[5]

(a) (b)

Figura 1.21: Dispositivos comerciales para pruebas mecénicas[5]: a)maquina de esfuerzo horizontal de TMI y b)méquina
universal 50kN-AT de TMI.

(a) (b) () (@

Figura 1.22: Dispositivos comerciales para pruebas mecdnicas mds sofisticadas.[5] Maquinas universales INSTRON:
a)electroPuls E3000 y b)bioPuls. ¢)Méquina Zwick que permite realizar ensayos biaxiales. d)Méquina Zyvex L100 que cuenta

con una camara CCD, para registrar el desarrollo experimental de la prueba.
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Una de las aportaciones que tienen las pruebas mecénicas, es que son consideradas como una he-
rramienta muy util para determinar ciertas propiedades de los biomateriales, que permitan optimizar
su desempeno. Para ésto, existe una gran variedad de productos capaces de realizar una amplia gama
de pruebas mecénicas; desde dispositivos comerciales, como maquinas de esfuerzo horizontal (TESTING
MACHINES INC, con 500 N/112.4 libras de fuerza méaxima, velocidad de 5-120 mm/min y longitud
maxima de 180 mm, ver Figura ) y maquinas universales para pruebas como la que se muestra en
Figura (Maquina 50 kN-AT, con capacidad de 3 kN, 674.4 libras de fuerza, velocidad de 0.001-1000
mm/min y longitud de 60 mm).[5].

En las médquinas universales para pruebas de INSTRON se encuentran la ElectroPuls E3000 (puede
acostarse para realizar pruebas horizontales) y el BioPuls (contiene mordazas neumdticas sumergibles
de aluminio recubiertas con teflén), ambos dispositivos se pueden apreciar en la Figura y [1.22b,
respectivamente. También existen maquinas de ensayos biaxiales mediante la sincronizacién por software,
como es el caso de la Zwick (ver Figura ), disenada para realizar esfuerzos biaxiales en probetas
de plastico o en materiales biomecanicos, dicha maquina esta compuesta con 4 servo-actuadores electro-
mecanicos dispuestos de forma horizontal con angulos de 90° entre ellos. Otro diseno de los sobresalientes
para pruebas mecanicas es la méquina Zyvex L100 (ver Figura [1.22d), que es capaz de registrar el desa-
rrollo experimental de una prueba mecdanica para su posterior andlisis, contando con una camara CCD
(dispositivo de carga acoplada) y un microscopio 6ptico.[5]

1.4.3.1. Diagrama esfuerzo-deformacién

Sin embargo, de los diferentes ensayos existentes, el méas empleado es el de traccién en una dimensién,
el cual entrega la mayoria de los datos relevantes para un primer estudio mecénico en los materiales.
Esta prueba consiste en someter a un material (en forma de probeta y con dimensiones determinadas) a
un esfuerzo en la direccion de su eje, hasta romperlo; dicho ensayo se inicia mediante el desplazamiento
del cabezal de la maquina en las condiciones definidas, fijando la velocidad de desplazamiento o la ve-
locidad de aplicacién de carga, definidos por el usuario. A medida que la probeta se alarga, la maquina
universal registra la carga de la fuerza aplicada, y alargamiento de la probeta, hasta su rotura. Los datos
obtenidos permiten generar la grafica tensién/desplazamiento, a partir de las dimensiones iniciales de
la probeta, los datos originales de fuerza y alargamiento se transforman en esfuerzo y deformacién, que
permiten caracterizar las propiedades mecanicas que se derivan de este ensayo. Los resultados del ensayo
de traccién quedan reflejados en un diagrama en el que los valores de deformacién (alargamientos) produ-
cidos se representan en el eje de abscisas, y las tensiones de traccién aplicadas en el eje de ordenadas.[5], [0]

Por lo tanto, con los datos que se obtienen en una prueba de tensién, se genera una gréfica del es-
fuerzo aplicado vs la deformacién unitaria del material, en la cual se aprecia una curva caracteristica de
las propiedades del material, que no depende de las dimensiones particulares de la muestra. Si bien este
diagrama contiene informacion 1til para el andlisis de un material, no puede emplearse directamente para
predecir la deformacién de una pieza del mismo material pero de diferentes dimensiones. Estos diagramas
esfuerzo-deformacion varian en forma considerable, debido a los diferentes ensayos de tensién llevados a
cabo sobre el mismo material; sin embargo, es posible distinguir algunas caracteristicas comunes entre
dichos diagramas, que permiten clasificar al material como ductil o frégil.[5]

Los materiales ductiles, como el acero estructural, asi como muchas aleaciones de otros metales, se ca-
racterizan por su capacidad de fluir a temperaturas normales. Al someterse la probeta a una carga que
aumenta su deformacion, ésta se incrementa primero longitudinalmente, proporcional a la carga y a una
tasa muy lenta. Asi, la porcion inicial del diagrama esfuerzo-deformacion es una linea recta con una pen-
diente pronunciada (ver Figura[l.23). No obstante después de alcanzar un valor critico (oy p) del esfuerzo,
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la probeta experimenta una gran deformacion con un incremento relativamente pequeno de la carga apli-
cada. Esta deformacion es causada por el deslizamiento del material a lo largo de superficies oblicuas y se
debe sobre todo a esfuerzos cortantes. Como puede notarse en los diagramas esfuerzo-deformacion de los
materiales ductiles tipicos (ver Figura , la elongacién de la probeta después de que ha comenzado a
fluir puede ser 200 veces mas grande que su deformacién anterior a la fluencia. Después de haber alcanzado
un cierto valor maximo de carga, el didmetro de una porcién del espécimen comienza a disminuir, debido
a la inestabilidad local, este fendmeno se conoce como estriccion. Después de que comienza la estriccion,
son suficientes cargas algo menores para lograr que la probeta se alargue ain mas, hasta que finalmente
se fracture. [5]

Figura 1.23: Diagrama esfuerzo-deformacién del Acero estructural (considerado material dictil).

El esfuerzo oy p, donde comienza la fluencia se conoce como resistencia, punto de fluencia é ceden-
cia del material; mientras que el esfuerzo o;; corresponde a la maxima carga aplicada al material y se
conoce como resistencia ultima, y por ultimo el esfuerzo or correspondiente a la fractura y se deno-
mina resistencia a la fractura (ver Figura . Por otro lado, se conoce que la deformacién unitaria al
momento de la fractura, es menor para los materiales fragiles que para los materiales ductiles. A continua-
cion se describen a detalle algunos de los resultados que proporciona el diagrama de esfuerzo-deformacion.

1.4.3.2. Mobdulo de Elasticidad

La primera porcién que se observa lineal en el diagrama de esfuerzo-deformacién (ver Figura [1.23))
indica que el esfuerzo (o) es directamente proporcional a la deformacién (€), este comportamiento en el
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rango elastico sigue una ley, conocida como “Ley de Hooke”, donde la pendiente en la porcién lineal define
al Médulo de Young o Mdédulo de Elasticidad (E) de un material:[6]

c=Ec¢e

Como la € es una cantidad adimensional, el médulo E se expresa en las mismas unidades que el o, es
decir, en Pascales o en uno de sus miiltiplos si se emplean unidades del SI (Pa, kPA, MPa o N/mm?). El
maximo valor de esfuerzo para el que se puede emplear la ley de Hooke en un material dado, se conoce
como limite de proporcionalidad de ese material. Hay materiales en los que no se puede definir con tanta
facilidad, debido a que resulta dificil determinar con exactitud el valor del esfuerzo o para el que la rela-
cién o y € deja de ser lineal.[5]

1.4.3.3. Fluencia o cedencia

Se define como el punto en el cual el material sufre una deformacién plastica, es decir el material
pasa de la zona de deformacién elastica y queda deformado permanentemente (ver Figura y .
El cambio del comportamiento eldstico a plastico no se detecta con facilidad, por lo que se determina una
fluencia convencional al 0.2 % (e=0.002), refiriéndose a un método calculado por desviacién. La forma mas
comun de definir este valor, es por medio de una gréfica que resulta de aplicar una prueba de tensién al
material, trazando una linea paralela a la zona eldstica, pero con un desplazamiento del 0.2 % sobre el eje
X, el punto en el que esta linea se intercepta con la curva, es el valor de esfuerzo de cedencia o resistencia
a la cedencia a una desviacién del 0.2 % (ver Figura [1.24) [6], [5]

Figura 1.24: Determinacién de la fluencia o cedencia convencional del 0.2 % de deformacién.[6]

1.4.3.4. Maximo esfuerzo

Es la resistencia maxima al material observada en la curva como el punto més alto (F'), asociado
al esfuerzo oy (ver Figur. Este esfuerzo maximo puede dar alguna indicacién de la presencia de
defectos, por ejemplo; si el material contiene porosidades o inclusiones, estos defectos pueden causar un
decremento mayor al normal de la resistencia maxima del material. 6]
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1.4.3.5. Tenacidad

Es una medida de la capacidad del material para absorber energia antes de la fractura, la geometria
de la probeta, asi como la manera en la que se aplica la carga son importantes para determinarla. Se
calcula mediante el drea bajo la curva, que genera el diagrama de esfuerzo-deformacién (ver Figura,
desde el comienzo del ensayo hasta la fractura del material, sus unidades correspondientes son energia
por unidad de volumen (J/mm?, MPa).[6]

1.4.3.6. Ductilidad

Es una medida del grado de deformacién plastica que puede ser soportada por el material hasta que
este se fractura, (ver Figura, en los casos donde un material experimenta poca o ninguna deformacién
pléstica, se denomina frégil.[6] Existen dos formas para la determinacién de la ductilidad, una de ellas es
por medio del cdlculo en el porcentaje de alargamiento:[5]

Ly—L
Porcentaje de alargamiento = 100 x ot i
0

donde;
Ly Longitud inicial de la probeta.
Ly Longitud final a la ruptura.

Otra medida de ductilidad que es empleada en ocasiones, es el porcentaje de reduccién del area:

Ay — Ag

Porcentaje de reduccion de drea = 100 x 1
0

donde;
Ay Area inicial de la seccion transversal de la muestra.
Ay Minima drea de seccién transversal a la fractura.

En el caso de que a un material ductil se le aplique una carga de compresién, la curva de esfuerzo
deformacién que se obtendra sera esencialmente la misma a lo largo de su porcién inicial. Para un acero
dado la resistencia a la fluencia es la misma tanto a tensién como a compresion. Para valores mayores de
deformacion, las curvas de esfuerzo-deformacion a tension y compresion difieren, ademas de que no existe
una estricciéon a compresiéon. En la mayoria de los materiales dictiles, se encuentra que la resistencia
ultima a compresion es mucho mayor que la resistencia iltima a tensién. Este fenomeno se debe a las
fallas que existen en el material, las cuales debilitan a éste durante la prueba de tensién.[5]

1.4.3.7. Deformacion elastica y plastica

De manera general, en el diagrama esfuerzo-deformacion se puede observar varias regiones, donde
se encuentran clasificadas en dos regiones; una region eldstica y una plastica (ver Figura y .
La regién elastica corresponde a la primera parte de la curva y se caracteriza por la inexistencia de
deformacion residual en el caso de que se produzca la descarga, es decir, la deformacién experimentada
por la probeta no es permanente, por lo que si se detiene el ensayo la probeta recuperara su longitud
inicial. Esta regién se encuentra a su vez por dos zonas, las cuales son:
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= Zona proporcional. Relacién de proporcionalidad entre la tensién y la deformacion experimentada
por la probeta, se cumple con la Ley de Hooke.

= Zona no proporcional. Las deformaciones no son permanentes; si se detiene el ensayo y se deja
de aplicar una fuerza a la probeta, recuperard su longitud inicial.

La regién plastica se encuentra relacionada con los alargamientos permanentes, es decir, si el ensayo se
detiene la probeta no recuperara la deformacion elastica persistiendo al final una deformaciéon remanente
o plastica. Dicha regién se distingue por las zonas:

» Zona de deformacién plastica uniforme. La curva se hace mas tendida, por lo que no es
necesario un incremento de carga elevado para conseguir grandes alargamientos. La fuerza maxima
dividida entre la seccién inicial de la probeta determina la resistencia a la traccién, punto en el que
finaliza la zona plédstica de deformacién uniforme.

= Zona de estriccion o de deformacién plastica localizada. La deformacion se localiza en una
determinada zona de la probeta, la tensién disminuye y la probeta termina por romper dicha zona.

Figura 1.25: Esquema del diagrama esfuerzo-deformacién, que muestra el proceso que sufre una probeta al someterse a

una prueba mecénica.

1.5. Cultivos celulares

Un cultivo celular es un procedimiento tecnolégico de mantenimiento y estudio de las células vivas
en un medio artificial que permite reproducir, de forma bastante fiable, las condiciones biolégicas que las
células tienen en su lugar de origen. Las areas de aplicacion de los cultivos celulares se han ido ampliado
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de forma progresiva, por lo que constituyen ya una técnica habitual en muchos procedimientos de inves-
tigacién. [64]

Potencialmente todas las células son cultivables, pero cada una de ellas tiene peculiaridades y reque-
rimientos especificos.[65] Ellos hacen que existan numerosos modelos diferenciados de cultivo celular.
Segun su estructura, se pueden diferenciar tres grandes grupos de cultivo celular: cultivo de 6rgano, cul-
tivo de tejido y cultivo de células aisladas.

La posibilidad de realizar cultivos celulares es relativamente reciente. Harrison[66] y Carrel[67] descri-
bieron entre 1885 y 1900 las primeras técnicas de cultivo para intentar mantener neuronas vivas fuera del
organismo. En 1944, Gey[68] consigui6 el primer cultivo de células tumorales. Las técnicas de separacién
enzimética de tejido se iniciaron en 1952 cuando Mosconal[69] tripsinizé fragmentos de embrién de pollo y
consigui6 células aisladas capaces de crecer in vitro sobre placas de cultivo, técnica que, con mejoras, sigue
aun usandose en nuestros dias. En los ultimos veinte anos, y de forma clara sin capacidad de reproduccién
o divisién celular se pueden mantener en medios de cultivo de forma limitada y a las que se denominan
células terminales.

Tal es el caso de las neuronas o de las células cardiacas; otros tipos celulares como los fibroblastos,
células epiteliales y las tumorales se mantienen de forma més prolongada en los medios de cultivo. En los
ultimos anos la aplicacién de la tecnologia del cultivo celular ha permitido grandes avances en la compren-
sion de los mecanismos implicados en los procesos intracelulares e intercelulares con el establecimiento de
co-cultivos. El cultivo celular es un proceso en el cual las células son capaces de continuar desarrollandose
cuando han sido extraidas del tejido original al cual pertenecian, eso siempre y cuando se tengan las
condiciones apropiadas, nutrientes y factores de crecimiento necesarios.

Existen dos tipos de cultivo, uno es el llamado cultivo in wvitro el cual se lleva a cabo en un recipien-
te externo al animal y el cultivo in vivo que da lugar dentro de algin ser vivo; en ambos casos, las células
que intervienen son consideradas como unidades independientes, éstas pueden ser genéticamente idénti-
cas, es decir que forman una poblacién homogénea, o pueden ser genéticamente distintas formando una
poblacién heterogénea.[31]

1.5.1. Crecimiento celular en cultivo

Algunas células son obtenidas de una coleccién de cultivos o mediante un aislamiento de tejido al cual
pertenecen. Para que la célula se pueda reproducir es necesario que permanezca anclada a un sustrato (en
este caso una caja petri); la interaccién entre la membrana celular y la superficie de crecimiento envuelven
interacciones tipo Van der Waals o electrostaticas donde la adhesion celular tiene lugar mediante cationes
divalentes (Ca?") y diversas protefnas basicas formando una capa entre célula y el sustrato. Las células
tienen un limite de crecimiento en el que pasado un cierto tiempo, entran en una fase de envejecimiento
y no crecen mas. Este limite depende de los nutrientes que hay en el medio, la presencia de sustancias
téxicas provenientes del metabolismo de las células y para ello es recomendable cambiar el medio de
cultivo cada dos dias aunque se tenga una mayor densidad celular.

1.5.2. Pases de un cultivo celular

Los pasos que se realizan en un cultivo celular deben poseer una nomenclatura para poder distinguir
los procesos que han tenido lugar sobre ellos. Como por ejemplo, el cultivo primario es aquel cuyas células
proceden directamente del tejido animal y son anadidos al cultivo celular, cuando estas células son capaces
de reproducirse con facilidad, ocasionando un mayor crecimiento, se deberd realizarse un nuevo cultivo
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celular y para ello se traspasan algunas células al nuevo medio, esta accion es conocida como “pase”, y al
nuevo cultivo se le nombra “cultivo secundario”. Por lo tanto, a cada pase se le es asignado un ntmero,
correspondiente al nimero de veces que se prolifera un cultivo celular.

Es importante realizar el nimero de pases adecuados y diferenciar las células cuando la densidad es
tan alta que impide su crecimiento, ademds la temperatura debe ser 310 °K y el pH de 7.4. Debido a
que las células se encuentran ancladas a la base del recipiente en el que fueron depositadas, es necesario
despegarlas mediante tripsinizacion. La tripsina es una enzima proteolitica que descomponen las cadenas
que funcionan como enlace entre el sustrato y la célula, esta enzima se afiade por un tiempo no muy corto
para limpiar las células en el recipiente de cultivo, pero el tiempo tampoco debe ser muy largo, debido a
que la tripsina puede danar a las células.

1.5.3. Fases de un cultivo celular

1. Fase inicial: En esta fase no existe crecimiento de células aparente debido a que apenas se da la
formacién de los factores de crecimiento, los cudles son necesarios para poder alcanzar la concen-
tracién celular, de lo contrario, el crecimiento celular no se llevara a cabo. El tiempo que dura esta
fase depende del medio de cultivo, de la concentracién inicial celular y del estado de las células; si
la densidad inicial de las células es menor, el tiempo de formacién de los factores de crecimiento es
mayor.

2. Fase de crecimiento: Durante este periodo las células aumentan de manera exponencial, como lo
expresa la siguiente ecuacion:

N=Ny * 2z

donde, N es la concentracién final de células.
Ny es la concentracion inicial celular.
z es el nimero de generaciones de crecimiento celular.

3. Fase estacionaria: Esta fase se da cuando no hay un crecimiento celular mayor por lo cual la velocidad
de muerte celular es igual a la velocidad de crecimiento celular. Aunque no crecen, las células
continuan siendo activas metabdlicamente. El crecimiento celular se puede ver limitado por diversos
factores:

= Los nutrientes han sido reducidos a un nivel tal que actian como inhibidores de crecimiento

celular.

= Existencia de acumulacién de productos procedentes del metabolismo que actiian como inhi-
bidores de crecimiento celular.

» Las mismas células forman una capa que cubre la superficie de crecimiento.

4. Fase de deterioro: Esta fase tiene lugar como consecuencia de la muerte celular. Existen dos posibles
mecanismos de la muerte celular;

= Apoptosis: Es conocida como suicidio celular ya que es una muerte programada donde la célula
al morir empaqueta su contenido, evitando asi, que se produzca una respuesta inflamatoria.
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De esta manera son facilmente englobadas via fagocitosis por lo que sus componentes son re-
utilizados por macréfagos o por células del tejido adyacente.

= Necrosis: Comprende un estado irreversible de la célula la cual no es capaz de mantener la
integridad de la membrana plasmética de manera que se hincha y revienta derramando todo su
contenido, posiblemente danino, por todo el espacio intercelular. Como consecuencia se crea la
respuesta inflamatoria en el tejido in situ, pero no en el cultivo celular. “El principal problema
que se presenta en cultivos celulares es la contaminacién debido a que éstos son susceptibles a
la presencia de bacterias y hongos”.

1.5.4. Condiciones de cultivo

En cuanto a temperatura, las mejores condiciones se establecen cuando ésta es de 310 °K pero si llega
a ser menor lo Unico que ocurre es que la velocidad de crecimiento disminuye sin llegar a danar a las
células. Si la temperatura es mayor a 312 °K las células son destruidas.

En el caso del pH, este debe ser de 7.4 mantenido por el COs el cual es el principal proceso que opera en
la sangre de un ser vivo. Por ello, los protocolos de ensayos de cultivo describen que la atmésfera de la
incubadora es rica en COy. Asi mismo, el bicarbonato presente en el medio cuya concentracién normal-
mente es de 24 mM se mantiene en equilibrio con el CO5 presente en la fase gaseosa siendo su porcentaje
de un 5%. No obstante para asegurar el buen mantenimiento del pH del cultivo suele ponerse un 10 %
de COs en la fase gaseosa. Ademads de esto debe de tenerse en cuenta el medio que se utiliza a la hora de
sumergir las células ya que dependiendo del medio dicho porcentaje variard. [31]

1.5.5. Caracterizacién biolégica de los Cultivos Celulares

Los cultivos celulares presentan ciertas ventajas, por ejemplo, se obtiene una buena reproducibilidad
de los resultados primordialmente en aquellos que tienen poblaciones homogéneas, ademés, debido a las
diversas investigaciones que se realizan con los cultivos celulares, los laboratorios en donde practican
con animales han establecido varios procedimientos toxicolégicos que son més baratos en cultivos celu-
lares que en ensayos con animales. Ademas, existen protocolos bien establecidos en los cuales se extraen
unicamente las células de interés, lo cual garantiza la inexistencia de contaminantes como virus o bacterias.

No obstante, también hay desaciertos ya que si un cultivo celular se mantiene por un periodo largo
de tiempo, las células pueden cambiar sus caracteristicas originales debido a que van adaptandose a dis-
tintos nutrientes y condiciones.

Generalmente la caracterizacion bioldgica de algin material se realiza mediante el andlisis del cultivo
celular por Microscopia Electrénica de Barrido (SEM), pruebas de viabilidad celular con Microscopia
Confocal Laser de Barrido (CLSM), e incluso pruebas de tincién con Azul de Tripano, entre otras.






Hipodtesis

Las matrices fabricadas con fibras de poli(dcido-lactico) y nanotubos de carbono (PLA-NTCMP) me-
diante la técnica de Electrohilado funcionan como soportes para la proliferacion celular, incrementando
las propiedades mecédnicas y eléctricas de las fibras, para posibles aplicaciones potenciales en Ingenieria
de Tejidos.

Objetivos

Objetivo General

Encontrar las condiciones éptimas para electrohilar fibras de Poli(dcido lctico) PLA, y estudiar las
propiedades fisico-quimicas de los Nanotubos de carbono multi-pared (NTCMP) embebidos en las fibras
electrohiladas de PLA, para observar sus interacciones con cultivos celulares.

Objetivos Especificos

1.

Encontrar las condiciones éptimas de los parametros involucrados en el proceso de Electrohilado
(concentracién, voltaje aplicado, distancia entre aguja-colector y razén de inyeccién) para la fabri-
cacién de fibras de PLA.

. Produccién de fibras electrohiladas de PLA, embebiendo en ellas NTCMP, empleando las condiciones

oOptimas.

Caracterizar por medio de las técnicas estandares para polimeros (SEM, FTIR, DRX, CDB y Mi-
croscopia Raman) las fibras compuestas de PLA-NTCMP.

Adicionalmente realizar un analisis de pruebas mecanicas y eléctricas a los andamios fabricados.

. Pruebas piloto de un cultivo in vitro con linea celular NG108-15 sobre los andamios fabricados, para

estudiar el comportamiento de las células con los materiales.
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Capitulo 2

Metodologia Experimental

La investigacion se enfocé en el estudio de los pardmetros que afectan la morfologia y uniformidad
de andamios electrohilados de PLA; se encontraron las condiciones Optimas para la concentracién del
polimero, voltaje aplicado, razén de inyeccién y distancia entre la aguja y colector, basados en la idea de
producir fibras poliméricas uniformes y en escala nanométrica. Una vez encontrados los parametros ideales
se emplearon para la fabricacién de andamios compuestos (PLA-NTCMP), se estudié la variacién en el
porcentaje correspondiente a la concentracién de los NTCMP, y finalmente se realizé las caracterizaciones
apropiadas a la composicion e interaccion de los materiales involucrados, en los andlisis desarrollados
durante la presente investigacién se usé equipo experimental que es descrito en las siguientes secciones
para cada uno de los estudios.

2.1. Materiales

Para la realizacion de los andamios polimericos biodegradables se utilizé, el polimero PLA de la
compania PromaPlast (Nature Works), con Mw=180 kg/mol, en forma de pellets. Las caracteristicas su-
ministradas por el fabricante del producto se muestran en la Tabla Para la caracterizacién en cuanto
a la identificacion, determinacién de la estructura quimica y cristalinidad del polimero, se utilizé un sol-
vente con parametro de solubilidad tal que pudiera disolver al polimero, promoviéndose la evaporacion
de éste en la solucién durante la fabricacion de fibras mediante la técnica de Electrohilado. De esta ma-
nera, el polimero se solubiliz6 en Cloroformo, la informacién relevante del mismo se detalla en la Tabla[2.2]

Material /Proveedor PLA /Ingeo Biopolymer 3251D
Férmula molecular (Cs Hy O2)y,

Temperatura de fusién cristalina (°C) 160 - 170

Temperatura de transicién vitrea (°C) 55 - 65

Cristalinidad 37 %

Resistencia a la traccién, psi (MPa) 7,000 (48)

Alargamiento a la traccién 2.5%

Resistencia a la flexién (MPa) 83

Tabla 2.1: Propiedades relevantes del poli(4cido lactico).[10]

39
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Material /Proveedor Cloroformo/9180-02 J. T. Baker
Férmula molecular CHClg

Peso molecular (g/mol) 119.38

Punto de ebullicién °C (°F) 62 (142)

Punto de fusién °C (°F) -63 (-81)

Temperatura de descomposicién °C (°F) 225 (437)

Solubilidad en agua a 77°F (g/L) 5

Porcentaje volatil 100 %

Tabla 2.2: Propiedades relevantes del Cloroformo.[IT]

Por lo general, las soluciones poliméricas de PLA-Cloroformo se encuentran en fase homogénea, debido
al disolvente que ocasiona a simple vista un proceso de solubilizacién adecuado, sin embargo éste provoca
una mayor posibilidad estadistica de que haya ma&as moléculas en un lugar que en otro en un instante
dado, permitiendo el estiramiento de la cadena polimérica. Lo que es relacionado con la polaridad de una
molécula debido a la concentracién de electrones en sus atomos, presentando cargas negativas y positivas
similares a las de un dipolo, a pesar de ello por su simetria espacial no forman un dipolo y por consiguiente
las sustancias no son polares.[70] De esta manera, a las soluciones preparadas de PLA-Cloroformo se les
incorporé Alcohol Etilico para ayudar a la polaridad de la molécula aportando una mejor condicién al
polimero la cual va a permitir que las especies reactivas gocen de mayor libertad de movimiento y se di-
fundan en el volumen total del disolvente, aumentando asi la probabilidad de colisién entre ellas, en otras
palabras se provoca una compactacién en la cadena polimérica; las especificaciones del Alcohol Etilico se
describen en la Tabla 2.3

Material /Proveedor Alcohol Etilico Absoluto/9000-03 J. T. Baker
Férmula molecular Cy Hg O

Peso molecular (g/mol) 46.07

Punto de ebullicién (°C) 78.3

Punto de fusién (°C) -114

Punto de inflamabilidad °C (°F) 13 (55)

Tabla 2.3: Especificaciones del Alcohol Etilico.[12]

Por 1ltimo se utiliz6 “Nanotubos de Carbono Multi-Pared (NTCMP)” como materiales adicionales en
las soluciones poliméricas, debido a que éstos poseen excelentes propiedades mecéanicas y fisico-quimicas y
actualmente han sido empleados con mayor frecuencia para diversas aplicaciones en I'T. De esta manera el
uso de NTCMP es con el propésito de incrementar las propiedades mecanicas y eléctricas de los andamios
electrohilados, as{ como también aumentar el potencial en su biocompatibilidad con algin tejido celular.

2.2. Procedimiento Experimental

2.2.1. Preparacién de soluciones poliméricas

En la etapa inicial, para la obtencién de pardametros ideales en la fabricacién de las fibras electrohiladas
de PLA, se procedié a la preparacion de cuatro soluciones poliméricas. Para dicha preparacién se peso la
cantidad correspondiente de polimero y se vacié en un recipiente de vidrio agregando la proporcién ade-
cuada de Cloroformo (ver Figura ), y asi almacenar cada una de las soluciones esperando el proceso de
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solubilizacién como se muestra en la Figura[2.Ic. Después de seis horas se visualizé el proceso de solubili-
zacién y se incorpord a cada una de las soluciones una cierta cantidad de Alcohol Etilico provocando una
ligera agitacion de tal manera que permitiera la mezcla en el volumen total. Es importante senalar que la
cantidad de Cloroformo y de Alcohol Etilico se dejé constante en todas las soluciones, por consiguiente se
estudio la variacién en la concentracién del polimero; la composicién de las cuatro soluciones se muestra

en la Tabla 2.4

(a) (b) (c)

Figura 2.1: Preparacién de soluciones poliméricas de PLA. a)lmagen de PLA en forma de pellets usados para determinar
la concentracién polimérica. b)La cantidad de polimero con el correspondiente volumen de Cloroformo son almacenados en
recipientes de vidrio para la formacién de la solucién. c)El proceso de solubilizacién tardé cerca de seis horas, y posterior a

éste se incorporé Alcohol Etilico agitando suavemente para la obtencién de una solucién homogénea.

Estudiando concentracion del PLA
Solucion PLA Cloroformo Alcohol Etilico Concentracion
(g) (mL) (L) (g/mL)  (m/v)
1 2.02874 18 2 0.1014 10%
2 2.41159 18 2 0.1206 12%
3 3.00319 18 2 0.1502 15%
4 4.08774 18 2 0.2043 20 %

Tabla 2.4: Composicién de las soluciones para estudiar la concentracién de PLA.

La segunda parte del proyecto fue la obtencién de andamios compuestos, incorporando NTCMP a
los andamios electrohilados, con diferentes concentraciones en las soluciones poliméricas, para evaluar
las propiedades e interacciones que puedan originarse en dichos materiales. En este caso se procedi6 a
la preparacion de seis soluciones compuestas de PLA-NTCMP, dejando constante la cantidad ideal de
PLA, Cloroformo y Alcohol Etilico. La incorporacién de los NTCMP no se realizé directa, debido a las
aglomeraciones que éstos presentaban, por lo tanto se moli6 el material en un Mortero de Agata con mano
y posteriormente se vacié a la solucién polimérica antes preparada (ver Figura y ) Una vez agre-
gados los NTCMP en la solucion, se observéd que la dispersién de éstos no era la adecuada, por lo que se
emple6 un Ultrasonido marca Branson Ultrasonic Cleaner, modelo B-220 que trabaja con 117 Volts, 125
Watts y una frecuencia 50-60 Hz, disponible en el Area de Polimeros, perteneciente al Laboratorio T-125
de la UAM-I. Todas las soluciones que contienen NTCMP se dejaron en el ultrasonido por 30 minutos en
un bano a temperatura ambiente, con una ligera agitacién cada 15 minutos, obteniendo una mezcla més
homogénea como se aprecia en la Figura [2.2d. La composicién de los seis andamios a fabricar de PLA y
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PLA-NTCMP se muestra en la Tabla 2.5

(a) (b) () (d)

Figura 2.2: Preparacién de soluciones compuestas de PLA-NTCMP. a)Imagen de NTCMP en polvo. b)Antes de incorporar
los NTCMP en la solucién, se muelen ligeramente en un mortero, para evitar las grandes aglomeraciones entre ellos. ¢) Teniendo
la solucién polimérica solubilizada, se vacié la cantidad de NTCMP molidos, sin embargo no se logré apreciar una dispersiéon
correcta. d)Ayudando a mejorar la dispersién de los NTCMP en la solucién se dejé en el ultrasonido por 30 minutos, con

agitaciones cada 15 minutos.

Estudiando concentraciéon de NTCMP
., Concentracién PLA Cloroformo Alcohol Etilico Concentracion NTCMP
Solucién

(p/v) (mL) (mL) (p/p)
1 12% 18 2 0
2 12% 18 2 0.5%
3 12% 18 2 1%
4 12% 18 2 2%
5 12% 18 2 3%
6 12% 18 2 4%

Tabla 2.5: Composicién de las soluciones para estudiar la concentracién de NTCMP.

2.2.2. Proceso de Electrohilado

En la fabricacién de andamios, se emple6 una méaquina llamada “Nanofiber Elctrospinning Unit” mar-
ca NaBond y una Bomba de Inyeccién modelo TCI-IV, que se pueden observar en la Figura [2.3h, ambas
disponibles en el Area de Polimeros, perteneciente al Laboratorio T-125 de la UAM-I.

Para los andamios electrohilados de PLA se utilizé una jeringa de 20 mL por cada preparacién, se vacié la
solucién en dicha jeringa y se conecté a un segmento de manguera aproximadamente de 50 cm, en el otro
extremo de la manguera se colocé una base para la aguja, cubriéndose con Parafilm ambos extremos para
evitar algun tipo de goteo (ver Figura ) y finalmente se insert6 la jeringa en la bomba de inyeccion
para suministrar la solucién. En este estudio se manejé variaciones en el pardmetro a optimizar eligiendo
entre tres y cuatro valores, dejando constantes los demds pardmetros, para una comparacién morfolégica
en las fibras. El proceso se inici6é buscando el valor adecuado de la concentracion polimérica en la solucion,
debido a que es la variable que més afecta en la morfologia de las fibras, las condiciones empleadas en el
proceso de Electrohilado para esta parametrizacién son especificadas en la Tabla
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(a) (b)

Figura 2.3: a)Cdmara de Electrohilado para la fabricacién de fibras con estructuras de tipo andamio, la cual permite el
control en todas sus variables y el cambio en el tipo de colector segiin la morfologia que se desee. Ademads en la parte superior
de la cAmara se observa la bomba de inyeccién que se encarga de controlar el suministro de solucién polimérica. b)Colocacién
de jeringa y aguja en los extremos de la manguera, cubriendo ambas uniones con Parafilm para evitar algin goteo, de manera

que la solucién pueda ser dirigida al colector plano que se observa en la parte inferior.

Estudiando concentracion del PLA
Porcentaje de concentracién (m/v) 10%, 12%, 15 %, 20 %

Voltaje aplicado 20 kV
Distancia aguja-colector 12 cm
Razén de inyeccién 1 mL/h

Tabla 2.6: Pardametros utilizados en la fabricacién de los andamios de PLA, para la optimizacién de la variable de concen-

tracién en la solucién polimérica.

Una vez que se encontro el valor adecuado para la concentracion se continué con la optimizacion de
las variables involucradas en el proceso de Electrohilado, como son el voltaje aplicado, distancia entre
aguja-colector y razén de inyeccién. De la misma manera que en la concentracion, se manejé una varia-
cién en los pardmetros a optimizar, es importante sefialar que conforme se encontré cada valor ideal se
tomé en cuenta para los siguientes estudios, las condiciones experimentales para cada parametrizacién se
pueden observar en la Tabla

Para la fabricacién de andamios con nanomateriales se utilizé las soluciones preparadas de PLA-NTCMP,
y se acondicioné el sistema jeringa-manguera-aguja de la misma manera que en los andamios de PLA
como se puede observar en la Figura (imagen superior). Sin embargo en este caso, antes de ser
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vaciada cada solucién en las jeringas, se hizo pasar a través de un filtro marca MILLIPORE de la com-
pania Multipore Corporation (25 mm Micro Syringe), para evitar las aglomeraciones provocadas por los
NTCMP no dispersados. Es importante senalar que a altas concentraciones de NTCMP (4 %) se provocé
una consistencia densa por lo que se filtr la solucién por segunda vez. Las condiciones que se utilizaron
para la fabricacién de estos andamios compuestos de PLA-NTCMP, fue cada valor optimizado que se
encontré en la pardametrizacion, mismos que se muestran en la Tabla

Estudiando el voltaje aplicado

Porcentaje de concentracién (m/v) 12%
Voltaje aplicado 15 kV, 20 kV, 25 kV
Distancia aguja-colector 12 cm
Razoén de inyeccion 1 mL/h
Estudiando la distancia entre aguja-colector
Porcentaje de concentracién (m/v) 12%
Voltaje aplicado 25 kV
Distancia aguja-colector 10 cm, 12 cm, 15 c¢m, 20 cm
Razoén de inyeccion 1 mL/h
Estudiando la razon de inyeccion
Porcentaje de concentracién (m/v) 12%
Voltaje aplicado 25 kV
Distancia aguja-colector 20 cm
Razoén de inyeccién 0.1 mL/h, 0.5 mL/h, 1 mL/h, 1.5 mL/h

Tabla 2.7: Pardmetros utilizados en la fabricacién de los andamios de PLA, para la optimizacién de las variables en el

proceso de Electrohilado.

Condiciones experimentales
Porcentaje de concentracién (m/v) 12%
Voltaje aplicado 25 kV
Distancia aguja-colector 20 cm
Razoén de inyeccién 0.1 mL/h

Tabla 2.8: Pardmetros del proceso de Electrohilado para los andamios de PLA-NTCMP.

Todos los procesos de fabricacién se llevaron a cabo dentro de la camara de Electrohilado; se colocd
un colector plano cubierto de papel aluminio para el deposito de fibras (ver Figura , imagen inferior),
en las Tablas y [2.§] se indican las condiciones experimentales segtn el tipo de andamio a fabricar.
Una vez colocados los pardmetros del proceso y la solucién contenida en la jeringa, ésta se insert6 en la
bomba de inyeccién para dirigir el fluido hacia la aguja por medio de una manguera, recordemos que la
aguja se encuentra dentro de la camara de Electrohilado en la que se ejecutan las condiciones para la
produccién de fibras (ver Figura [2.3h).
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2.3. Caracterizacion morfolégica

2.3.1. Microscopia Electrénica de Barrido (MEB)

Para la observacion morfologica tanto de los andamios fabricados como de los NTCMP se utilizé un
microscopio electrénico de barrido de alta resolucién, marca HRSEM Jeol 7600F, con una resolucién de
4 nm y un voltaje de 30 kV (ver Figura , este equipo fue facilitado por el Laboratorio de Microscopia
Electrénica de la UAM-I. Se analizé primero los andamios de PLA asociados al estudio de las variables a
optimizar; se colocé una pequena porcién de la muestra en soportes de aluminio (previamente asentada
en cinta de carbono) como se aprecia en la Figura , estos soportes fueron introducidos en un equipo
marca Baltec, modelo SCD-050 Sputter Coater, dentro de una cdmara al vacio, trabajando a 200 V,
durante dos minutos para el recubrimiento de las muestras con Oro, finalmente se colocaron los soportes
dentro de la cdmara del microscopio. En los andamios de PLA-NTCMP la muestra se mont6 en soportes
con cierta inclinacién ajustando con un tornillo perteneciente al mismo portamuestra (ver Figura ),
ésto para facilitar la observacién de los nanomateriales embebidos en la seccién transversal de cada fibra.

(a) (b)

Figura 2.4: Microscopio Electrénico de Barrido perteneciente al Laboratorio Central de Microscopia Electrénica; a)vista

frontal del microscopio y b)vista lateral en donde también se observar el sistema para su operacién.

(a) (b)

Figura 2.5: a)Colocacién de una muestra de PLA en un soporte de aluminio, previamente asentada en cinta de carbono.
b)En los andamios de PLA-NTCMP, se utilizé un soporte con inclinacién, para una mejor observacion en la seccién transversal

de la muestra.
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Adicionalmente se observé de nuevo los andamios de PLA-NTCMP y los NTCMP con un microscopio
electrénico de barrido y emisién secundaria con control de rangos variables de vacio (presién variable),
marca JEOL, modelo JSM-5900 LV, con un espectrémetro EDS acoplado marca Oxford, que se muestra
en la Figura[2.6p, disponible en el Centro Nacional de Investigacién y Capacitacién Ambiental (CENICA),
perteneciente al Laboratorio de Microscopia (Edif. W-P.B.) de la divisién CBS de la UAM-I.

En este caso se utilizé6 un portamuestras en forma de pin como se observa en la Figura (imagen
superior), donde se colocé una pequena porcién de muestra fijaindola con resistol liquido de carbono para
evitar el movimiento dentro de la cdmara del microscopio y obtener un mejor enfoque. Una vez colocados
los andamios en los portamuestras, se ubicaron en un posicionador de iones metdlicos al vacio marca
DENTON VACUUM, modelo DESK II, dentro de una cédmara al vacio trabajando a 200 V, durante
cuatro minutos recubriéndolos con Oro (ver Figura , imagen inferior), seguidamente las muestras se
introducen en el correspondiente microscopio electrénico, para ser analizadas. Para la identificacién de los
diametros presentes en las fibras de cada microfotografia obtenida, se usé el programa de procesamiento
de imagen digital “iTEM” (Analysis Image Processing). Es importante senalar que la observacién por
medio de dos equipos diferentes ayudd a la comprobaciéon de nanomateriales presentes en las fibras, que
en la mayor parte de los andamios compuestos (PLA-NTCMP) fueron dificiles de encontrar.

(a) (b)

Figura 2.6: a)Microscopio Electrénico de Barrido disponible en el Laboratorio de Microscopia Electrénica del CENICA.
b)Soporte de aluminio para el montaje de muestras en forma de pin (imagen superior). En la imagen inferior se observan

muestras asentadas en soportes ubicados dentro del deposicionador de iones metélicos al vacio para el recubrimiento con Oro.

2.4. Caracterizacion fisico-quimica

2.4.1. Espectroscopia de Infrarrojo por Transformada de Fourier por Reflectancia
Total Atenuada (FTIR-ATR)

Para la obtencién de la composicién quimica de los NTCMP y andamios electrohilados de PLA y
PLA-NTCMP, se emple6 un espectrofotémetro infrarrojo por Transformada de Fourier, marca PERKIN
ELMER, modelo Spectrum GX (2000 FTIR-System) equipo que se apreciar en la Figura [2.7h. El espec-
trofémetro permite un rango de resolucién de 0.2-64 cm~! y usa un haz IR con beamsplitter de KBr
(Bromuro de potasio), dentro del rango 7000-50 cm™!, ademds por el tipo de muestra se utilizé también
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un dispositivo de ATR (ver Figura y ) con punta para sélidos, marca Smiths (Smiths Detection),
modelo DuraSampl/R II, ambos instrumentos disponibles en el Area de Polimeros, perteneciente al La-
boratorio T-125 de la UAM-I.

(b) (c)

Figura 2.7: Equipos experimentales empleados para el estudio de la composicién quimica de los andamios fabricados y los
NTCMP. a)Espectrofotémetro infrarrojo por Transformada de Fourier utilizando el dispositivo ATR, para muestras sélidas
y no transparentes. b)Aumento en la observacién del dispositivo ATR, enfocando la colocacién de la muestra de un andamio.

¢)Aumento en la observacién del dispositivo ATR enfocando la ubicacién de la muestra de NTCMP.

Para realizar las correspondientes mediciones se recorté una pelicula de aproximadamente 1x1 cm
de cada uno de los andamios fabricados, dicha pelicula se coloco en el dispositivo de ATR de manera
que la punta estuviera en contacto con la muestra como se observa en la Figura 2.7b. Con respecto a
las mediciones con los NTCMP, se tomé una cantidad considerable de estos nanomateriales en polvo y
de la misma manera que con los andamios, se colocd entre la punta y el portamuestras del dispositivo
ATR (ver Figura [2.7c). Las condiciones se mantuvieron fijas en todas las mediciones; se realizé 32 ba-
rridos a una longitud de onda de 4000-600 cm™!, resolucién de 2 ecm™' y una energia de 122 eV por
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cada muestra, lo que permitié obtener un promedio de las senales infrarrojo produciendo un espectro
de FTIR-ATR para cada prueba. Posteriormente con ayuda de la bibliografia [71], [72], [73], [13], [14] y
[15] se comparo las senales del espectro relevantes a la composicién quimica del polimero y nanomateriales.

2.4.2. Microscopia Raman

La Microscopia Raman y Espectroscopia FTIR son técnicas complementarias y por lo general, ambas
se requieren para medir los modos de vibracién de una molécula.[74] El analisis de las muestras mediante
esta técenica, se realizé con un microscopio marca WITec (Focus Innovations), modelo Alpha 300RA para
imdgenes Raman-AFM combinado (ver Figura , que opera con dos ldseres que emiten a 633 nm
(rojo) y 532 nm (verde), con una resolucién de 200 nm; equipo disponible en el Laboratorio de Biofisica
e Ingenieria de Tejidos (AT-221) perteneciente a la UAM-I.

(a) (b)

Figura 2.8: Microscopio WiTec modelo Alpha 300RA para imédgenes Raman-AFM, a)Vista lateral del equipo y b)Vista

frontal del microscopio.

En la preparacién de las muestras, se tomé una pelicula (5x5 cm) de cada andamio y se colocé en
un porta-objetos con cinta adhesiva doble cara, de tal manera que no se provocara el libre movimiento
de la muestra, en el caso de los NTCMP se tomé una pequena cantidad en polvo y se traté de adherir
al porta-objetos, sin utilizar la cinta doble cara. En cuanto a la medicién, primero se enfocé la posicién
deseada para tomar la senal en la muestra y poder incidir con el laser hasta lograr la méxima intensidad
de senales presentes en el espectro, de modo que se pueda dar una interaccién con las moléculas y asi
percibir sus distintos modos de vibracién. La senal Raman en cada espectro se adquirié utilizando el laser

de 532 nm, en un intervalo de 0-3800 cm~!.

2.4.3. Difraccién de Rayos X de dngulo amplio (DRX)

Los rayos X son una forma de radiacion electromagnética de exactamente la misma naturaleza que la
luz, pero de longitud de onda mucho mas corta y elevada energia. El proceso consiste en hacer incidir un
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haz de Rayos X sobre una muestra, en donde parte de este haz se va a dispersar en todas direcciones,
pero el resto va a dar lugar al fenémeno de Difraccion de Rayos X. El angulo entre el haz difractado y
el haz transmitido es siempre 26 “dngulo de difracciéon”, y es medido experimentalmente a través de un
barrido, obteniendo como resultado un patrén de difracciéon, donde es posible analizar la propiedad de
cristalinidad en las muestras. En general las direcciones de difraccién son determinadas tinicamente por
la forma y tamano de la celda unitaria.[3]

Por lo tanto, para observar la cristalinidad del polimero PLA y picos caracteristicos de los nanoma-
teriales incorporados, se realizé el patrén de DRX. Dicho patrén se obtuvé empleando un difractémetro
marca BRUKER, modelo D8 ADVANCE ECO, con radiacién K, de Cu (0.15406 nm), como el que se
observa en Figura [2.9h, facilitado por el laboratorio de Anélisis Cuantitativo por Difraccién de Rayos X
(T-128) perteneciente a la UAM-I.

La preparacién de las muestras radicé en colocar una pelicula sobre un portamuestras de bajo fondo
(compuesto de Silicio) de modo que lo cubriera por completo, quedando asi como un soporte para cada
andamio (ver Figura ) Las condiciones de medicién para obtener los patrones de difraccién se mane-
jaron con un angulo de barrido de Rayos X de 20=2° a 70°, sin giro y sin cuchilla.

(a) (b)

Figura 2.9: Equipo experimental de Difraccién de Rayos X para muestras. a)Difractémetro BRUKER, modelo D8 AD-
VANCE ECO. b)Soporte de Silicio (Si) a bajo fondo, para la caracterizacién de los andamios.

2.5. Caracterizacion térmica

2.5.1. Calorimetria Diferencial de Barrido (CDB)

En esta técnica termoanalitica el flujo de calor es medido en funcién de la temperatura y/o del tiempo,
es decir, evalia las transiciones térmicas del material. Por lo tanto, cualquier cambio en la temperatura
de la muestra o en la referencia, causado por un evento exo o endotérmico es inmediatamente compensado
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por una cantidad equivalente de flujo de calor, requerido para mantener a la muestra y la referencia a la
misma temperatura. 3]

Los analisis térmicos mediante CDB para las muestras de PLA y PLA-NTC, se realizaron en un equipo
DSC-2920 marca TA Instruments (ver Figura ), disponible en el Area de Polimeros, perteneciente
al Laboratorio T-130 de la UAM-I. En este estudio, se tomé una muestra de cada andamio, de modo que
pesara alrededor de 10 mg, para ser encapsulada en recipientes de aluminio como se observa en Figura
; cada capsula se introduj6 en la celda vacia del equipo (ver Figura mc), para su analisis térmico
bajo atmésfera controlada de Ny (gas).

El ciclo de CDB para PLA y PLA-NTCMP se expone como sigue:

1) Calentamiento a 10 °C/min desde 0 °C hasta 250 °C.

2) Sostenimiento por 3 min. a 250 °C para borrar historia térmica previa.
3) Enfriamiento desde 250 °C a 0 °C a 10 °C/min.

4) Segundo calentamiento a 10 °C/min desde 0 °C a 250 °C.

(b) (©)

Figura 2.10: Equipo experimental empleado para la caracterizacién de propiedades térmicas presentes en los andamios
fabricados. a)Equipo de Calorimetria Diferencial de Barrido DSC-2920 marca TA Instruments. b)Encapsulacién de la muestra

en recipientes de aluminio. ¢)Cavidad del equipo de CDB, donde se introduce la muestra y la referencia.

2.6. Pruebas mecanicas

Los ensayos de traccién son una herramienta muy util para determinar las propiedades mecanicas,
que ayudan a optimizar el desempeno y potencial de los biomateriales. Durante el procedimiento de una
prueba mecanica, la fuerza y el desplazamiento son registrados conforme las tenazas que sostienen al
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material se van separando una de otra. El objetivo principal de dicha prueba es obtener el médulo de
elasticidad y la dureza del material a partir de las mediciones registradas.[75]

En esta investigacion el andlisis de las muestras por ensayos de traccién se llevé a cabo en un Dispo-
sitivo tipo Instron para caracterizacién y/o estimulo mecénico (ver Figura ), disenado por el M. en
C. Herén Gutiérrez Garcia, disponible en el Area de Polimeros, perteneciente al Laboratorio T-130 de la
UAM-1.[5] Para tomar las pruebas mecénicas, se midi6 el drea transversal de la muestra, con ayuda de un
Vernier Caliper (marca Mitutoyo) y un Micrémetro (Tipo IDC-112ME, marca Mitutoyo) como se observa
en la Figura[2.11p, posteriormente se coloco al andamio entre las tenazas y se calibro la fuerza con el peso
de la muestra. Finalmente, se midi6 la longitud inicial de la muestra y se fijé las condiciones de velocidad
de estiramiento a 1 mm/min en la direccién de su eje y la distancia de muestreo a 0.25 mm, registrando
la fuerza y el alargamiento del andamio, los cuales ayudaron a generar la curva de Esfuerzo vs Deforma-
cién. Se realizé 3 mediciones por cada muestra para obtener valores promedio de dureza y médulo elastico.

(a) (b)

Figura 2.11: Equipo experimental para pruebas mecanicas. a)Dispositivo tipo Instron para caracterizacién y/o estimulo

mecénico, disponible en UAM-I.[5] b)Medicién del ancho y espesor de la muestra, para el cdlculo del drea transversal.

2.7. Pruebas de conductividad eléctrica

La parte final en la caracterizacién, fue comprobar si existia conductividad eléctrica en los andamios
de PLA y PLA-NTCMP, recordemos que la conductividad eléctrica es una propiedad importante en los
materiales biocompatibles. Para esta prueba, inicialmente se midi6 el 4drea del electrodo (con Vernier) y el
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espesor de la muestra (con Micrémetro), pardmetros que son esenciales para el cédlculo de la Resistividad

(ver Figura[2.12h).

(a) (b)
Figura 2.12: Equipo experimental para determinar la conductividad eléctrica en los andamios fabricados. a)Medicién del

electrodo, y espesor de la muestra, para el cdlculo de la Resistividad. b)Colocacién de la muestra, al interior de las placas

paralelas.

Figura 2.13: Arreglo experimental para la evaluacién de conductividad eléctrica.
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El arreglo experimental para evaluar la conductividad eléctrica, consistié en un arreglo de placas pa-
ralelas de cobre, que tienen una base de Teflén. También se utilizaron dos multimetros (marca Tektronix,
modelo DMM914 True RMS Digital Multimeter) y una fuente de poder (marca HP, modelo 6205B DUAL
DC POWER SUPPLY con 0-40 V a3 Ay 0-20 V a 6 A), que se muestran en Figura Entre los
electrodos de las placas se colocé la muestra (ver Figura [2.12p), conectando éstas a la fuente de poder y
a un multimetro, de tal manera que se registrara la corriente producida a través del material por la dife-
rencia de voltajes suministrados por la fuente. Mientras que el otro multimetro se encontraba conectado
a la fuente, de modo que al suministrar el correspondiente valor del voltaje con la fuente, se confirmara
con el que se registraba en la pantalla del multimetro (ver Figura .

Una vez obtenidos los valores de corriente (I) y voltaje (V), se graficaron para poder apreciar su compor-
tamiento lineal, y asf asociarlo a la Ley de Ohm (V=IR) para encontrar el valor de la resistencia eléctrica
(R). Con dicho valor encontrado, se realizé una serie de célculos para determinar la Resistividad (p) y
finalmente obtener el inverso, él cual corresponde al valor de la conductividad eléctrica (o).

2.8. Cultivos celulares

Esta seccién describe el proceso desarrollado para la obtencién de las células neuronales y su creci-
miento sobre los andamios construidos, adema&s de presentar resultados preliminares de la extraccion del
tejido cardiaco, en un cultivo primario. Todo tipo de células, son complicadas de cultivar ya que requieren
un ambiente propicio para su proliferacién, nutrientes necesarios, sustratos 6ptimos y que sea libre de
contaminacién; sin embargo, la obtenciéon de células a partir de un cultivo primario, involucra mayor
dificultad, ya que existen riesgos que pueden perjudicar su supervivencia.[70]

Por lo tanto, el cultivo celular se realizé en medios artificiales preparados mediante la mezcla de compo-
nentes purificados o de soluciones organicas complejas, de modo que las caracteristicas que se cuidaron
al momento de preparar el medio fueron el pH, nutrientes, factores de crecimiento y osmolaridad. En
el primer cultivo celular, se trabajé con células neuronales (NG108-15), ya que el principal interés es la
interaccion tanto fisica como eléctrica de células del sistema nervioso en contacto con los nanotubos de
carbono; esta linea celular fue seleccionada de acuerdo con la literatura, ya que se encontré que han sido
empleada en el estudio de las uniones neuromusculares en co-cultivos. [77],[7§]

2.8.1. Linea celular: NG 108-15

Una ventaja al trabajar con lineas celulares, es que son homogéneas, es decir, que no existe ningtin
otro tipo celular en la poblacién, ademas puede ser propagada una mayor cantidad de veces y en general
es mas resistente que las células obtenidas mediante cultivo primario.[76]

La linea celular seleccionada fue la NG108-15, que corresponde a un hibrido celular de neuroblastoma de
raton y glioma de rata, esta linea celular proviene de la fusién de las lineas celulares N18TG2 y C6-BU-1,
que pertenece a neuroblastoma de ratén y glioma de rata, respectivamente.[77],[79] Esta linea celular
fue adquirida de AT CC®, No.HB-123417, teniendo una morfologia epitelial, con un tamano de 10-20
pm, como se muestra en la Figura [7] Ademas es considerada una célula colinérgica (que produce el
neurotransmisor encargado de la produccién de los potenciales de placa), y es empleada con éxito como
modelo para estudiar las propiedades de células neuronales. Antes de utilizar esta linea, es importante
dejar que prolifere, hasta tener una poblacién neuronal suficiente.|[78]
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Figura 2.14: Imagen de la linea celular NG108-15 reportada por ATCC®.[7j

2.8.1.1. Descongelaciéon y proliferaciéon de linea celular

Esta linea celular se trabajé con anterioridad en nuestro grupo de trabajo para el desarrollo de algunos
proyectos de investigacion, por lo tanto dichas células se encontraban almacenadas en nitrégeno liquido,
de tal forma que se mantuvieran congeladas.[78],[8],[7] Es importante senalar que el material empleado,
fue esterilizado y previamente se realizé la asepsia del cuarto de cultivos (ver Apéndice A) para evitar
alguna contaminacién por microorganismos. [8]

Previo al descongelamiento de dichas células, se preparé el medio de cultivo especifico para la manu-
tencion de esta linea; la elaboracion del medio y suplementos requeridos se realizé de forma manual, el
protocolo de preparacién se muestra a detalle en el Apéndice B. De esta manera, se empled como medio
de cultivo base DMEM, complementéndolo con 10 % de Suero Fetal Bovino, 2 % de glutamina, 1 % de me-
dio HAT (medio hipoxantina-aminopterina-timidina) y 1 % antibiético-antimicdtico, del volumen total.[7]
Todos los medios preparados fueron sometidos a pruebas de esterilidad, colocando 2 mL de cada medio
en platos de 35 mm y puestos en la incubadora para su seguimiento. Una vez aprobada la esterilidad de
los medios, fueron empleados en el cultivo y sembrado de la linea celular.

Para dar paso a la descongelacién de las células, se extrajo del recipiente de nitrégeno dos crios via-
les (con pase 25 y 26) cada uno de 1.5 mL, que contenia el material celular, él cual fue descongelado de
manera rapida en bano térmico a 37 °C, debido a que la presencia de reactivos (en este caso DMSO)
pueden danar a las células.[T8] Una vez descongeladas las células, fueron colocadas en dos tubos FAL-
CON de 15 mL, donde se agregd 5 mL de medio fresco de cultivo para ayudar a la re-suspension de las
células. Posteriormente se centrifugo la suspensién (medio fresco con células) a 1500 rpm, para dar paso
a la formacion del botén celular, en el fondo de ambos tubos FALCON. A continuacién, se removié el
sobrenadante y se agregaron 5 mL de medio fresco de cultivo, para nuevamente re-suspender las células,
de manera que se pueda remover las sustancias provenientes de la congelacién. Por ltimo, se transfirié
el material celular a dos cajas Petri de 25 cm? con los correspondientes pases de 26 y 27, agregando 3
mL méas de medio de cultivo, e introduciéndose a una incubadora en condiciones 6ptimas de atmosfera
y temperatura (5% de CO2 a 37 °C). El medio de cultivo de la caja fue cambiado cada tercer dia, con
el objetivo de evitar que las células se estresen y ésto provoque desprendimiento y muerte celular, la
proliferacién de dicha linea celular se monitoreo aproximadamente 1 semana.[7§],[]]

Al tener una confluencia celular del 80% en las cajas de cultivo de 25 cm? (aproximadamente en el
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5to. dia), las células son tripsinizadas con 2 mL de Tripsina, la cual es una enzima que actia rompiendo
los enlaces proteinicos entre las células y el sustrato, provocando que éstas se desprendan de la superficie
en la que estén adheridas. El objetivo principal de la proliferacién y sembrado celular, es la obtencién
de una reserva de la linea celular adquirida y en lo que refiere al sembrado en los andamios fabrica-
dos. Por lo tanto, el total de células tripsinizadas se dividieron en dos porciones iguales, en ambas cajas;
una porcion fue sembrada en los andamios y la otra fue sometida a una técnica de crio preservacion celular.

La técnica de crio preservacién consistio en utilizar los medios de congelacién mostrados en el Apéndice
B, en una porcién de células tripsinizadas, de esta manera la suspension se colocé en tubos FALCON de
15 mL, para centrifugar a 1500 rpm y obtener nuevamente el boton celular, posteriormente éste se homo-
geneiz6 con medio de congelacién y se colocé en crio viales de 2 mL. Finalmente estos viales se congelaron
a una temperatura de -20 °C durante una semana y posteriormente llevados a una temperatura de -80
°C (ver Figura , por lo que se colocaron en fase gaseosa del nitrégeno por tres dias y por ultimo en
nitrégeno liquido, hasta nuevo uso, es de suma importancia realizar una congelacion en forma gradual,
para evitar que las células se danen por cambios bruscos de temperatura.[78]

Figura 2.15: Para conservar una linea celular a muy bajas temperaturas, se almacenan los crios viales con células, en un

tanque de nitrégeno liquido a -80°.[78]

La otra porcién de células tripsinizadas, se homogeneizé con 3 mL de medio fresco de cultivo y se
sembré en una caja de 75 cm? con 8 mL de medio de cultivo. Al momento de ser sembrada esta linea
celular, se presenté una morfologia esferoide, mientras que en el proceso de adhesién y crecimiento, se
comenzo a presentar el alargamiento de sus neuritas, lo que es esencial para un modelo neuronal, de esta
manera es necesario conservar esta morfologia y sobre todo evitar la reproducciéon celular; para lograr ésto
se realizé una diferenciacién utilizando dibutiril AMPec. Por lo tanto, cuando las células se adhirieron a
las cajas de cultivo, el medio fue cambiado por 2 mL del medio de diferenciacién (ver Apéndice B), para
posteriormente ser cambiado a diario ya que al reducir la cantidad de nutrientes al cultivo, se corre el
riesgo de tener una mayor muerte celular. [78]

Una vez diferenciadas las células, se realizé el cultivo en los andamios y en sus respectivos controles,
ésto para comprobar los efectos de la pelicula de nanotubos de carbono sobre el material celular en cuan-
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to a la adhesién, proliferacion y el desarrollo de neuritas.

2.8.1.2. Cultivo de linea celular en los andamios

Antes de hacer el depédsito del material celular sobre los controles y los andamios fabricados (PLA-
NTCMP), se realizé el conteo celular para conocer la concentracién de células al sembrar. Para realizar
dicho conteo, fue necesario extraer 100 ul. de la suspensién de material celular y se vacio en un tubo
Eppendorf que tuviera 900 puL de azul de tripano (dilucién 1:10) (ver Apéndice B).[8] El conteo celular
se llevo a cabo con una camara de Neubauer o hemocitémetro, esta camara es un instrumento que se
encuentra grabado con un cuadriculado en su superficie, ademéas en las esquinas se ubican cuadrantes,
que dan la oportunidad de observar lo que se estd contando, como se observa en la Figura [2.16] sin
embargo es relativamente lento y susceptible a errores. Por lo tanto, para realizar el conteo se tomé un
volumen suficiente de la suspensién para cubrir los cuadrantes y se dejo reposar por 1 minuto. En estos
cuadrantes se contd el nimero total de células en ellos con ayuda del microscopio éptico invertido, las
células que se observaron azules y como explotadas, se consideraron como células muertas (generalmente
se ven mds grandes que las células vivas), mientras que las células vivas contadas fueron aquellas que se
observaron como una pequena esfera blanca. Al finalizar el conteo, se efectué una ecuacién que toma en
cuenta las caracteristicas geométricas de la cdmara para calcular la concentracién celular, dicha ecuacién
es la siguiente: [76],[8]

C = N % 10* % Factor de dilucidn

donde; C concentracion de células (cel/mL)
N numero de células contadas

Figura 2.16: Camara de Neubauer, para realizar el conteo celular.[g]

Una vez que se realizé el conteo celular, se dio paso al cultivo sobre los andamios electrohilados de
PLA-NTCMP; sin embargo, antes de extraer el material celular y sembrarlo sobre los andamios, estos
fueron introducidos en cajas Petri con medio fresco de cultivo, cubriendo por completo la superficie del
andamio, enseguida se metieron a la incubadora a una temperatura de 37 °C y a una concentracion del
5% de COq9 por 24 horas.[§] De esta manera, se ajusté la temperatura del medio de cultivo en contacto
con las fibras compuestas de PLA y NTCMP, en este procedimiento se observé al medio depositandose
sobre la superficie del andamio haciéndolo mas hidrofilico, lo cual ayuda a que el material celular tenga
mayores posibilidades de anclarse sobre la superficie.

Posteriormente se extrajeron todos los andamios de la incubadora y se les cambio el medio de culti-
vo por medio fresco (cuya temperatura fue previamente ajustada a 37 °C). Por otra parte, se extrajeron
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10 pL de suspensién celular y se depositaron sobre cada andamio electrohilado (con la superficie hidrofili-
ca), una vez que se deposité el material celular, los andamios y el control se incubaron a las condiciones
6ptimas de 37 °C y 5% de COs, para su crecimiento. Asi, las preparaciones se incubaron cambiando el
medio de cultivo cada tercer dia por aproximadamente 1 semana, al mismo tiempo se fue monitoreando
el proceso de adhesién y crecimiento sobre dichos andamios. Para observar la proliferacién de las células,
se tomaron fotos de los cultivos con ayuda de un microscopio éptico y una camara digital de 10 MP.

2.8.2. Prueba de viabilidad celular

Para determinar la viabilidad celular, se realizaron pruebas con un kit de Calceina-AM y Homodimero
de Etidio-1, adquirido en AccesoLab® (ver Apéndice B), empleando ademads pipetas con puntas de 3 mm
de didmetro, para no destruir los agregados celulares formados en los cultivos. Para dichas pruebas de via-
bilidad, primero se lavaron las células con PBS, esperando a que las células precipitaran en el fondo de las
cajas Petri, tomando un tiempo aproximado de 5 minutos. Una vez precipitadas se quito el sobrenadante
y se volted el andamio, agregando 2 mL de PBS fresco, quedando de nuevo las células en suspension, el
proceso se repitié dos veces mas pero agregando 500 uL al final del Ultimo lavado y llevando los andamios
fabricados a nuevas cajas Petri de 35x10 mm.

Posteriormente, se preparé una solucién de PBS con Calceina-AM y Homodimero de Etidio-1 en una
concentraciéon de [1 uM] y [2 uM], que corresponden a las concentraciones recomendadas por el kit. In-
mediatamente, se anadieron 500 ul. de esta solucién en cada caja Petri y se cubrieron para protegerlas
de la luz, dejdndolas reposar durante 30 minutos, antes de ser observadas en el microscopio confocal. Con
esta técnica de viabilidad, las células viables fluorescen en color verde mientras que las células muertas
fluorescen en color rojo.|[7]






Capitulo 3

Resultados y Discusion

Los resultados y su respectiva discusién seran presentados en tres partes. Inicialmente, se consider6
la fabricacién por medio del Electrohilado de fibras (6ptimizando los pardmetros del proceso) y de los
andamios compuestos al incorporar nanomateriales a las fibras para mejorar sus propiedades mecanicas;
al mismo tiempo se describiran todos los aspectos relacionados con esta innovadora técnica de Electro-
hilado. Luego, como una segunda parte de este trabajo, se estudié la caracterizaciéon de cada uno de los
andamios fabricados, cuyos parametros y propiedades son de interés para poder hacer un andlisis com-
pleto, y finalmente una breve descripcién de resultados preliminares al evaluar la linea celular NG108-15
sobre los andamios. La propuesta de sembrar un cultivo celular sobre los materiales fabricados, serd per-
feccionada en un trabajo a futuro, ademéas se evaluard un cultivo primario de células cardiacas llamadas
cardiomiocitos (CMs), para observar la proliferacién y biocompatibilidad que tiene el material con los dos
tipos de cultivo, de tal manera que permitan mimetizar de la mejor manera a la ECM para dos posibles
aplicaciones; como Conexién Neuronal y Parche Cardiaco.

3.1. Parametrizacion de variables en el proceso de Electrohilado

La idea de encontrar el valor adecuado de cada uno de los parametros involucrados en el proceso de
fabricacion, es con el propésito de electrohilar fibras que mantengan una estructura especifica y puedan
servir como base para la produccion de andamios compuestos biodegradables.

3.1.1. Optimizando la concentracién polimérica

La primera variable que se optimizé fue la concentracién del polimero PLA, a consecuencia de lo
reportado en diversos escritos indicando que es la variable que maés afecta la morfologia de las fibras. Por
lo tanto, el andlisis en la concentraciéon de PLA para la preparacion de soluciones poliméricas se realizé
con los valores especificados en la Tabla junto con las condiciones experimentales de la Tabla

El primer valor que se estudié fue 10% (m/v) de PLA (porcentaje mas pequeno) donde se provocé
una consistencia demasiado liquida en la solucién, por lo tanto al suministrarla por medio de la aguja la
mayor parte del tiempo se observé gotas depositandose en el colector, a causa de la baja concentracién
del polimero. Sin embargo para asumir una conclusion se realizé un andlisis morfolégico mediante SEM;
las microfotografias de los andamios a 10 % de PLA se muestran en Figura en donde se observé la
presencia de perlas unidas por pequenas fibras distribuidas en todo el andamio, formando una estructura
tipo “rosario” como se percibe en el inciso a). En la Figura ) se visualiza un acercamiento a las fibras,
en donde se observé su diminuto tamafno a comparaciéon de las perlas, ademéas dicho acercamiento ayuda
a distinguir en la superficie de las perlas cierta porosidad que no se observé en las fibras. Por dltimo,

59
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para complementar el andlisis se realizé un estudio cuantitativo de la distribucion de didmetros en perlas
y fibras (ver Figura y ); en dichos diagramas se logré visualizar la diferencia de tamanos; corres-
pondiendo un didmetro promedio de (326 £ 67) nm en las fibras y (11,539 £ 447) nm en las perlas.

(c) (d)

Figura 3.1: Resultados obtenidos a una concentracién del 10% de PLA. a)Microfotograffa en donde se observa gran
cantidad de perlas unidas con fibras formando una estructura tipo “rosario” en el andamio. b)Microfotografia mostrando un
acercamiento en las fibras y la porosidad superficial en perlas. c)Distribucién de didmetros presentes en perlas, y d)distribucién

de diametros presentes en fibras, ambos con n=200.

De manera general en este estudio se logré apreciar una diferencia morfolégica en ambas estructuras
presentes en el andamio las cuales son faciles de identificar; la presencia de perlas es muy notable, lo que
corrobor6 que en el proceso de Electrohilado la evaporacion del solvente no fue la adecuada antes de llegar
al colector, debido a la baja concentraciéon de polimero, dando como resultado poca existencia de fibras.
Adema&s no se presenta una orientacién privilegiada en las fibras por causa del deposito aleatorio de la
solucion.

El siguiente andlisis fue para la concentracién de 12% de PLA, para este porcentaje la solucién po-
limérica presentd una consistencia adecuada para su suministro por medio de la aguja, en el proceso para
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la fabricacién del andamio se observé una buena formacién de fibras al colectar. El estudio morfolégico
a dicha concentracién se observaron fibras sin la presencia de perlas y con una mayor uniformidad a lo
largo de su longitud (ver Figura ), sin embargo en la superficie de cada fibra se puede apreciar cierta
porosidad como se muestra en el inciso b). En cuanto al andlisis cuantitativo (ver Figura ) se encontréd
un diametro promedio de (232 &+ 43) nm, indicando ser una concentracién mas favorable que la de 10 %.

()

Figura 3.2: Resultados obtenidos a una concentracién del 12% de PLA. a)Microfotografia en donde se observé fibras més
uniformes y sin la presencia de perlas. b)Microfotografia enfocando la porosidad superficial en las fibras. ¢)Distribucién de

didmetros presentes en las fibras, con n=200.

En las concentraciones a 15% y 20 % se presenté una consistencia con alta viscosidad en la solucién
polimérica, lo que permitié una menor fluidez al final de la aguja, provocando que el “jet” se observara con
un mayor volumen. El andlisis morfolégico para 15% de concentracién se muestra en Figura donde
se encontrd una gran distribucién de tamanos en las fibras, predominando un aumento en el didmetro de
éstas, caracteristica atribuida al porcentaje de concentracién causante de cierto grado de viscosidad. En
general, este andamio no presenté perlas, pero si se observé la conservacion de porosidad superficial (ver
inciso y ) Finalmente con el estudio cuantitativo se comprobd un incremento en el tamano de
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las fibras, obteniendo un didmetro promedio de (749 + 58) nm.

()

Figura 3.3: Resultados obtenidos a una concentracién del 15 % de PLA. a)Microfotografia en donde se aprecia un aumento
en el didmetro de la fibra, con porosidad superficial. b)Observacién de fibras gruesas y delgadas sin presentar uniformidad

entre ellas. ¢)Distribucién de didmetros presentes en las fibras, con n=200.

El dltimo valor de concentracién que se estudié fue 20 %, el cual presenté un poco mds de viscosidad en
la solucion debido al porcentaje manejado de PLA, durante el proceso de Electrohilado para la fabricacion
del andamio se provocd constantemente la obstruccion en la punta de la aguja, lo que se observé como
fibras muy gruesas depositdndose en el colector. Gracias al andlisis morfolégico se encontré en algunas
partes del andamio fibras demasiado gruesas como se muestra en la Figura |3.4h, mientras que en otros
lugares se logré ver grandes cantidades de salpicaduras de solucién polimérica obstruyendo la visibilidad
de pequenas y delgadas fibras formadas en la parte inferior del andamio (ver Figura ) Al igual que
en los anteriores estudios, se calculé el didmetro promedio con la ayuda de cierta distribucién de tamanos
correspondiente al andamio en cuestién (ver Figura [3.4p), obteniendo como resultado (823 + 97) nm,
didmetro mas grande en los andlisis para la concentracién.
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Para finalizar el estudio en la variacién de concentracion, se realizé una comparacién entre los resul-
tados ya obtenidos y se encontré que al ir aumentando el porcentaje de concentracién polimérica se evita
la presencia de perlas unidas por fibras, sin embargo existe la formacion de fibras con mayor didmetro que
en algunos casos parece ser salpicaduras de la misma solucién. En cuanto a la orientacién de las fibras
no se consideré una direccion privilegiada debido a su distribucién aleatoria en el proceso de fabricacion,
mientras que la porosidad superficial se mantiene presente en las fibras en todos los valores manejados de
la concentracion.

()

Figura 3.4: Resultados obtenidos a una concentracién del 20 % de PLA. a)Microfotografia en donde se observan fibras
m4s gruesas en la parte superior del andamio. b)Observacién de salpicaduras asociadas a la solucién, en algunas partes del

andamio. ¢)Distribucién de didmetros presentes en las fibras, con n=200.

Por 1ltimo, gracias a los diagramas de distribucién de tamanos se encontré que “el didmetro de las
fibras aumenta conforme incrementa el porcentaje de concentracion polimérica”, es impor-
tante senalar que en 10 % el didmetro promedio es mayor que en 12 %, debido a la baja concentracién del
polimero que provoco la presencia de fibras muy gruesas con gran cantidad de solvente.

Siguiendo con la comparaciéon de resultados, el grifico que se muestra en la Figura indicé que el
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andamio de fibras con menor didmetro promedio pertenece a una concentracién de 12 %, mismo que
aporté ventajas en la uniformidad y distribucién de fibras sin contar con la presencia de perlas; por tal
motivo, se considero el parametro mas adecuado para la fabricacion de estos andamios, con las condiciones
experimentales antes sefialadas.

Figura 3.5: Diagrama representativo de didmetros promedios a diferentes concentraciones de PLA.

3.1.2. Optimizando el voltaje aplicado

El siguiente parametro que se optimizé fue el voltaje aplicado en el proceso de Electrohilado, como
bien se explicé en el Capitulo 1 es una de las variables mas importantes en la fabricaciéon de los anda-
mios, por lo tanto al igual que la concentraciéon son los pardmetros que mas afectan la morfologia en
las fibras. De esta manera el andlisis en el voltaje aplicado para la produccién de fibras se realizé bajo
las condiciones experimentales detalladas en la Tabla[2.7] manejando tres diferentes valores para el voltaje.

El primer valor de voltaje que se estudié fue 15 kV; en el proceso de Electrohilado se observé que
cuando la solucién polimérica se ve afectada por el voltaje, la formacion del jet es correcta, sin embargo
la dispersién de fibras se provocé en todo lugar dentro de la camara de Electrohilado, colectando asi tanto
fibras gruesas como delgadas, para corroborar dicha informacién se realizé un analisis por SEM ya que
ayuda a visualizar con exactitud la morfologia presente en las fibras.

Por medio del analisis morfoldgico, se obtuvé las microfotografias observadas en la Figura [3.6 en donde
se logré percibir estructuras tipo conos alargados conectados entre si por medio de fibras, distribuidos
en todo el andamio (ver Figura ), ademas nuevamente se presenta la porosidad superficial en dichas
estructuras (ver Figura ) Por lo tanto, de manera general se comprobé la presencia de fibras tanto
delgadas como gruesas, ésto probablemente al poco voltaje aplicado, mismo que ocasioné la dispersién de
fibras en todos los lugares sin tener un control en el deposito de éstas. Para complementar este andlisis
se estudio cuantitativamente la distribucién de didmetros presentes en las fibras del andamio y se obtuvo
un diagrama (ver Figura ) como resultado del calculo, indicando que el didmetro promedio es de (510
+ 168) nm.
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()

Figura 3.6: Resultados obtenidos a un voltaje aplicado de 15 kV. a)Microfotografia en donde se observan pequefios co-
nos alargados unidos por fibras. b)Observacién de porosidad superficial en las fibras y en estructuras parecidas a conos.

c¢)Distribucién de didmetros presentes en las fibras, con n=200.

FEl siguiente analisis fue para el voltaje de 20 kV, para este pardmetro las condiciones experimentales
fueron mas favorables en el proceso de fabricacion; se percibié que la mayor parte de las fibras se depo-
sitaron en el colector, a pesar de eso en ocasiones se tuvo una dispersion en otros lugares de la camara.
En su respectivo estudio morfolégico, se logré apreciar en algunas partes del andamio la desaparicién de
estructuras tipo conos debido al estiramiento ain mas de dicha configuracién, ademas se presenté mayor
uniformidad a lo largo de su longitud y la presencia de porosidad superficial en cada una de las fibras
como se muestra en Figura [3.7h.

Por otro lado se encontré de manera general un arreglo aleatorio en el deposito de fibras (ver Figura
3.7pb) debido a que en el proceso de fabricacién éstas no se orientan en una direccién privilegiada, sin
embargo en algunos lugares una pequena cantidad de fibras tienden a acomodarse en cierta direccion
como se logré apreciar en Figura [3.7a. En cuanto al andlisis cuantitativo que se muestra en el diagrama
de la Figura se determiné un didmetro promedio de (434 + 102) nm, observando que la medicién
disminuye en comparacién al anterior voltaje.

El dltimo valor que se analizé fue el voltaje a 25 kV, en el cual las condiciones experimentales se adecuaron
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mejor que en los otros valores, en el proceso de Electrohilado se provocé un constante deposito de fibras en
el colector, sin desviaciones a otro lugar de la cimara, por lo tanto se infiere que el andamio fabricado va
a contener una mayor cantidad de fibras. Con relacién al analisis morfolégico, se observé la desaparicion
de las estructuras tipo conos, obteniendo fibras mas delgadas y con mayor uniformidad a lo largo de su
longitud, ademds no presenté una direccién privilegiada entre ellas como se puede ver en la Figura [3.8h.
Como se menciond, este pardmetro tiende a presentar en el andamio fibras muy delgadas provocando en
ocasiones enrollamientos con ellas mismas (ver Figura ) Al igual que en los otros analisis, se realizé
una distribucién de tamanos con respecto a los didmetros presentes en las fibras (ver Figura ), en
donde se encontré que el didmetro promedio es de (206 + 64) nm senalando que es la medicién més
pequena en los andlisis para el voltaje.

()

Figura 3.7: Resultados obtenidos a un voltaje aplicado de 20 kV. a)Microfotografia donde se aprecia la desaparicién de
algunos conos, por el alargamiento atn més de estas estructuras. b)Observacién de una distribucién mds aleatoria de las

fibras a comparacién de la imagen en a). ¢)Distribucién de didmetros presentes en las fibras, con n=200.

Para terminar el andlisis en la variacion del voltaje, se realizé una comparacién entre los resultados
obtenidos con dicha variacién. De manera general, al ir aumentando el valor en el voltaje se evita la
desviacion de fibras en otros lugares de la cdmara, depositandose la mayor parte en el colector. En cuanto
a la orientacion de las fibras, nuevamente no se puede concluir que éstas prefieren una direccién, aunque a
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un voltaje de 20 kV se presenté en algunas partes del andamio fibras que tendian a alinearse, sin embargo
en la mayor parte del andamio se logré apreciar una distribucion aleatoria.

()

Figura 3.8: Resultados obtenidos a un voltaje aplicado de 25 kV. a)Microfotografia en donde se percibié mayor uniformidad
en las fibras, sin la presencia de estructuras tipo conos. b)Observacién de fibras muy delgadas provocando enrollamientos

entre ellas mismas. ¢)Distribucién de didmetros presentes en las fibras, con n=200.

Por 1ltimo, como resultado importante en los analisis morfolégicos de este estudio, se observd que en
todos los andamios se continua con la presencia de porosidad superficial en las fibras, ademés se puede
inducir que conforme se aumenta el valor en el voltaje se tiene una mayor uniformidad en las fibras.
Por otra parte, gracias a las distribuciones de tamanos, se encontré que “el didmetro de las fibras
disminuye si se incrementa el valor del voltaje aplicado”, es importante recordar que en 15 kV
el didmetro es aproximadamente el doble que en 25 kV (ver Figura , a consecuencia de la presencia
de estructuras tipo conos, los cuales van desapareciendo al incrementar el voltaje.

De esta manera a un voltaje de 25 kV se pueden distinguir fibras con menor didmetro en el andamio,
lo cual aporta ventajas en la uniformidad y distribucién de fibras; por lo que se consideré el valor mas
favorable para el parametro del voltaje en la fabricacion de estos andamios, aclarando que las condiciones
experimentales de concentracién polimérica a 12 %, distancia entre aguja-colector a 12 c¢cm y razén de
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inyeccién a 1 mL/h, estdn acondicionadas en particular para este estudio.

Figura 3.9: Diagrama representativo de didmetros promedios a diferentes voltajes aplicados en el proceso de Electrohilado.

3.1.3. Optimizando la distancia entre aguja-colector

Otra variable que se parametriz6 fue la distancia que existe entre aguja y colector, al interior de la
camara de Electrohilado; su estudio se basé en un analisis acerca de la variacién de este pardmetro bajo
las condiciones experimentales detalladas en la Tabla en donde se aprecian cuatro valores diferentes
para la distancia, mientras que para la concentracion polimérica y el voltaje se toman los valores ideales
encontrados en los anteriores anélisis.

(a) (b)

Figura 3.10: Resultados obtenidos a una distancia entre aguja-colector de 10 cm. a)Microfotografia en donde se logré
apreciar fibras con mejor morfologia, pero con una gran distribuciéon de tamanos, presentando enrollamientos entre las méas

delgadas. b)Distribucién de didmetros presentes en las fibras, con n=200.
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La primera distancia se manejé a 10 cm durante todo el proceso de fabricacién, las observaciones
relevantes se encontraron en la formacion del jet, ya que su longitud era muy pequena, sin embargo se
logré apreciar que todas las fibras se depositaban en el colector sin haber dispersién de ellas, lo que hacia
pensar que probablemente el tiempo para la evaporacién del solvente era muy poco y posiblemente las
fibras por lo cerca del colector se formaban con mayor tamafio en su didmetro. Para comprobar dichos
argumentos y asumir una conclusion se realizé una caracterizacion por SEM a fin de observar con exac-
titud la morfologia presente en las fibras de este andamio.

De esta manera, en el analisis morfolégico se observé fibras mejor definidas sin la presencia de perlas
o conos alargados como se muestra en la microfotografia de la Figura|3.10p, ésto debido al uso de valores
ideales para la concentracion y el voltaje. Ademdas en esta misma fotografia se logré ver una gran dis-
tribucién de tamanos en los diametros de las fibras, presentando pequenos enrollamientos entre las mas
delgadas; es importante senalar que los resultados observados son buenos, sin embargo para la investi-
gacion en desarrollo se desea obtener una estructura mejor definida con respecto a su morfologia. Para
complementar este estudio se realizé un diagrama con la distribucién de didmetros presentes en las fibras
que componen al andamio (ver Figura ) y se obtuvé cuantitativamente un didmetro promedio de
(2,402 £+ 571) nm, el cual a comparacién de nuestros andlisis anteriores es una de las mediciones més
grandes.

(a) (b)

Figura 3.11: Resultados obtenidos a una distancia entre aguja-colector de 12 cm. a)Microfotografia donde se observé gran
cantidad de fibras delgadas sin tener preferencia en el arreglo hacia una direccién, con respecto a la porosidad superficial es

posible apreciarla en las fibras gruesas. b)Distribucién de didmetros presentes en las fibras, con n=200.

El siguiente analisis fue para una distancia de 12 cm entre aguja y colector; para este valor se percibio
que las fibras tenian mé&s tiempo para la evaporacién del solvente, por lo tanto la formacién del jet era
de mayor longitud lo que permitia un poco de dispersién en las fibras al interior de la cdmara de hila-
do, no obstante se observé una gran cantidad de fibras depositandose en el colector; por ello se espera
obtener una mejor morfologia de las fibras colectadas. Un resultado del estudio morfoldgico realizado a
este andamio se muestra en la Figura [3.1Th, donde se logré ver fécilmente fibras un poco mds delgadas,
ademads en las fibras més gruesas se denoté muy bien su porosidad superficial, ésto posiblemente asociado
a la no evaporacién adecuada del solvente utilizado. En cuanto a la variacién de didmetros disminuy6 un
poco, presentando fibras més uniformes a lo largo de su longitud y con un arreglo aleatorio. El diagrama
correspondiente a la distribucién de tamanos para este valor en la distancia se muestra en Figura [3.11p,
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donde gracias al andlisis cuantitativo se encontré un didmetro promedio de (2,133 £+ 731) nm, indicando
una pequena disminucién a la anterior medicion encontrada, por esta razén se considerd en principio una
distancia més favorable que la de 10 cm.

En las distancias de 15 cm y 20 cm se presenté una mayor dispersion de fibras en el proceso de elec-
trohilado, a pesar de ello se colecté una gran cantidad de éstas que visualmente se podian percibir més
alargadas debido a la longitud del jet ya que en estos casos era mayor, permitiendo una mejor formacién
de éste al final de la aguja.

El anélisis morfolégico para la distancia de 15 cm se presenta en la Figura [3.12h, donde se encontrd
que la variacién de tamanos en las fibras disminuyd, percibiendo asi muy poca diferencia entre las fibras
delgadas y gruesas, ademas se observd que los espacios vacios entre cada una de ellas se encuentran mejor
definidos. Es importante resaltar que la produccion de andamios con mayor uniformidad en sus elementos
se atribuye a la forma del deposito de fibras, proporcionando en algunos casos espacios entre ellas con una
distribucién mas favorable. Por otro lado, debido a la distancia que se manejé para este estudio, existe
mas tiempo para la evaporacién del solvente provocando el alargamiento en el hilo de solucién polimérica.
En cuanto a la distribucién de fibras sigue siendo aleatoria, con un didmetro promedio de (1,255 + 381)
nm (ver Figura ), por lo tanto se comprobd que el tamano en los didmetros de las fibras disminuye.

(a) (b)

Figura 3.12: Resultados obtenidos a una distancia entre aguja-colector de 15 cm. a)Microfotografia donde se observé mayor
uniformidad en la distribucién de tamafios de las fibras, ademds se logré apreciar los espacios entre ellas mejor definidos,

permitiendo visualizar el arreglo tridimensional. ¢)Distribucién de didmetros presentes en las fibras, con n=200.

El ultimo valor de distancia que se estudié fue 20 cm, el cual presenté un poco méas de dispersién en
las fibras al momento de la fabricacién, a pesar de ello al igual que en el caso anterior una gran cantidad
de fibras (muy delgadas y largas) se depositaron en el colector durante todo el proceso de Electrohilado.
Con respecto al andlisis morfoldgico (ver Figura ) se observé la presencia de fibras muy delgadas
permitiendo hacer la comparacién con otras mas gruesas, ademds se percibié mayor cantidad de fibras
colectadas y los espacios entre ellas mejor definidos, sin la observacion de porosidad superficial. El hecho
de que exista en este andamio un poco de variacién en los tamanos de las fibras, se atribuye a la separacién
asignada entre la aguja y el colector, permitiendo asi una mayor dispersién y deposito de éstas. De igual
manera que en estudios anteriores, se encontré el didmetro promedio, con la ayuda de cierta distribucién
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de tamanos observada en la Figura[3.13p, localizando un valor de (447 + 124) nm, el cual se denota como
el didAmetro mas pequeno en todos los andlisis para la distancia.

(a) (b)

Figura 3.13: Resultados obtenidos a una distancia entre aguja-colector de 20 cm. a)Microfotografia en donde se observé
cierta variacién en los tamanos de las fibras, debido a la dispersién provocada dentro de la cdmara de hilado. b)Distribucién

de didmetros presentes en las fibras, con n=200.

Figura 3.14: Diagrama representativo de didmetros promedios a diferentes distancias entre aguja y colector.

Para finalizar el estudio en la variacién de la distancia, se realizé una comparacién entre los resultados
obtenidos de los anteriores andlisis. De manera general, al ir aumentando la distancia de separacién entre
la aguja y colector, se obtuvé una mejor distribucién de tamanos y mayor uniformidad en las fibras, asi
como también espacios entre ellas mejor definidos proporcionando la observacién del arreglo tridimensio-
nal asociado al modo de fabricacion.
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Es importante mencionar que debido al uso de los valores en las condiciones experimentales encontradas
en los anteriores andlisis se obtienen fibras sin la presencia de perlas o conos alargados. Ademaés se en-
contré que sélo a la distancia de 12 cm se observa la porosidad superficial en las fibras més gruesas, dicho
efecto que se asocia a la no evaporacion del solvente en algunas partes de la solucién.

Por ultimo, en los diagramas de distribuciéon de tamanos, se encontré que “el didmetro de las fi-
bras disminuye conforme se incrementa la distancia existente entre aguja y colector” (ver
Figura ; es importante sefialar que a pesar de los resultados obtenidos a una distancia de 15 cm, se
tomé como parametro ideal para la fabricacién de este tipo de andamios, la distancia correspondiente a
20 cm ya que aporta las mismas ventajas que el andamio de 15 cm y adicionalmente muestra un didmetro
promedio menor en las fibras.

3.1.4. Optimizando la razén de inyeccién

La dltima variable que se estudié fue la razén de inyeccion, ya que es la responsable en el suministro de
la soluciodn, él cual tiene efectos que definen la morfologia del andamio, por lo tanto se considera como uno
de los pardmetros mas esenciales para la produccién de fibras electrohiladas. De esta manera, el andlisis
en la razén de inyeccidn se realizé bajo las condiciones experimentales descritas en la Tabla[2.7] en donde
se observan cuatro valores asignados para la variacién, mientras que las demds variables involucradas
en el proceso de Electrohilado toman los valores ideales encontrados en los anteriores analisis, valores
especificos para este estudio.

(a) (b)

Figura 3.15: Resultados obtenidos a una razén de inyeccién de 0.1 mL/h. a)Microfotografia donde se aprecia mayor
cantidad de fibras delgadas, observando entre ellas mismas enrollamientos, ademds se presenta una cantidad minima de
porosidad superficial en cada fibra debido a que es mayor el tiempo para la evaporacién del solvente. b)Distribucién de

didmetros presentes en las fibras, con n=200.

El primer valor que se analizé fue una razén de inyeccién de 0.1 mL/h aplicada durante todo el proceso
de Electrohilado; se observé que debido a la poca velocidad del flujo se permitia una mejor formacién del
jet y se contemplaba una mejor morfologia en las fibras gracias a la adecuada evaporacién del solvente.
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En cuanto a la dispersién del material dentro de la camara era minima, ya que el valor en la razén de
inyeccién ocasioné que la mayor cantidad de fibras que se formaban se depositaran en el colector a causa
de la polaridad que éste posefa. Asimismo se realizé un andlisis morfolégico mediante SEM para observar
la estructura presente en las fibras del andamio, adquiriendo microfotografias como la que se muestra
en Figura [3.15h, donde se logré apreciar mds cantidad de fibras delgadas que gruesas y se observé al-
gunos enrollamientos entre las més delgadas. Adicionalmente se percibié uniformidad a lo largo de cada
fibra, aunque en ocasiones se distinguen pequenos engrosamientos en alguna de ellas. Con respecto a la
porosidad superficial se encontré en menor cantidad y sélo en las fibras més gruesas, indicando que se
ha otorgado mas tiempo para la evaporacion del solvente durante el proceso de fabricacién. De manera
general, la estructura del andamio va adquiriendo fibras con mejor morfologia, gracias a las condiciones
ideales encontradas en cada uno de los anteriores estudios. Para complementar este analisis se examind
cuantitativamente la distribucion de didmetros en las fibras que componen a este andamio, obteniendo el
diagrama que se observa en Figura[3.15b, como resultado del célculo se encontré que el diametro promedio
es de (221 + 50) nm.

(a) (b)

Figura 3.16: Resultados obtenidos a una razén de inyeccién de 0.5 mL/h. a)Microfotograffa donde se observa la disminucién
tanto de fibras delgadas como de la cantidad de material depositado en el colector, a causa de la dispersién asociada al valor

en la razén de inyeccién. b)Distribucién de didmetros presentes en las fibras, con n=200.

El siguiente anélisis que se realiz6 fue a una inyeccién de 0.5 mL/h, en este pardmetro las condiciones
experimentales fueron un poco menos favorables durante el proceso de Electrohilado, debido al aumento
en la velocidad del flujo, no obstante la formacion del jet era adecuada y sélo se provocd un poco de
dispersién en las fibras, por lo tanto se espera obtener una formacién de fibras con mayor tamano y
porosidad superficial, a causa del poco tiempo para la evaporacién del solvente. En su respectivo estudio
morfolégico (ver Figura ), se logré corroborar el incremento en la porosidad superficial de las fibras,
ademas disminuye la presencia de fibras delgadas y aumenta la cantidad de fibras gruesas, desapareciendo
asi los aumentos a lo largo de su longitud.

También se comprobd que con esta razén de inyeccién se obtiene una menor cantidad de fibras depo-
sitadas en el colector, debido a la dispersion que se presenta. En cuanto a la orientacion, en la mayor
parte del andamio sigue siendo aleatoria, sin embargo en algunas partes existe una pequena cantidad
de fibras alineadas en cierta direccién como se logra apreciar en la Figura [3.16h. Una vez obtenido el
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resultado de la caracterizacién morfoldgica, se realizé un analisis cuantitativo obteniendo el diagrama de
la Figura , en éste se encontr6 que el didmetro promedio es de (251 £+ 86) nm, medicién que senala
un aumento en comparacién a la anterior razon de inyeccion analizada, efecto asociado con el aumento
en la velocidad del suministro de solucién polimérica al final de la aguja, afectando la dispersiéon de las
fibras formadas gracias al jet.

(a) (b)

Figura 3.17: Resultados obtenidos a una razén de inyeccién de 1 mL/h. a)Microfotografia donde se presenta el doblamiento
de algunas fibras delgadas y se aprecia la porosidad superficial en fibras més gruesas. b)Distribucién de didmetros presentes

en las fibras, con n=200.

En los valores de inyeccién a 1 mL/h y 1.5 mL/h se presenté un fluido rapido y continuo, lo que
permitia al final de la aguja una formacién del jet con menor longitud, observando mayor dispersién de
fibras y variacién en los tamanos de éstas.

El andlisis morfol6gico para la inyeccién de 1 mL/h se muestra en Figura , donde se observd mayor
cantidad de fibras gruesas a comparacién con el andamio fabricado a 0.1 mL/h, sin embargo en las més
delgadas se aprecié pequenos doblamientos a lo largo de su longitud (similar a un enrollamiento), y nue-
vamente se percibié una menor cantidad de fibras colectadas gracias a la dispersiéon presentada durante
el proceso de Electrohilado. Mientras tanto la porosidad superficial es mas notable que en los casos ante-
riores, y la uniformidad maés precisa a lo largo de cada fibra; caracteristicas atribuidas a los pardmetros
ideales utilizados en el andlisis de esta variacién. Por otro lado, la distribucién de las fibras continta
siendo aleatoria a pesar de que algunas veces éstas se acomoden hacia una misma direccién. Por ultimo
se comprobd el tamano de los didmetros con el estudio cuantitativo obteniendo un didmetro promedio de

(428 £+ 167) nm (ver Figura|3.17b).

El dltimo valor que se estudié fue la razén de inyeccién a 1.5 mL/h, en el cual las condiciones expe-
rimentales desajustaron algunos arreglos en el proceso de Electrohilado, por ejemplo el aumento en la
dispersion del material dentro de la camara de hilado, menor longitud del jet y la variacién en los ta-
mainos de las fibras. Con relacién al andlisis morfolégico que se muestra en Figura [3.18a, se observé un
aumento en los didmetros de todas las fibras, presentando pequenas rupturas en algunas de éstas a lo
largo de su longitud, ademas se sigue apreciando la porosidad superficial en fibras relativamente gruesas,
con una distribucién mas aleatoria. Por ultimo se elaboré un diagrama con respecto al tamano de didme-
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tros en las fibras (ver Figura [3.18b), donde se encontré que el didmetro promedio es de (857 + 123) nm
percibiendo un aumento en comparacién al anterior resultado obtenido con 1 mL/h.

(a) (b)

Figura 3.18: Resultados obtenidos a una razén de inyeccién de 1.5 mL/h. a)Microfotografia donde se visualizan fibras
con un determinado grosor y porosidad superficial, presentando en alguna de ellas cierta ruptura a lo largo de su longitud.

b)Distribucién de didmetros presentes en las fibras, con n=200.

Figura 3.19: Diagrama representativo de didmetros promedios a diferente razén de inyeccion.

Para terminar el estudio en la variacién de inyeccién, se elaboré un diagrama haciendo una compara-
cién entre los valores de los didmetros obtenidos. De manera general, al ir aumentando el valor en la razén
de inyeccién se evita la evaporacién adecuada del solvente durante el proceso de Electrohilado, lo que se
percibié como incremento en la porosidad superficial de cada una de las fibras. Ademads se provocé mayor
dipersién del material dentro de la camara de hilado, efecto que ocasiona menor deposito de fibras en el
colector. En cuanto a la orientacién no se puede concluir una direccién privilegiada ya que en la mayor
parte de todos los andamios se presenté una distribucion aleatoria, a pesar de que en algunos casos cierto
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numero de fibras se interesaban por acomodarse en una orientacién especifica.

Como resultado importante en los analisis morfolégicos de este estudio, se observé que en todos los
andamios se continud con la presencia de porosidad superficial en las fibras (en unos casos es mas nota-
ble), ademads se puede inducir que conforme se aumenta el valor en la razén de inyeccién se tiene mayor
uniformidad en las fibras. Por otra parte, gracias a los diagramas de las distribuciones de tamanos, se
encontré que “el didmetro de las fibras incrementa si se aumenta el valor en la razén de
inyeccion”. Es importante sefialar que en 1.5 mL/h el didmetro es aproximadamente cuatro veces mas
que en 0.1 mL/h (ver Figura , a consecuencia del incremento en la velocidad del fluido provocando
gran dispersion y variacion de tamanos en las fibras.

De esta manera a una razén de inyeccién de 0.1 mL/h se pueden distinguir fibras con menor didme-
tro, presentando enrollamientos entre ellas lo que permite la reduccion de los espacios irregulares vacios
entre las fibras del andamio; por tal motivo se considera el valor més adecuado para el pardmetro de la
razén de inyeccién en la fabricacién de este tipo de andamios, aclarando que las condiciones experimen-
tales estan adaptadas en particular para este estudio.

3.2. Fabricacién de los andamios compuestos de PLA-NTCMP

Para la fabricacién de los andamios de PLA y PLA-NTCMP se consideré las concentraciones especi-
ficadas en la Tabla y las condiciones experimentales de la Tabla El proceso de Electrohilado para
el andamio de PLA no present6 ningin problema, obteniendo fibras con buena apariencia y observandose
a simple vista con una morfologia suave y homogénea, en tono blanco (ver Figura [3.20p).

(b)

Figura 3.20: Andamios de PLA-NTCMP, fabricados por Electrohilado. a)Desprendimiento del andamio de PLA depositado

en la hoja de aluminio. b)Presentacién de andamios con las diferentes concentraciones de NTCMP.
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En el caso de los andamios de PLA-NTCMP; cuando se incorporé los NTCMP a la solucién, el pro-
blema que se presento fue la constante obstruccién en la punta de aguja, debido a la aglomeracién de
los nanotubos que no se dispersaron adecuadamente, provocando que el proceso se llevara por lapsos de
tiempo, a pesar de ello, el resultado que se obtuvé fue un andamio homogéneo y nuevamente sin grumos en
la superficie, pero con un tono mas oscuro conforme se increment6 la concentraciéon de los nanomateriales
(ver Figura ) En general, al terminar de electrohilar cada uno de los andamios, las fibras quedaban
depositadas en la hoja de aluminio, la cual cubria por completo la superficie del colector, por lo tanto,
para cada estudio realizado se desprendié una pequena parte del andamio, como se observa en Figura[3.20p.

Antes de la caracterizaciéon correspondiente a cada muestra, se tomaron porciones de los andamios de
PLA y PLA-NTCMP (4% de NTCMP), para colocarlas en un porta-objetos, y ser observadas con el
microscopio éptico; en el caso del andamio de PLA, se observé fibras muy finas sin poseer una direccién
privilegiada como se muestran en la Figura [3.2Th. Mientras tanto, en el andamio de PLA-NTCMP con
una concentracién de 4 % en nanomateriales, se logré percibir fibras muy delgadas con aglomeraciones de
NTCMP en diferente volumen, los cuales se pueden apreciar en Figura [3.21p como puntos negros, este
comportamiento se presentd en todo el andamio.

(a) (b)

Figura 3.21: Microfotografias mediante un microscopio 6ptico de los andamios fabricados. a) Andamio de PLA, presentando
fibras muy finas sin poseer una direccién privilegiada. b)Andamio de PLA-NTCMP (4 %), presentando fibras delgadas con
aglomeraciones de NTCMP (puntos negros).

3.3. Caracterizacion de los andamios compuestos PLA-NTCMP

Se realizé la caracterizaciéon de los andamios fabricados de PLA y PLA-NTCMP, utilizando para ello
técnicas de Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier (FTIR), Microscopia Electrénica de
Barrido (MEB), Difraccién de Rayos X de dngulo amplio (DRX), Calorimetria Diferencial de Barrido
(CDB) y Espectroscopia Raman, obteniendo de esta manera las caracteristicas iniciales que permiten
identificar al poliéster biodegradable PLA, para poder establecer criterios comparativos con el material
al incorporarle los NTCMP.
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3.3.1. Caracterizacion morfolégica
3.3.1.1. Microscopia Electrénica de Barrido (MEB)

Con el fin de poder observar la estructura y orientaciéon de los andamios fabricados, se empled la
Microscopia (MEB), mediante este andlisis se logré extraer informacién respecto a la morfologia en la
superficie de las fibras que constituyen al andamio. Dichos andamios se fabricaron con las condiciones
ideales encontradas en los estudios correspondientes a la parametrizacién de las variables involucradas
en el proceso de Electrohilado, por tal motivo se espera observar fibras con una mejor morfologia y sin
la presencia de estructuras ajenas a la composicién de los filamentos. De esta manera se detallard la
explicacion de tres resultados en particular, la muestra de NTCMP, el andamio de PLA y un andamio
compuesto de PLA-NTCMP, de tal forma que puedan ser comparativos y ayuden a deducir una conclusion.

(c) (d)

Figura 3.22: Microfotografias obtenidas mediante MEB, de la muestra de NTCMP. Imagenes capturadas por el microscopio
electrénico del CENICA; a)Observacién de grandes ctimulos de NTCMP entrelazados, y b)Enfoque més cercano a la muestra
apreciando la gran longitud que éstos poseen. c¢)Imagen capturada por el microscopio electrénico del Laboratorio Central;
nuevamente se aprecian nanotubos con gran longitud, y en algunos extremos se logré percibir que dichos nanomateriales no

son huecos. d)Distribucién de didmetros presentes en los NTCMP, con n=200.
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En la Figura[3:22h y se muestran las microfotografias de los NTCMP obtenidas con el Microsco-
pio Electrénico del CENICA, en estas imédgenes se logrd apreciar la estructura de dichos nanomateriales,
en forma de filamentos con gran longitud, presentandose por lo regular en extensas aglomeraciones que se
perciben como enrollamientos entre ellos mismos. Adicionalmente se examiné esta misma muestra, en el
Microscopio Electrénico del Laboratorio Central (ver Figura ); se encontré las mismas caracteristicas
(fibras muy finas y de gran longitud), pero también se observé los extremos de algunos filamentos, donde
se percibe que no son nanotubos huecos. Sin embargo, debido a la dimensién que tienen estos NTCMP, se
presenta dificultad para enfocar adecuadamente su superficie y determinar de forma precisa la estructura
de dichos nanomateriales. Por tltimo se estudio el tamano de sus didmetros (ver Figura ) con ayuda
de un andlisis cuantitativo, donde se encontré que el didmetro promedio de los nanotubos es de (134 + 31)
nm, colocdndose en la categoria de “Nanotubos de Carbén Multi-Pared” que poseen un didmetro entre
50 nm o més, corroborando la informacién mencionada.[45],[80]

() (d)

Figura 3.23: Microfotografias obtenidas mediante MEB, del andamio de PLA. a)Distribucién de fibras en la superficie del
andamio. b)Observacién del didmetro en las fibras a lo largo de su longitud, presentando filamentos ultrafinos en forma de
nudos. ¢)Acercamiento a la superficie de un par de fibras, percibiendo la presencia de porosidad (escamas). d)Distribucién

de didmetros presentes en las fibras, con n=200.
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El andlisis morfoldgico del andamio de PLA se muestra en la Figura [3.23] donde se logré apreciar que
las fibras se encuentran distribuidas en toda la superficie, sin presentar una orientacién privilegiada (ver
inciso a), en cuanto al didmetro que poseen estos filamentos, sélo se puede decir que no es uniforme a lo
largo de su longitud, ya que de manera general se observan engrosamientos en algunas fibras. Mientras
tanto en el inciso b), se perciben mejor estos ensanchamientos, y se visualiza la presencia de fibras muy
finas que se entrelazan formando estructuras tipo nudos. En la Figura se muestra un acercamiento
en la observacién de una pequena area del andamio, enfocando la superficie de un par de fibras, donde se
percibi6 poros o escamas de forma continua, y el didmetro con mayor uniformidad a lo largo del filamento.

Para complementar este estudio se realizé un diagrama con la distribuciéon de didmetros presentes en
las fibras que componen a este andamio (ver Figura ) y se obtuv6 cuantitativamente un didmetro
promedio de (314 4+ 22) nm; sin embargo es importante sefialar que aunque se emplearon las condiciones
ideales para este estudio en particular, existe una pequena variacién del didmetro, debido a que no se con-
trold las demas variables involucradas en el proceso de fabricacion como son: temperatura, vacio dentro de
la camara, desplazamiento de la aguja inyectora, entre otras. A pesar de ésto, un resultado enriquecedor
fue la obtencién de fibras con mejor distribucion en la superficie del colector, mayor uniformidad y sin la
presencia de estructuras ajenas a los filamentos.

El siguiente andlisis fue para los andamios de PLA-NTCMP, con las concentraciones en nanomateria-
les de 0.5 %, 1%, 2% y 3 %. En el proceso de fabricacién de dichos andamios, el conflicto que se presentd
fue la constante obstruccién en la aguja inyectora, provocando gran variacion en el tamano y diametro de
las fibras, mientras que en las concentraciones mas altas de NTCMP, se visualizaron pequenas salpicadu-
ras oscuras sobre la superficie del andamio. Sin embargo para corroborar esta informacién, se realizé un
estudio morfolégico, el cual se muestra en la Figura [3.24

La morfologia del andamio con 0.5 % de concentracién en NTCMP, es muy similar a las fibras de PLA; se
observé filamentos con didmetro mas uniforme, ademas de apreciar algunos ensanchamientos distribuidos
por toda el drea de coleccién, asociados a la encapsulacién de nanomateriales no dispersados (ver Figura
). La microfotografia que se muestra en Figura corresponde al andamio con 1% de NTCMP,
donde gracias a la escala con la que se capturd la imagen se logré percibir mayor cantidad de fibras
colectadas, presentando entre ellas gran variacion de volumen, lo que ayuda a identificar facilmente entre
fibras gruesas, delgadas y finas; ademas al centro de esta figura se observé una de las fibras con mayor
diametro, teniendo un tono mas oscuro a comparaciéon de las otras, dichas caracteristicas se relacionan
a las aglomeraciones presentadas por los NTCMP adquiriendo un recubrimiento por la fibra de PLA, al
momento de la fabricacion.

Los andamios con 2% y 3% de NTCMP, presentaron deformaciones en las fibras electrohiladas, per-
diendo la uniformidad a lo largo de su longitud, ademas de percibir doblamientos y estructuras tipo
espiral entre las mismas fibras. En el andamio con 3% de NTCMP, se observé fibras méas gruesas (ver
Figura ) a comparacion de las fibras delgadas que se presentan en el andamio con 2% (ver Figura
3.24d), corroborando la informacién, de que a altas concentraciones de nanomateriales la obstruccién en la
punta de la aguja se presenta frecuentemente, provocando en la mayor parte del tiempo que los NTCMP
se queden aglomerados en la aguja y en cualquier momento inesperado salgan con una determinada pre-
sién obteniendo la formacién de fibras muy gruesas o de salpicaduras de la misma solucién, con mayor
cantidad de nanotubos que de polimero.

El dltimo andamio fabricado, compuesto de PLA-NTCMP con 4% en nanomateriales, se analizé de
manera mas detallada, ya que involucraba el mayor porcentaje en NTCMP, lo que facilitaria mejor la
observacién de los nanotubos sobre las fibras de polimero, por lo tanto en este caso también se realizd
un estudio cuantitativo para deducir una conclusion acerca del didmetro promedio en las fibras, de tal
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manera que permita comparar el tamano en los filamentos y ayude a distinguir la morfologia, entre las
fibras poliméricas y las fibras compuestas con nanomateriales. La morfologia en general de este andamio
se muestra en Figura [3.25h, donde se observé la presencia de grumos distribuidos por toda la superficie,
teniendo cierta variaciéon en su volumen, sin embargo para visualizar mejor las caracteristicas en estas
fibras, se realizé un acercamiento, el cual permitié apreciar la persistencia en la deformacién de las fibras
perdiendo uniformidad del didmetro y presentando algunos doblamientos entre las mas delgadas (ver Fi-
gura ) Ademsds se observé que en algunos casos ciertas fibras tienden a adquirir una estructura en

forma de espiral, mientras que en los ensanchamientos de éstas (grumos) es posible ver algunos NTCMP
sobre su superficie (ver Figura ).

(c) (d)

Figura 3.24: Microfotografias de los andamios de PLA-NTCMP. a)Andamio con 0.5% de NTCMP; presentando algunos
engrosamientos a lo largo de ciertas fibras. b)Andamio con 1% de NTCMP; fibras con gran variacién en su volumen,
apreciando con facilidad filamentos con mayor didmetro. c)Andamio con 2 % de NTCMP; la morfologia en las fibras empezé
a deformarse, debido al aumento en las aglomeraciones de los nanomateriales. d)Andamio con 3% de NTCMP; las fibras

tienden a ser ultrafinas y se observa la presencia de mayor cantidad de perlas formadas por los nanotubos contenidos en las
fibras de PLA.

Este tipo de comportamiento en las fibras, es el hecho observado a la concentracion de los NTCMP,
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ya que su dispersién no es la adecuada en la solucion polimérica, lo que provoca el surgimiento de ensan-
chamientos con tonalidades oscuras, en los que se encuentran cierta cantidad de nanomateriales.

En cuanto al anélisis cuantitativo (ver Figura ), se encontré que el didmetro promedio en la distri-
bucién de tamanos es de (5,400 + 1,207) nm, el cual se denota como el didmetro mas grande en todos los
estudios cuantitativos, y se relaciona a la union de NTCMP con polimero, lo cual se esperaba en principio,
va que el propédsito de electrohilar las soluciones compuestas de PLA-NTCMP fue para empaquetar la
mayor cantidad de nanomateriales dentro de la fibra de polimero; por tal motivo se realizé primero la
parametrizacién de las variables involucradas en el proceso, eligiendo siempre los resultados con mejor
morfologia en las fibras y con menor tamaifio en su diametro.

(c) (d)

Figura 3.25: Microfotografias obtenidas por MEB, del andamio de PLA-NTCMP (4 %). a)Distribucién de fibras en la
superficie del andamio, presentando una gran cantidad de grumos o perlas, en toda el drea. b)La deformacién en las fibras
persiste; provocando la perdida en la uniformidad del didmetro a lo largo de su longitud, ademas de percibir NTCMP
embebidos en los grumos del filamento por la tonalidad oscura. ¢)Las fibras mds delgadas tienden a forman espirales y en la
superficie de los grumos con mayor volumen se puede percibir algunos nanotubos. d)Distribucién de didmetros presentes en

las fibras, con n=200.
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(e) ()

Figura 3.26: Microfotograffas de NTCMP observados en el andamio de PLA-NTCMP (4%). a) y b)NTCMP expuestos
sobre la superficie de los ensanchamientos en las fibras (flechas amarillas). ¢)Para comprobar la hip6tesis de la fabricacién
de fibras con NTCMP embebidos en ellas, se realizé un corte transversal, exponiendo fibras del interior del andamio. d)En
las fibras internas a la matriz se observé grandes cantidades de nanomateriales en su superficie (flechas amarillas). €) y
f)Adicionalmente se encontré nanotubos embebidos en las fibras de PLA, observdndose como pequenos cables saliendo del

interior (flechas verdes).
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Como se menciond, se estudié a detalle el andamio de PLA-NTCMP (4 %) debido al porcentaje en
nanomateriales, lo que permitia encontrar mas rapido las zonas en donde se ubicaban los NTCMP. En las
Figuras (a y b) se observé la superficie del andamio, apreciando de mejor manera el ensanchamiento
en algunas fibras, donde se visualizan pequenos hilos que salen (sefialados con flechas amarillas), los cuales
se deducen que son NTCMP; sin embargo para comprobar esta deduccién se analizé el tamaiio de éstos
con respecto a su didmetro, encontrando un valor promedio entre (140 + 8) nm, por lo que se concluye
que es correcta la informacion, ya que se encuentra en el rango de los NTCMP.

Una vez que se analizé la superficie, se continué estudiando las fibras internas del andamio, por lo que se
opto en realizar un corte transversal, de tal manera que las fibras quedaran expuestas y asi examinar si se
encontraban nanomateriales dentro del filamento. La microfotografia del corte transversal en el andamio
se muestra en Figura [3.26f, donde se puede apreciar algunos extremos de fibras perpendiculares al corte,
las cuales se usaron para el andlisis de nanotubos embebidos. La primera observacién se enfocé en la
superficie de una fibra expuesta (ver Figura ), se encontrd varias cantidades de NTCMP en forma
de cimulos distribuidos sobre la superficie, dichos nanomateriales se sefialan con flechas amarillas en la
imagen. La siguiente observacién se realizé directamente en las fibras expuestas, para apreciar su interior
de mejor manera (ver Figuras y 13.26f), en estas imédgenes se logré comprobar que algunos NTCMP
se encuentran embebidos en la matriz polimérica de PLA, formando con la fibra una estructura de tipo
cable; estos nanomateriales se pueden identificar como pequenios y delgados tubos saliendo del interior
de la fibra (senalados con flechas verdes). Por otra parte, también se observé una serie de marcas sobre
la superficie de la nanofibra posiblemente por la interaccién del aire sobre la fibra cuando viaja de la
aguja al colector, presentandose como pequenas escamas o porosidad superficial. De manera general, la
hipotesis planteada inicialmente, sobre el empaquetamiento de NTCMP dentro de las fibras de polimero,
fue acertada; sin embargo también se tiene nanomateriales en la superficie de los filamentos, debido a la
forma de fabricacién con la técnica de Electrohilado convencional.

Para terminar el anédlisis entre las fibras de PLA y las fibras compuestas con NTCMP, se elaboré un
diagrama haciendo una comparacién entre los valores de los didmetros obtenidos (ver Figura |3.27)), con-
cluyendo que al agregar el 4 % de nanotubos a la solucién polimérica, se incrementa alrededor de 5 veces
el tamano de la fibra de polimero, lo que era de esperarse debido a la cantidad de NTCMP contenidos al
interior de la fibra, sumando ademads los nanotubos observados en las superficies.

Figura 3.27: Diagrama representativo de didmetros promedio en las fibras de PLA y las fibras compuestas con NTCMP.
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3.3.2. Caracterizacién fisico-quimica
3.3.2.1. Espectroscopia Infrarrojo por Transformada de Fourier (FTIR-ATR)

La energia asociada con la radiacién electromagnética en el rango infrarrojo (justo por encima de la lon-
gitud de onda del visible, aproximadamente entre 4000-600 cm~!) es suficiente para provocar la excitacién
de los enlaces quimicos, generando vibraciones de estiramiento o deformacién de éstos. La Espectroscopia
FTTIR-ATR involucra el uso de esta radiacién para caracterizar los enlaces quimicos, provocando que la
vibracién de una estructura determinada sea analizada en términos de los grados de libertad que ésta
posee. Este estudio se realizé a todos los andamios fabricados de PLA y PLA-NTCMP.

El espectro infrarrojo que se muestra en la Figura[3.28 corresponde al andamio de PLA, donde se observan
valores caracteristicos relacionados con los modos de vibracién de grupos funcionales correspondientes al
andamio. Estos valores asociados a las bandas mas relevantes del espectro, son obtenidos experimental-
mente y se resumen con los datos tedricos en la Tabla de tal manera que se puedan comparar dichos
resultados y permitan identificar o confirmar que el material corresponde al polimero PLA.

Figura 3.28: Espectro FTIR-ATR del andamio de PLA.
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En Figura y Tabla se observo que destacan las bandas caracteristicas de los ésteres alifaticos
mostrando picos alrededor de 2993 y 2946 em ™! que son asociados a estiramientos del grupo CH — C Hs,
y una banda a 1449 ¢m~! de intensidad moderada relacionada con el grupo metilo del PLA. Ademaés
se encontré sefiales ubicadas entre 1181 y 1044 ¢cm ™! que se atribuyen a las vibraciones dentro de es-
tructuras cristalinas que pueden estar presentes en el poliéster PLA, representdandose en componentes
del tipo estiramiento alrededor del grupo éster —COC—, oscilaciéon de acuerdo con lo establecido en la
literatura.[71],[72] Asimismo la presencia de picos en 866 cm ™! y 758 em ™!, se relacioné con las fases
amorfa y semicristalina de PLA, respectivamente.[73]

A (em™1) experimental A (em™1) tedrico Modos de Vibracién
2993 2997 Estiramiento asimétrico CH — C'Hg
2946 2946 Estiramiento simétrico CH — C Hs
1758 1759 Estiramiento C = O
1449 1456 Flexion CHj
1389 1373 Flexién C'H simétrica y asimétrica
1362 1365 Deformaciéon CH
1181 - 1044 1183 - 1038 Estiramiento C' — O — C
866 869 Estiramiento O — CH — CHj;
758 750 Balanceo C'Hs

Tabla 3.1: Resumen de las bandas caracteristicas atribuidas al andamio de PLA mediante FTIR-ATR.

Figura 3.29: Espectro FTIR-ATR de los NTCMP en polvo.

El andlisis realizado al espectro FTIR-ATR de los NTCMP (ver Figura y Tabla7 present un
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pico importante en 3738 em ™!, atribuido a los grupos hidroxilo libres, confirmando la presencia de varios
restos hidroxilos en la superficie del carbén. Ademads se logré encontrar bandas con picos bien definidos
en el rango 1748-1559 em ™!, que pueden ser asignadas a grupos C' = O en diferentes entornos (4cido
carboxilico, cetona/quinona).[13] Los movimientos caracterfsticos a 1748 cm ™! son bandas C' = O relacio-
nadas con los modos de estiramientos de grupos funcionales carboxilicos formados debido a la oxidacién
de algunos atomos de carbono sobre la superficie de los NTCMP, probablemente al tratamiento con acidos
durante la purificacién en su manufacturacién. [14],[13] Mientras que el pico a 1559 em ™! se relaciona al
modo de estiramiento del anién carboxilato, ademas es atribuido al modo del grafito activo en infrarrojo,
conocido como la banda G, la cual se origina en sp? carbono hibridizado.[15],[L3]

A (em™1) experimental A (em™1) tedrico Modos de Vibracién
3738 3728 Vibracion de los grupos OH
1748 1750 - 1736 Estiramiento C' = O
1559 1584 - 1550 Banda G
1251 - 1184 1300 - 950 Presencia de enlaces C' — O

Tabla 3.2: Resumen de las bandas caracteristicas atribuidas a la muestra de NTCMP en polvo.[13],[14],[15]

En este espectro también se observaron, las bandas en 1251 em ™! y 1184 ¢m™! prueban la presencia
de enlaces C' — O en varios entornos quimicos, e incluso el pico a 1251 em ™! se atribuye a los estados
defectuosos sobre las paredes de los NTCMP. [15],[13] Por otra parte, los picos observados alrededor de
3173-1938 em ™!, no son sefiales caracteristicas de grupos funcionales, en este estudio se relaciona a un
artefacto que introduce el dispositivo ATR al momento de emplearlo. Los analisis mediante FTIR-ATR
de los andamios de PLA-NTCMP a diferentes concentraciones de NTCMP se muestran en Figura [3.30
donde en general gracias a la comparacién entre los espectros obtenidos, en el rango de 3000-500 cm ™
no se encontré una diferencia relevante entre las senales infrarrojas de cada andamio, sin embargo en el
rango de 4000-3500 cm ! la diferencia se present6 en la intensidad de las bandas que aparecieron en esta
zona. De esta manera, los picos relacionados con los modos de vibracién de grupos funcionales, obtenidos
experimentalmente de los andamios de PLA-NTCMP y su correspondencia con los valores experimentales
del PLA y NTCMP por separado, son descritos en la Tabla

En estos estudios se encontré que los cinco espectros presentaron las mismas bandas de los ésteres alifati-
cos asociadas a estiramientos del grupo CH — C'Hz en 2992 cm ™! y 2942 cm ™!, y también de las bandas
relacionadas con las flexiones del grupo metilo y CH, en 1454 em™' y 1378 ¢m ™! respectivamente; es
importante sefialar que todas estas bandas sufren desplazamientos en el eje de la longitud de onda, entre
1-11 em™', a comparacién de los espectros obtenidos en Figura Lo mismo sucede con las senales en
el rango 1181-1042 ecm~! que pertenecen al estiramiento del grupo funcional C' — O — C, las cuales sufren
desplazamientos en la longitud de onda, sin observar aumento de intensidad entre ellas, sin embargo se
esperaba obtener un incremento en la intensidad de la banda a 1181 em ™!, ya que se encontrd presente
tanto en el andamio de PLA como en la muestra de los NTCMP, lo que probablemente hubiera indicado
una interaccién entre dichos materiales. Las bandas a 870 em™! (Estiramiento O — CH — C'H3) y 750
em~ ! (Balanceo C'H3) siguen presentes atin con la incorporacién de los nanomateriales, indicando las
fases amorfa y semicristalina del PLA, a pesar de ello, algo interesante que se observé en la comparacion
de estos espectros, fue un pequefio aumento con respecto a la intensidad en la banda de 750 em ™! con
1%, 2% y 3% de NTCMP, lo que se relacioné con un arreglo més semicristalino dentro del andamio.
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Figura 3.30: Comparacién entre los espectros FTIR-ATR. de los andamios compuestos de PLA-NTCMP.
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Ademas se logré apreciar un incremento en la banda asociada al estiramiento de los grupos carboxilicos
(C = 0) a 1754 em™ 1, recordemos que esta banda se encontré en los espectros de las Figuras y
corroborando que existe una interaccién entre los materiales (PLA y NTCMP) debido a la intensidad que
presentd, que incluso excede las senales del grupo C'— O — C'. Mientras tanto, las bandas que se encuentran
en el rango de 3847-3657 ¢cm ™! son relacionadas con los grupos hidroxilos presentes en la superficie del
carbén, ademads se observé que la intensidad de estas senales es muy baja, sin embargo se logré percibir
que a una concentracién de 3% en NTCMP, la intensidad incrementa un poco a comparacién de los
demas espectros. Es importante senalar que las bandas encontradas en los NTCMP son similares a las
reportadas en la literatura [13], [14] y [15], lo cual puede observarse con claridad en la Tabla

A (em™1) experimental A (em™1) experimental A (em™!) experimental
“Andamio PLA” “Muestra NTCMP” “Andamios PLA-NTCMP”
758 ---- 750
866 ---- 870
1044 ---- 1042
1087 ---- 1092
1120 ---- 1131
1181 1184 1181
1389 ---- 1378
1449 ---- 1454
1758 1748 1754
2946 ---- 2942
2993 ---- 2992
---- 3657 3652
---- 3738 3747
---- 3847 3815

Tabla 3.3: Resumen de las bandas caracteristicas atribuidas a los andamios compuestos de PLA-NTCMP.

3.3.2.2. Espectroscopia Raman

Con la técnica de caracterizacion “Espectroscopia Raman”, se puede encontrar el espectro correspon-
diente a los enlaces quimicos que conforman al material, ademés gracias al microscopio Raman empleado
como instrumento en la técnica se puede obtener una imagen perteneciente al espectro que nos arroja
la espectroscopia, logrando apreciar la estructura de la muestra. En general la mayoria, pero no todos
los modos vibracionales de una molécula son activos en Raman, ya que depende de la simetria que ésta
posee. Por lo tanto, si se requiere obtener la méxima cantidad de informacién de una molécula, debe
utilizarse ambos tipos de espectroscopia FTIR y Raman.[53] De esta manera, para complementar los
resultados, se realizé el andlisis por Espectroscopia Raman al andamio fabricado de PLA y muestra de
NTCMP, asi como al andamio compuesto de PLA-NTCMP a una concentracién de 4 % en nanomateriales.

En la Figura se observa una imagen del drea en donde se tomd la senial Raman para la obten-
cién del espectro de PLA, en esta imagen se puede percibir una porcién de fibra, la cual nos ayuda a
obtener picos bien definidos de la senial registrada. Asimismo se muestra también el espectro Raman co-
rrespondiente al andamio de PLA, el cual presenté una amplia gama de intensidades equivalentes a picos
caracteristicos de dicho polimero. En este espectro se observé algunas lineas agudas que estan relacionadas
con la presencia de dominios cristalinos en la muestra; mientras que las lineas anchas corresponden a la
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fase amorfa del material, dicha informacion sugiere que el material de la muestra es semicristalino.

Figura 3.31: Imagen y espectro de la sefial Raman correspondiente al andamio de PLA.

Desplazamiento Raman
(em™1) experimental

Desplazamiento Raman
(em™1) tedrico

Bandas Raman

307
403
883
1035
1102
1131
1295
1385, 1454
1762
2873
2935, 2998

306
410

871

1042

1094

1127

1295
1385, 1452
1768

2881
2945, 2998

Deformacién CH — CHjs

Deformaciéon CCO

Estiramiento C' — COO

Estiramiento C' — CHj;

Estiramiento simétrico COC

Balanceo asimétrico C'Hg

Deformaciéon CH

Deformacién simétrica y asimétrica de C' Hs
Estiramiento C = O

Estiramiento CH

Estiramiento simétrica y asimétrica de C' Hs

Tabla 3.4: Resumen de los desplazamientos Raman y asignacién de bandas caracteristicas atribuidas al andamio de PLA.
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En la regién de bandas de estiramiento C H, —C Hz (2800-3100 ¢m ') del espectro (ver Figura ,
se muestran lineas a 2873, 2935 y 2998 ¢m~!. La linea Raman asignada al modo de estiramiento del grupo
carbonilo (C' = O), se present6 en 1762 cm ™!, esta banda corresponde a la parte cristalina del PLA. En la
region de deformaciones (flexiones) simétricas y asimétricas del grupo metilo (CH3) y CH se encuentran
las bandas a 1295, 1385 y 1454 cm~!. Los modos de estiramiento COC simétricos se observaron en 1102
em~!. La linea intensa a 883 cm ™! se aisigné al modo de estiramiento C' — COQ. Mientras que la banda
en 403 em™! se relacioné con los modos de deformacién CCO:; esta linea se observé como una banda
ancha caracterfstica de la parte amorfa. Finalmente, la linea ancha a 307 cm ™! se presenté debido a la
deformacién C — C' Hgs, que refleja nuevamente la parte amorfa del PLA semicristalino. En la Tabla
se presenta a detalle la posicion y asignacion de bandas vibracionales del espectro Raman del PLA de
acuerdo con las referencias [71][81].

Figura 3.32: Imagen y espectro de la sefial Raman correspondiente a la muestra de NTCMP.

Desplazamiento Raman Desplazamiento Raman Asignacién

(em™1) experimental (em™1) tedrico Raman
1350 1300 Banda D
1570 1600 Banda G
2688 2650 Banda G’

Tabla 3.5: Resumen de los desplazamientos Raman y asignacién de las bandas caracteristicas de NTCMP.
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Posteriormente se estudié el espectro Raman correspondiente a la muestra de NTCMP (en polvo), este
espectro se presenta en la Figura donde se logré observar tres bandas caracteristicas de los NTCMP.
La senal Raman ubicada en 1350 em ™! es asosciada a la banda D de la muestra, su presencia se debe a un
proceso dispersivo en el que esta involucrado un defecto que rompe con la simetria original del grafito, al
comparar su intensidad se observé que es baja indicando que es poca la cantidad de impurezas de carbén
en la muestra; ademas proporcioné la informacion de que la muestra empleada se trata de carbono amorfo.

En general la presencia de la banda D, indic6 que el nanomaterial empleado tiene la caracteristica de
que su pared es multiple, corroborando la informacién mencionada al comienzo del escrito. Por otro lado,
la banda G o los modos tangenciales (TMs), se presentaron en 1570 em ™!, los cuales provienen de vibra-
ciones dentro de plano de las laminas de grafito, que dan modos activos en Raman, por lo tanto, indica
los movimientos de los dtomos de carbono perpendiculares a la direccién radial de los NTCMP. Ademds
debido a su alta intensidad que present6 se asocia a una vibracién fundamental en primer orden de los
NTCMP. Por tltimo la banda G’, ubicada en 2650 c¢m ™!, es considerada un arménico de segundo orden
de la banda D. En la Tabla se presenta a detalle la posicién y asignacién de bandas vibracionales del
espectro Raman de los NTCMP.[82]

Figura 3.33: Comparacién entre las sefiales de los espectros Raman correspondientes a los andamios PLA y PLA-NTCMP
(4%).

En el dltimo andlisis mediante espectroscopia Raman, se estudié el andamio compuesto de PLA-
NTCMP al 4% (porcentaje de concentracién en NTCMP), examinando los resultados a través de una
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adecuada comparacion entre las senales de los materiales empleados, en este caso del PLA y los NTCMP.
Por lo tanto, la primera comparacion se realizé con el espectro de PLA (ver Figura donde se senalé
con circulos las bandas vibracionales correspondientes al andamio de PLA. En este espectro se logré
visualizar la presencia de la regiéon de bandas de estiramiento para C'H y C'Hs alrededor de 2800-3100
em ™!, ademés de la regién de deformaciones simétricas y asimétricas de C'Hs encontradas a 1131 y 1454
em™ L.

También se puede observar una banda principal del PLA que indica su parte cristalina, asignada al
modo de estiramiento C' = O, la cual se present6 alrededor de 1762 ¢m™!. Asimismo se encontré la pre-
sencia del modo de estiramiento C' — COO como una linea intensa en 883 ¢m ™!, e incluso se percibié la
existencia de bandas a 403 em~! y 307 ¢m ™! atribuidas a los modos de deformacién CCO y C — CHs,
respectivamente, indicando la parte amorfa del PLA semicristalino.

Figura 3.34: Comparacién entre las sefiales de los espectros Raman correspondientes a los NTCMP y al andamio de
PLA-NTCMP (4%).

Por 1ltimo, se realizé la comparacion con el espectro Raman de los NTCMP como se muestra en la
Figura encontrando favorablemente las tres bandas principales asociadas a dichos nanomateriales,
las cuales proporcionan de manera general que los NTCMP empleados contienen una cantidad pequena
de impurezas, ademds de poseer multiples paredes. Sin embargo es importante subrayar que la proporcion
en intensidad de estas senales disminuye bastante, posiblemente a la cantidad de concentracién de los
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NTCMP en comparacion con la cantidad de polimero que se utilizé.

3.3.2.3. Difraccién de Rayos X (DRX)

Para confirmar los resultados estructurales que se obtuvieron por Espectroscopia Raman, relaciona-
dos con la cristalinidad o el cardcter amorfo de los materiales, los andamios de PLA y PLA-NTCMP a
diferentes concentraciones de nanomateriales fueron analizadas por DRX.

En el patrén de difraccién referente al andamio de PLA (ver Figura , se encontro la presencia de un
méximo en 20=13.7° asociado a la reflexién del plano (103), que coinciden con alguna de las reflexiones
de la fase pseudo-ortorrémbica. En 1968, D. Sntis y Kovacs, reportaron una estructura cristalina pseudo-
ortorrombica para el PLA adoptando una conformacién helicoidal y hasta ahora se ha sugerido este tipo
de conformacion, incluso si los patrones de difraccién observados presentan reflexiones adicionales que no
se ajusten completamente a la forma pura del PLA.[83] Este méximo en 260=13.7° corresponde a un pico
caracteristico del PLA, que es asociado al espacio interplanar 5.9 A (resultado obtenido empleando la Ley
de Bragg), y que ademds indica que se trata de un material semicristalino, a pesar de que la parte amorfa
predomina en el material ya que el pico observado en el patrén de difracciéon es muy ancho, por lo tanto
se concluye que existe la presencia de algunos dominios cristalinos en la muestra que logran cristalizar en
dicha fase.

Figura 3.35: Patrén de difracién WAXD del andamio de PLA.

A continuacion, se presenta el analisis de los difractogramas obtenidos al adicionar cada una de las
concentraciones senaladas de NTCMP (ver Figura [3.36)), examinando las posibles interacciones con el
polimero durante el proceso de Electrohilado.
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Figura 3.36: Patrones de difraccién de los andamios compuestos PLA-NTCMP a las diferentes concentraciones manejadas
de NTCMP.
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En cada uno de los patrones de difraccion que se muestran en Figura |3.36] se logré apreciar nueva-
mente la parte semicristalina del polimero PLA alrededor de 20=13.5-14.3°, que confirma la estructura
pseudo-ortorrémbica adoptada por las porciones cristalinas del PLA, aun que predomine la parte amorfa.
Ademsds, en estos patrones, se encontrd la presencia de los picos caracteristicos del grafito ubicados en
20=44.8° y 20=58.5° los cuales nos indica que los nanotubos empleados en la fabricacién son de pared
multiple. En general, se observé que con las concentraciones de 1-4 %, las senales asociadas a los NTCMP
no presentan alguna modificacién significativa, sin embargo en el andamio de PLA-NTCMP con 0.5 % de
nanomateriales, se aprecia un desplazamiento negativo a 20=41.6°, resultado que sugiere que las inter-
acciones intermoleculares entre el PLA y los NTCMP, provocan mayor desorden molecular debido a la
fuerte interaccién del polimero. Por ultimo, en los andamios con 2% y 4% se encontré pequenos picos
alrededor de 20=26.4°, su presencia en el modelo de difraccién indica nuevamente la cristalinidad del
polimero y corresponde al plano (306) que forma parte de la estructura pseudo-ortorrémbica del PLA.

3.3.3. Analisis térmico
3.3.3.1. Calorimetria Diferencial de Barrido (CDB)

A fin de analizar las modificaciones en las propiedades térmicas de los andamios, se realizé una eva-
luacién del comportamiento térmico en dichos andamios mediante el uso de CDB, con el proposito de
conocer los cambios producidos debido a la procesabilidad de éstos, durante la fabricacién de fibras. Por lo
tanto, se discutiran los comportamientos dinamicos de fusion y cristalizacion de los andamios compuestos
de PLA y PLA-NTCMP, en este andlisis se emple6 un ciclo que consta de un calentamiento, enfriamiento
y calentamiento, el cual se especifica en la metodologia.

Primer calentamiento:

En la Figura se muestra el termograma del primer calentamiento del andamio de PLA; se observo
una temperatura de fusién (7y) caracteristica de 169.5 °C. Lim et al., en 2008, reportaron que la Tt del
PLA esta en funcién de su pureza éptica; sin embargo los valores tipicos de Ty para el PLA se encuentran
en el intervalo de 160-170 °C.|84] Por otra parte, el termograma muestra una sefial exotérmica en 90.5
°C, correspondiente a la temperatura de cristalizacién (7.), ocurrida durante el ciclo de calentamiento,
que se atribuye a la lenta velocidad de cristalizacién del PLA.[85],[3]

Algo similar sucede con el andlisis térmico que se muestra en la Figura[3.38|con respecto a los andamios de
PLA-NTCMP, utilizando diferentes concentraciones de NTCMP, dichos termogramas de calentamiento se
observan realizando una comparacién con las transiciones térmicas mostradas por el PLA. En la tabla
se presentan los valores de Ty y T, registrados por los andamios de PLA-NTCMP. En estos termogramas
(ver Figura , se logré apreciar que con las concentraciones manejadas a 0.5% y 1% de NTCMP, las
fibras presentan una 7T, que sufre un desplazamiento positivo alrededor de 4-6 °C, mientras que los anélisis
con las concentraciones de 2%, 3% y 4 % el desplazamiento que sufren no es significativo en comparacion
con la T, encontrada en el andamio de PLA; por lo tanto se observé que debido a la incorporacién de
NTCMP, con un incremento de concentracion en cada andamio, la T, del PLA préacticamente no sufre
cambios. Los desplazamientos presentados en este tipo de temperatura se encuentran relacionados a la
diferencia en la movilidad de las cadenas y su capacidad para formar cristales.[85],[86] En cuanto a la
comparaciéon de la Ty observada en cada uno de los cinco diagramas térmicos, no se encuentra la pre-
sencia de un cambio significativo que pueda ser asociado a la interacciéon del polimero con los NTCMP,
presentandose asi las T en el intervalo de 168.6-19.3°. Sin embargo, algo importante a resaltar en la
observacién de las Figuras y es la presencia de senales distorsionadas en el intervalo de 0-80 °C,
debido a que es la primer corrida de calentamiento, y la muestra tiene una historia térmica, en la que si
se pone al material muy cerca de su punto de fusién o cristalizacién, de repente sufre cambios bruscos de
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energia debido a la constante organizacién de las moléculas en la muestra antes de fundir, adicionalmente
si la muestra posee agua o residuos de solventes también puede presentarse este tipo de comportamiento
relacionado con la volatilidad.

Figura 3.37: Termograma del primer calentamiento, mostrando las temperaturas de Ty y Tt del andamio de PLA.

Muestra Temperatura de fusion Ty (°C) Temperatura de cristalizacién T;. (°C)
PLA 169.3 95
PLA-NTCMP (0.5 %) 169.5 90.5
PLA-NTCMP (1%) 169.3 96.5
PLA-NTCMP (2 %) 169.4 91.9
PLA-NTCMP (3%) 168.5 91.8
PLA-NTCMP (4 %) 168.6 91.8

Tabla 3.6: Transiciones térmicas de los andamios PLA-NTCMP en el primer calentamiento.
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Figura 3.38: Comparacién entre los termogramas del primer calentamiento, correspondientes a los andamios compuestos de PLA-

NTCMP.
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Enfriamiento:
El termograma que se muestra en la Figura [3.39] corresponde a la curva de enfriamiento del andamio de
PLA, donde se logré apreciar que el material tiene una T, de 97.9 °C, al realizar la comparacién con la
primer 7. de la Figura se registré un aumento en la temperatura, lo que indica que en la segunda
corrida se facilité en cierto grado la formacién de zonas cristalinas, evidenciando que se requiere una
mayor temperatura para llevar a cabo esta nucleacién.[86]

Por otra parte, se realizé la comparacion entre los termogramas de los andamios compuestos de PLA-
NTCMP (ver Figura , donde se encontré que con las concentraciones de NTCMP de 0.5-3% se
presenta una 1. alrededor de 114.2-115.8 °C, la cual se percibe que sufre un desplazamiento positivo de
17-20 °C a comparacion de la encontrada en Figura Mientras tanto, en el termograma del andamio
con 4% de NTCMP, se present6 una T, de 99 °C cercana a la que present6 el andamio de PLA.

Por lo tanto, el aumento que presenta la T, en algunos andamios, indica que la incorporacién de NTCMP,
facilito la formacién de zonas cristalinas, necesitando una mayor temperatura para llevar a cabo el proceso,
sin embargo a una concentracién de 4 % los NTCMP précticamente saturan a las fibras y se comportan
como si s6lo el material fuera PLA. En la Tabla se describen los valores asignados a la 7. en los
andamios de PLA-NTCMP.

Figura 3.39: Termograma de enfriamiento, mostrando la T del andamio de PLA.
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Muestra Temperatura de cristalizacién T, (°C)
PLA 97.9
PLA-NTCMP (0.5 %) 114.2
PLA-NTCMP (1 %) 114.4
PLA-NTCMP (2%) 115.4
PLA-NTCMP (3%) 115.8
PLA-NTCMP (4 %) 99

Tabla 3.7: Temperatura de cristalizacién en los andamios PLA-NTCMP durante el ciclo de enfriamiento.

Segundo calentamiento:

El comportamiento térmico del andamio de PLA en su segundo calentamiento, se muestra en el termo-
grama de la Figura En este tercer ciclo, se observé una T¢. de 97 °C y una Ty de 169.5 °C, ambas
temperaturas no presentaron cambios significativos en la fusién y cristalizaciéon del PLA. Mientras tanto,
en el andlisis realizado a los andamios de PLA-NTCMP (ver Figura , solamente se encontrd tempe-
raturas de fusién alrededor del intervalo 164.6-171.4 °C; en los termogramas con 0.5%, 1%, 2%, 3% de
NTCMP, se observé una Ty doble, una que es la relacionada con el polimero de PLA (en 169.5 °C) y otra
que presenta un desplazamiento negativo aproximadamente de 3 °C. Con respecto a la ausencia de T¢, se
dice que los NTCMP ya no aportan la temperatura suficiente para formar zonas cristalinas en la tercera
corrida.

Figura 3.40: Termograma del segundo calentamiento, mostrando las temperaturas de Ty y T. del andamio de PLA.
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Figura 3.41: Comparacién entre los termogramas de enfriamiento, correspondientes a los andamios compuestos de PLA-
NTCMP.
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Figura 3.42: Comparacién entre los termogramas del segundo calentamiento, correspondientes a los andamios compuestos
de PLA-NTCMP.
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En el termograma del andamio con 4 % de NTCMP sélo de observé una Ty en 168.6 °C, temperatura
observada en el primer ciclo de calentamiento correspondiente al andamio de PLA. En la tabla se
presentan los valores de Ty y T, registrados por los andamios de PLA-NTCMP. Cabe senalar que en este
tipo de muestras con NTCMP a ciertas concentraciones, se observaron dos senales de fusion, atribuidas
a la existencia de dos tipos de fase cristalina en la muestra.|87] Sin embargo se aprecia nuevamente que
con 4% de NTC, el comportamiento térmico del andamio, es similar al caso del andamio de PLA.

Muestra Temperatura de fusiéon Ty (°C) Temperatura de cristalizacién 7. (°C)
PLA 169.5 97
PLA-NTCMP (0.5 %) 165.4, 171.4 ---
PLA-NTCMP (1 %) 165.4, 171 ---
PLA-NTCMP (2 %) 166.1, 169.9 ---
PLA-NTCMP (3%) 164.6, 169.9 ---
PLA-NTCMP (4 %) 168.6 ---

Tabla 3.8: Transiciones térmicas de los andamios PLA-NTCMP en el segundo calentamiento.

3.3.4. Pruebas mecanicas

FEl comportamiento mecanico que presenta un material, es el reflejo de la relacién entre su respuesta o
deformacién ante una fuerza aplicada, el cual puede variar de acuerdo con diferentes parametros, como la
cristalinidad, estructura del polimero, peso molecular e incluso la incorporacién de otros materiales. Por
lo tanto, la importancia en la medicién de propiedades mecanicas, radica en las aplicaciones a la que este
enfocado el material.[3] En ese sentido mediante una prueba mecénica, se midieron algunas propiedades
como el médulo elastico, fluencia y el maximo esfuerzo, en los andamios electrohilados de PLA y PLA-
NTCMP, para comprobar que la incorporacién de los NTCMP provoca un incremento en las propiedades
mecanicas de las fibras.

Médulo de Young:
Las Figuras y muestran las curvas de esfuerzo-deformacién y la parte lineal asociada a la regién
elastica de los andamios de PLA y PLA-NTCMP, donde se observé que la incorporacion de NTCMP,
produjo un incremento en el médulo de Young en las muestras con 0.5 %, 1%, 2%, 3 %, comparadas con el
andamio de PLA, como se esperaba gracias a las excelentes propiedades mecdnicas que poseen los NTCMP.

Por otro lado, la muestra con la adicién al 4% de NTCMP, disminuy6 su médulo de Young, en com-
paracion con el andamio de 3 %, registrando un decremento del 74 %, cambiando de 74.89 MPa a 19.74
MPa, (ver Figura . Este resultado es evidencia de que se obtuvo un material con una menor rigidez
y por tanto, una mayor capacidad de deformacion; ésto debido a la concentracién tan alta de NTCMP,
que complicaba el proceso de electrohilado, por lo que se opt6 en filtrar varias veces, procedimiento en el
cual se perdia parte de la concentracion, llegando a un porcentaje menor. Sin embargo en comparacion
con el andamio de PLA, se sigue apreciando que esta propiedad mecanica aumenta con la incorporacion
de NTCMP. En la Tabla se presentan los valores del médulo elastico, obtenidos para las muestras de
los andamios electrohilados.

Cedencia:
El término fluencia o cedencia se utiliza frecuentemente para describir un retardo en la respuesta a una
tensién o deformacion aplicada.[3]
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(c)

Figura 3.43: Curvas de esfuerzo-deformacién correspondientes a la evaluacién mecénica de los andamios electrohilados;
a)PLA, b)PLA-NTCMP (0.5%), ¢)PLA-NTCMP (1%).
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Figura 3.44: Curvas de esfuerzo-deformacién correspondientes a la evaluacién mecénica de los andamios electrohilados;
a)PLA-NTCMP (2%), b)PLA-NTCMP (3%), ¢)PLA-NTCMP (4 %).
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Para la obtencién de la fluencia, se trazé una linea paralela a la parte lineal del diagrama de esfuerzo-
deformacién, desplazada 0.002 de deformacion; de esta manera se realizaron mediciones para identificar
el punto de interseccién, en el cual los materiales se encuentran en la regién de transiciéon de zona eldstica
a zona pléstica, recordemos que esto sucede por el deslizamiento que tiene las moléculas unas sobre otras
dentro de los materiales, en donde una vez que las moléculas se han desplazado ya no pueden recuperar su
posicién original, a lo que se conoce como deformacién irreversible.[6] Los resultados que se obtuvieron al
medir esta propiedad se describen en la Tabla[3.9|y son senalados en los diagramas de esfuerzo-deformacion
de las Figuras y donde se observé que el andamio con 3% es el que presenta un mayor punto de
cedencia a 2.748 MPa con la menor deformacién (0.037), sin embargo el andamio con 0.5 % de NTCMP
mostro el punto més bajo en cedencia con 0.912 MPa y una deformacion de 0.046, e incluso esta cedencia
es inferior a la del andamio de PLA, (ver Figura [3.45]).

(a) (b)

Figura 3.45: Diagramas de comparacién entre los andamios, con los resultados obtenidos para; a)El médulo de Young, y

b)Punto de Cedencia, ambos con n=>5.

Maximo esfuerzo:
Una vez que un material alcanza la zona de cedencia en una prueba mecdnica, éste sigue deformandose
hasta la zona de maximo esfuerzo o tensién de rotura, cuando llega a este punto el material en forma de
probeta se considera fracturado. De esta manera la tensién de rotura es el punto maximo en el diagrama
de esfuerzo-deformacién, obtenido conforme a los datos registrados en la prueba mecanica.

Por lo tanto para obtener la tensién de rotura presente en los andamios electrohilados de PLA y PLA-
NTCMP, se observé los diagramas de esfuerzo-deformacion de las Figuras y los cuales muestran
un méaximo sobre la curva. La adquisiciéon de resultados se llevé a cabo, midiendo 10 veces el maximo para
obtener un promedio de la ubicacién aproximada de la tensién de rotura. En la Tabla[3.9] se presentan los
valores obtenidos del maximo esfuerzo correspondiente a los andamios en cuestién; con estos resultados se
observé que el andamio que presenta una mayor tensién de rotura pertenece al de 3 % en concentracion de
NTCMP , e incluso éste duplica el valor que muestra el andamio de PLA, y quien present6 un valor menor
fue el andamio con 1%. Mientras tanto, en el andamio con 4 % de NTCMP el cambio que se observé no
es significativo, por lo que se deduce que el andamio con 3% tiene un mejor comportamiento mecdnico
con respecto a su maximo esfuerzo, lo que se relacionaria con la presencia de una mayor resistencia.

De manera general, el andamio que presenté mejores resultados, fue con una concentracién de 3% de
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NTCMP, en el cual se observé el mayor médulo de Young, méximo esfuerzo y punto de cedencia; en com-
paracion con los resultados obtenidos para el andamio de PLA. Por lo tanto al incorporar los NTCMP en
las fibras de PLA se logré apreciar un incremento en las propiedades mecdnicas de las fibras electrohiladas,
e incluso en el andamio con 4 % de NTCMP, que presenté un médulo de Young menor.

Modulo de Young Méximo esfuerzo

Muestra (MPa) (MPa) Cedencia

PLA 10.993 4+ 0.179 2.043 £ 0.0071 (0.122, 1.457 MPa)
PLA-NTCMP (0.5 %) 18.167 4 0.288 1.836 £ 0.0040 (0.046, 0.912 MPa)
PLA-NTCMP (1%) 20.241 + 1.288 1.154 + 0.0012 (0.052, 1.077 MPa)
PLA-NTCMP (2 %) 43.375 £ 1.617 4.194 + 0.0180 (0.051, 2.349 MPa)
PLA-NTCMP (3 %) 74.885 £ 1.512 4.436 4+ 0.0100 (0.037, 2.748 MPa)
PLA-NTCMP (4 %) 19.736 4+ 0.743 2.866 4+ 0.0090 (0.104, 2.282 MPa)

Tabla 3.9: Comparacién de los valores obtenidos para el médulo de Young, para los andamios fabricados, con n=5.

3.3.5. Pruebas de conductividad eléctrica

La ultima prueba de caracterizacion en este proyecto, fue comprobar si existia conductividad eléctrica
en los andamios electrohilados. Por lo tanto se midio la resistencia eléctrica a través de un arreglo expe-
rimental de placas de cobre, el cual consistiéo en conectar una terminal de éstas a un multimetro digital
para medir el voltaje administrado, y la otra terminal de las placas se conecté a un segundo multimetro
para registrar las senales de corriente con respecto al voltaje aplicado. Con estas senales registradas se
realizaron los graficos de corriente-voltaje que se muestran en Figura donde se ajusté el comporta-
miento lineal de los datos, de tal manera que permitiera la comparacion con la Ley de Ohm, y asi obtener
la resistencia eléctrica asociada a cada andamio.

Muestra Resistencia (R) [MQ] Conductividad eléctrica (o) [x107 Sem™1]
NTCMP 6.643 £ 0.006 231.696 + 12.0830
PLA-NTCMP (1%) 194.670 £+ 11.565 6.271 £ 0.0027
PLA-NTCMP (2%) 62.027 £ 9.352 17.193 + 0.0016
PLA-NTCMP (3%) 18.353 £+ 0.591 54.993 + 0.0053
PLA-NTCMP (4 %) 43.548 £+ 5.869 29.450 £ 0.0089

Tabla 3.10: Comparacién de los valores obtenidos para la Resistencia y Conductividad eléctrica, de los andamios fabricados.

En la Figura [3.46] se puede observar solamente el andlisis realizado a los andamios de PLA-NTCMP
con 1%, 2%, 3% y 4% de NTCMP, ya que en los andamios de PLA y PLA-NTCMP con 0.5 %, no se
registré ninguna senal, comportandose como materiales aislantes, lo que era de esperarse en el andamio
de PLA ya que el material polimérico empleado no es conductor. En el caso del andamio de PLA-NTCMP
con una concentracién de 0.5 %, se considerd que alteraba el resultado el polimero contenido en las fibras,
ya que era mayor que el porcentaje de NTCMP, ademas debido a la pequena cantidad de nanomateria-
les, éstos se encontraban tan dispersos que no lograban tener contacto para presentar cierta resistencia
eléctrica. A consecuencia de estos resultados, se realizé un estudio eléctrico en los NTCMP en polvo, para
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tener una referencia de la resistencia que podrian proporcionar a las fibras electrohiladas de PLA.

()

Figura 3.46: Graficos de corriente-voltaje correspondientes a la evaluacién eléctrica de los andamios electrohilados;
a)NTCMP, b)PLA-NTCMP (1%), c)PLA-NTCMP (2 %), d)PLA-NTCMP (3 %), e)PLA-NTCMP (4 %).
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(a) (b)

Figura 3.47: Diagramas de comparacién entre los andamios, con los resultados obtenidos para; a)La resistencia eléctrica,

y b)La conductividad eléctrica.

La resistencia de los NTCMP es de (6.643 £ 0.006) M2 lo cual es relativamente baja, sin embargo
como la conductividad eléctrica es el inverso de la resistividad (p), los NTCMP presentaron un valor de
(231.7 £ 12.1)x10~ Sem ™!, resultado mayor en los analisis realizados para conductividad eléctrica (ver

Figura [3.46p y Tabla (3.10)).

Una vez que se encontré el resultado para los NTCMP, se compard con los valores que presento cada
uno de los andamios al incorporar dichos nanomateriales a las fibras de PLA. En las muestras con 1% y
4% de NTCMP (ver Figura y ), se registraron una menor cantidad de senales, sin embargo se
ajustaron bien al comportamiento lineal, en estos dos andamios se obtuvo valores en la resistencia mayores
a la de los NTCMP, e incluso en el andamio con 1% presenté la resistencia més alta con (194.7 &+ 11.6)
MQ, lo que nos lleva al célculo de una conductividad méas pequenia en los andlisis para los andamios (ver

Tabla |3.10)).

En los andamios con 2% y 3% se registré una mayor cantidad de puntos para el cdlculo de la resistencia
(ver Figura y ), donde se encontré que conforme se aumenta la concentracién de NTCMP se
presenta un incremento en la conductividad eléctrica, obteniendo uno de los valores més altos de (54.9 +
0.005)x1071! Sem~! en este analisis en particular (ver Tabla . Dicho resultado es favorable y com-
prueba que la incorporacion de NTCMP mejora las propiedades eléctricas en las fibras como se esperaba,
a pesar que con la adicién al 4 % de NTCMP, disminuy6 su conductividad, en comparacién con el andamio
de 3%, registrando un decremento del 53 %, cambiando de 54.9x107'! Sem~! a 24.5x107 ! Sem™!, (ver
Figura y Tabla , ésto debido al proceso de filtracién por el que se sometié la solucién polimérica,
en el cual se perdid cierto porcentaje de concentracién.

Este resultado es evidencia de que se obtuvo un material con menor capacidad de conductividad eléctrica
a comparaciéon de los NTCMP, sin embargo gracias a la incorporaciéon de éstos, las fibras se vuelven
materiales conductores, apreciando grandes aplicaciones asociadas a esta propiedad eléctrica. De manera
general, el andamio que presenté mejores resultados, fue con una concentracién de 3 % de NTCMP, en el
cual se observd la mayor conductividad eléctrica, en comparacién con los resultados obtenidos para los
andamios de PLA-NTCMP.
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3.4. Cultivos celulares

3.4.1. Sembrado y crecimiento del cultivo in wvitro: linea celular NG108-15

Las pruebas de esterilidad con respecto al medio de cultivo preparado, tuvieron una favorable evolu-
cién ya que durante su seguimiento no mostré algiin tipo de contaminacién, por lo que se utilizé para
suplementarlo y ser ocupado en el sembrado celular.

(a) (b)

Figura 3.48: Microfotograffas del cultivo celular a las 48 horas de ser sembradas en las cajas Petri; a)Pase 26 y b)Pase 27,

mostrando adherencia a la superficie de la caja de cultivo y comenzando a desarrollar sus procesos dendriticos.

(a) (b)

Figura 3.49: Microfotografias del cultivo celular a 3 dfas de ser sembrado en las cajas Petri con los pases a)26 y b)27;

presentando el desarrollo de axones y detalles de los nicleos celulares.

Gracias a la descongelacion, se proliferaron las células con los pases 26 y 27, al momento de sembrar
la linea celular NG-108 se conservé cada uno de los pases anteriores. De acuerdo con el conteo realizado
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en la camara de Neubauer, se obtuvo una concentracién celular de 1.02x10° células/mL de NG108-15
(sembradas). A continuacién se presentan los resultados obtenidos del crecimiento celular de dicha linea,
durante las primeras 48 horas de cultivo, hasta el 5! dia, el sembrado del cultivo se realizé en cajas Petri.

En la Figura[3.48] se observan las imédgenes capturadas a las 48 horas después de ser sembrado el material
celular. Estos cultivos in vitro, al momento de ser sembrados presentaron una forma esferoide, sin embargo
a las 48 horas se logré apreciar células vivas con adherencia a la superficie de la caja de cultivo, comen-
zando a desarrollar procesos dendriticos en ambas cajas Petri, ademads se observé mayor concentracién
celular en la caja que contiene el pase 27 de proliferacién (ver Figura ), en donde las células tienden
a juntarse, en cambio en el pase 26 las células se encuentran mas dispersas y con menos terminaciones

dendriticas (ver Figura [3.48p).

() (d)

Figura 3.50: Microfotografias de las células a 4 dias de cultivo en las cajas Petri, con los pases 2)26 (las células tienden a
crecer en forma aislada) y b)27 (las células proliferan en grupos). Microfotografias de las células a 5 dias de cultivo en las
cajas Petri, con los pases ¢)26 y d)27; se aumenta el crecimiento y maduracién neuronal, llegando a una proliferacién del
80 %.
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A 3 dias de iniciar el cultivo (ver Figura , fue posible observar una morfologia mejor definida
en las células nerviosas e incluso se aprecia un ligero aumento en su tamafio, en cuanto a sus procesos
dendriticos no se percibe algin cambio significativo. En la Figura [3.49] se muestra la proliferacién al ter-
cer dia de ser sembrado dicho cultivo con el respectivo pase 26, en el cual se sigue presentando menor
concentracién celular, en comparacién con el pase 27 (ver Figura ), sin embargo en el pase 26 se
observé que la mayoria de las células ya presentan terminaciones dendriticas, caso contrario al pase 27,
que solo algunas células tienen desarrolladas estas terminaciones.

El crecimiento de estas células se siguié con un registro fotografico, con el que se logré apreciar el desarro-
llo de los axones y detalles de los ntcleos celulares, como se observa en la Figura Con el microscopio
optico, a 4 dias de cultivo, se comprobd que las cajas Petri muestran material celular vivo sobre la super-
ficie de éstas, ademds se observé que las células tienden a agruparse en el pase 27 (ver Figura ), caso
contrario en el pase 26 donde las células se encuentran un poco aisladas (ver Figura ) A los 5 dias de
cultivo, se continué con un crecimiento favorable, presentando la morfologia caracteristica de una célula
neuronal, es decir, un alargamiento en sus axones y presencia de terminales neuronales, como se observa
en las Figuras [3.50c y B.50d. En este 5to. dia se comprobé en ambos pases 26 y 27, que el crecimiento y
maduracion neuronal aumentod, ademas se percibe un conjunto de células, con un comportamiento similar,
por lo tanto se tiene que las células proliferaron de manera satisfactoria cubriendo la superficie de ambas
cajas en un 80 %, con lo que es posible crear una reserva celular de crio viales para experimentos futuros.

Posteriormente las células proliferadas en ambos pases (26 y 27) se tripsinizaron, y gracias a la abundancia
de concentracién celular, se logré sembrar una parte de células sobre los andamios y la otra parte sirvié
para crear la reserva celular de 9 crio viales para experimentos posteriores. Para el sembrado de células
en los andamios fabricados (PLA y PLA-NTCMP), se colocé una porcién de éstos en cajas de cultivo
de 45 mm?, para el deposito de células y el medio de cultivo para su proliferacién, el cual actiia como
fuente de energia celular, estos cultivos celulares se conservaron por una semana, para observar a detalle
su crecimiento e interaccién con los materiales. Cabe resaltar que se dejé una caja de cultivo sin material,
unicamente con células al cual se le asigné el nombre de “control”. Para interpretar el comportamiento
de la interaccién, se dividié la porcién de andamio que se tenia para realizar por separado la prueba de
tincién y de viabilidad celular.

Una vez que se cumplié las 48 horas del sembrado de células en los andamios y en el control, se agregd el
factor de crecimiento neuronal, para inducir el crecimiento celular diferenciado sobre los materiales. En
las primeras 48 horas después de la aplicacion del factor de crecimiento neuronal, las células cambiaron
su forma redonda que tenian previo a la diferenciacién, y aumentaron su tamano, asi como también co-
menzaron a desarrollar los procesos dendriticos. En los siguientes 4 dias, se continud con la aplicacién
del factor de crecimiento neuronal, observando favorablemente el desarrollo de los procesos dendriticos.
Finalmente a los 6 dias de iniciada la diferenciacion, se formé ya una compleja red celular tanto en los
controles como en los andamios.[§]

3.4.1.1. Prueba de viabilidad celular

En la prueba de viabilidad, las células muertas fluorescen en una longitud de onda cercana a la que
fluoresce el Homodimero de Etidio-1 (color rojo), mientras que las células vivas fluorescen en la longitud
de onda de la calceina (color verde), es asi como se identifica la biocompatibilidad que tiene el tipo celular
con el material, dicha prueba se realizé a una semana de cultivo sobre los andamios. En la Figura |3.51
se muestra la prueba de viabilidad del andamio de PLA con el cultivo celular de NG108-15, en estos
resultados se logré apreciar que la cantidad de células viables es considerablemente pequena observandose
células aisladas en la superficie del andamio (ver Figura ); caso contrario a lo que sucedié con la
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concentracién de células muertas, las cuales conforman una gran cantidad en todo el andamio formando
pequernios agregados de distintos tamanos (ver Figura ), por ultimo se puede percibir en la Figura
B-51, el conjunto de células viables y muertas en el andamio de PLA.

(a) (b) (c)

Figura 3.51: Imégenes de viabilidad de NG108-15 sobre el andamio de PLA; a)Células viables, b)Células no viables, y

c)Conjunto de células en la prueba de viabilidad celular.

(a) (b) ()

Figura 3.52: Imdgenes de viabilidad de NG108-15 sobre el andamio de PLA-NTCMP; a)Células viables, b)Células no

viables, y ¢)Conjunto de células en la prueba de viabilidad celular.

Los resultados del andamio PLA-NTCMP se muestran en la Figura donde se observé una apre-
ciable cantidad de viabilidad en las células sembradas, formando agregados con la mayoria de éstas (ver
Figura ), sin embargo algo curioso sucede en el analisis de células muertas, ya que a simple vista
se puede apreciar nuevamente que la cantidad de células que aparecian vivas ahora se consideran muer-
tas, aumentando la cantidad con pequenos puntos rojos en la parte superior derecha (ver Figura )
Ademds se analizé el conjunto de células viables y muertas como se muestra en la Figura [3:52k, donde se
logré apreciar grandes cimulos de células vivas, sin embargo el tono que manejaban éstas no es realmente
verde, es un tono amarillo verdoso, posiblemente indicando que las células muertas en las imagenes fueron
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generalmente enmascaradas por la fluorescencia de las células viables. Dichos resultados no permiten es-
timar la viabilidad celular de los materiales, a pesar de ello al observar sélo la fluorescencia de la calceina
(tono verde), se puede ver que se encuentran una mayor cantidad de células vivas en comparacién con el
material de PLA. Sin embargo no se puede obtener una conclusién de ésto, debido a la pequena canti-
dad de pruebas bioldgicas que se realizaron, por lo que falta detallar y realizar varios andlisis; aunque es
importante senalar que solamente se querian obtener avances preliminares acerca de la evaluacién de un
cultivo celular sobre los materiales fabricados.



Conclusiones y perspectivas

En base al estudio realizado sobre los andamios electrohilados biodegradables de PLA y PLA-NTCMP,
considerando su procesamiento y los resultados obtenidos por medio de las técnicas de caracterizacién
llevadas a cabo, se puede senalar que, se logré encontrar que las condiciones éptimas para la fabricacién
de fibras de PLA, mediante la técnica de Electrohilado son: 12% (m/v) en concentracién polimérica, 25
kV en voltaje aplicado, 20 cm de distancia entre aguja-colector y 0.1 mL/h en velocidad de inyeccién.
Con estas condiciones se obtuvieron fibras con morfologia mejor definida y cuantificando en ellas un
didmetro promedio de (314 £ 22) nm, apreciando en la mayor parte de las fibras porosidad superficial,
con una orientacion aleatoria. Sin embargo en cada fabricacién con estas condiciones existe una pequena
variacion en la cuantificacion del didmetro, debido al no tener control en la temperatura, desplazamiento
de la aguja, entre otras. A pesar de ello, el resultado fue la obtencion de fibras con mejor distribucion,
mayor uniformidad y sin la presencia de estructuras ajenas a los filamentos, teniendo en cuenta que las
condiciones experimentales estan adaptadas en particular para este estudio.

Mediante la Microscopia MEB, se encontré en la parametrizacién con respecto a la concentracién po-
limérica, que el didmetro de las fibras aumenta conforme se incrementa el porcentaje en la concentracion,
presentando estructuras tipo perlas unidas por fibras sobre el andamio, tomando forma de rosario. Lo
mismo sucede con la razén de inyeccion, que al incrementar ésta, se aumenta el didmetro promedio de las
fibras a consecuencia de la gran dispersién de y variacion de tamanos, sin embargo a una velocidad de
0.1 mL/h se distinguié un menor didmetro y la reduccién irregular de los espacios vacios entre las fibras
colectadas. Mientras tanto, en el andlisis del voltaje aplicado se encontrd, que el didmetro de las fibras
disminuye si se incrementa el valor del voltaje, obteniendo en voltajes menores la presencia de estructuras
tipo conos alargados. Algo similar sucede con la distancia entre aguja y colector, que a mayores distancias
se presenta una disminucion en el didmetro de las fibras.

El analisis que se llevd a cabo en los pardmetros del proceso de Electrohilado, condujo a fabricar estruc-
turas tipo andamios tridimensionales compuestos de PLA y NTCMP, a pesar de la constante obstruccion
debido a la concentracién de los NTCMP, se obtuvieron andamios de manera exitosa, con tonalidad os-
cura y cierto grado de rigidez. A estos andamios se les realizd caracterizaciones por medio de las técnicas
estdndares de polimeros, que ayudaron a obtener propiedades de interés y determinar posibles cambios
estructurales, propiedades térmicas y de morfologia superficial, en las estructuras tridimensionales.

En Microscopia MEB se observé que a concentraciones de 0.5% y 1% de NTCMP, los andamios presen-
taron gran variacién en el tamano y didmetro de las fibras, ademas de algunos ensanchamientos distri-
buidos en toda el drea de coleccién, pero con un poco de uniformidad a lo largo de su longitud. Con las
concentraciones de 2% y 3% se observaron deformaciones en las fibras perdiendo uniformidad y perci-
biendo doblamientos formando espirales entre ellas mismas. Mientras tanto, con la concentracion a 4 % de
NTCMP, se observé una morfologia con presencia de grumos en toda la superficie, en algunos casos ciertas
fibras tienden a adquirir una estructura en forma de espiral; su diametro promedio en estas fibras fue
de (5,400 £ 1,207) nm, el cual se relacioné con la unién de los NTCMP con polimero, encontrando gran
cantidad de NTCMP en forma de cimulos, sobre la superficie de algunas fibras. Adicionalmente MEB

115



116 CAPITULO 3. RESULTADOS Y DISCUSION

permitié evidenciar que cierta cantidad de NTCMP se encuentran embebidos en la matriz polimérica de
PLA, formando una estructura de tipo cable. Para testificar que realmente se trataban de NTCMP, se
midié el didmetro promedio y se encontré que su valor promedio es de (140 £+ 8) nm, encontrandose en
el rango del didmetro de los NTCMP empleados, porque se deducen que es correcta la evidencia. Por lo
tanto, la hipdtesis planteada inicialmente, sobre el empaquetamiento de NTCMP dentro de las fibras de
polimero, fue acertada, sin embargo se tienen también nanomateriales en la superficie de los filamentos,
debido a la forma de fabricacién con la técnica de Electrohilado convencional.

Los resultados obtenidos mediante el analisis de Espectroscopia FTIR-ATR, en cuanto a la composicion
quimica de los andamios de PLA-NTCMP; confirman la presencia del polimero PLA sobre los andamios,
mostrando bandas representativas del mismo, sin embargo no se encontré cambios significativos en la
posicién de estas, solo se destaca un incremento en la banda asociada al estiramiento de los grupos car-
boxilicos (C' = O); este comportamiento se debe a la purificacién de los NTCMP, con 4cidos concentrados
que provocan el rompimiento de enlaces que dan lugar a la formacién de este tipo de grupos funcionales,
y que ademds sugieren la existencia de interacciones fisicas entre los grupos terminales del PLA y los
grupos presentes en los NTCMP. Por otro lado, las bandas que se encuentran relacionadas con los grupos
hidroxilos presentes en la superficie del carbdn, se observan con mayor intensidad a una concentracién de
3% de NTCMP, mientras que en los demés andamios su intensidad es muy baja.

El andlisis estructural por Espectroscopia Raman mostré que al adicionar los NTCMP, a una concen-
tracion del 4 %, se logré visualizar la presencia de sefiales Raman representativas del PLA, apreciando la
banda principal de dicho polimero que indica su parte cristalina, y sus modos de deformacion indicando
la parte amorfa del PLA semicristalino. Ademads en estos andamios de PLA-NTCMP también se encontré
las tres bandas principales asociadas a los NTCMP, las cuales proporcionan de manera general que los
nanomateriales empleados contienen una cantidad pequena de impurezas y poseen miultiples paredes. Sin
embargo, se observd que la presencia de estas senales es débil, lo que se atribuye la influencia de la linea
Raman asignada al polimero PLA, ya que es mayor la cantidad de concentracién de polimero que de
NTCMP. Estos resultados pueden ser significado de interacciones fisicas y cambios en el entorno quimico
de los enlaces de PLA, corroborando los resultados de Rayos X.

Por DRX se logré apreciar nuevamente la parte semicristalina del polimero en los andamios de PLA-
NTCMP, que confirma la estructura pseudo-ortorrémbica adoptada por las porciones cristalinas del PLA,
aunque predomine la parte amorfa. Este resultado sugiere que la estructura resultante de la interaccion
entre el PLA y los NTCMP, corresponde a una estructura simétrica con menos ramificaciones que pueden
ser incorporadas dentro de la red cristalina. Ademds se encontré la presencia de los picos caracteristicos
del grafito ubicados en 44° y 58.5°, indicando que los nanotubos empleados poseen una pared multiple.
Cabe senalar que en el andamio de PLA-NTCMP a una concentracién de 0.5 %, se observé un despla-
zamiento negativo en las senales caracteristicas del grafito, dicho resultado sugiere que las interacciones
intermoleculares entre el PLA y NTCMP, provocan mayor desorden molecular debido a la fuerte interac-
cién del polimero.

Las propiedades térmicas obtenidas por CDB, se analizaron en las tres etapas del ciclo empleado. En
el primer calentamiento se obtuvo que en los andamios con 0.5% y 1% se presenté una T, mayor que en
el andamio de PLA, mientras que en los deméas andamios no se encontraron cambios significativos refe-
rentes a esta temperatura. En la etapa de enfriamiento los andamios con 0.5-3 % de NTCMP, nuevamente
presentaron una 7, menor a la del PLA, indicando que la incorporacién de NTCM facilité la formacion
de zonas cristalinas, necesitando una menor temperatura para llevar a cabo el proceso. En esta misma
etapa, pero con el andamio a 4 % la T, fue cercana a la del polimero PLA, indicando que pricticamente los
NTCMP saturan a las fibras y se comportan como si sélo el material fuera PLA. Por dltimo en el segundo
calentamiento, los termogramas con 0.5-3 % presentaron doble T una que es relacionada con el polimero
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PLA y otra que presenta un desplazamiento negativo ~3 °C, este comportamiento con doble senial de
fusién se atribuye a la existencia de dos tipos de fases cristalinas que producen puntos de nucleacién en la
muestra. Caso contrario con el termograma a 4 %, se verificé que la tnica Ty que se observé corresponde
a la del polimero PLA.

En la medicién de las propiedades mecanicas se obtuvo un incremento con respecto al médulo de Young
en los andamios al 0.5-3 %, ésto gracias a las excelentes propiedades mecédnicas que poseen los NTCMP.
Sin embargo con la adicién al 4 % el comportamiento no fue el mismo, presentando una disminucién en
su modulo de Young, debido al proceso de filtracion al cual se somete la solucién polimérica antes de
ser electrohilada, donde se perdia parte de la concentracion, llegando a un porcentaje menor, a pesar
de ello presenta un aumento en esta propiedad con la incorporacién de NTCMP en comparacién con el
andamio de PLA. Con respecto a los anélisis de cedencia en los andamios, se observé que el andamio con
3% presento el mayor punto de fluencia a 2.75 MPa con la menor deformacién a 0.037, en cambio con el
andamio al 0.5% se mostré el punto més bajo de cedencia, e incluso fue una medicién inferior a la que
presento el andamio de PLA. Por udltimo en los resultados del maximo esfuerzo, la muestra que registro
una mayor tensién de rotura nuevamente fue con la concentracién al 3% de NTCMP, y quien presento
un valor menor fue el andamio al 1% de NTCMP. De manera general, se deduce que el andamio con
3% de NTCMP presenté mejores resultados, observdndose un mayor valor en las propiedades mecédnicas
analizadas, en comparacion con el andamio de PLA, por lo tanto al incorporar los NTCMP a las fibras
de PLA, se logré obtener un mejor comportamiento mecanico.

En el andlisis de las propiedades eléctricas, se encontré que los NTCMP tienen una resistencia de (6.643
+ 0.006) MQ y una conductividad eléctrica de (231.7 4+ 12.1)x107! Sem~!. Ademéds en el andamio
de PLA-NTCMP con una concentracién de 0.5 % se consideré que el polimero contenido en las fibras,
alteraba el resultado de los NTCMP, ya que éstos posiblemente se encontraban tan dispersos, que no
lograban tener una buena aportacién para conducir cierta resistencia eléctrica. En el caso de las muestras
al 1-3 %, se encontré que conforme se aumenta la concentracién de NTCMP, se presenta un incremento
en la conductividad eléctrica, obteniendo uno de los valores més altos de (54.9 + 0.005)x107*! Sem~!
para el andamio con 3% de NTCMP. Sin embargo en la muestra con la adicién al 4 %, se logré apreciar
una disminucién del 53 % en su conductividad, en comparacién con el andamio de 3 %, dicha disminu-
cién se asocid al proceso de filtracién donde se perdié cierto porcentaje de concentracion. Por lo tanto,
nuevamente se presenté mejores resultados en el andamio al 3 %, en el cual se observé la mayor conducti-
vidad eléctrica, en comparacién con el andlisis para los andamios de PLA-NTCMP. Estos resultados son
favorables y comprueban que gracias a la incorporaciéon de NTCMP se mejoran las propiedades eléctricas
en las fibras, volviéndolas materiales conductores, propiedad que as hace candidatas a grandes aplicaciones.

En los resultados con respecto al cultivo celular in vitro NG108-15, se logré apreciar que a las 48 ho-
ras de sembrar el cultivo, las células comenzaron a desarrollar procesos dendriticos en ambas cajas Petri.
A los 3 dias, se observé células nerviosas con morfologia mejor definida y la presencia de un ligero aumento
en su tamano, y a los 5 dias de cultivo, se continué con un crecimiento favorable, presentando células ner-
viosas con alargamiento en sus axones, detalles de los nicleos celulares y terminales neuronales. Ademds
se comprobd que en ambos pases empleados (26 y 27), las células proliferaron de manera satisfactoria en
una semana, cubriendo la superficie de ambas cajas en un 80 %, con lo que se logré dejar una reserva
celular de 9 crio viales para experimentos futuros. Por lo tanto, gracias a estos resultados se obtuvo que
la linea celular NG108-15 no presento ningin tipo de contaminacién, promoviendo de manera correcta la
proliferacién celular sobre las cajas de cultivo.

El sembrado en los andamios electrohilados, no se observé contaminacién alguna en el medio de cul-
tivo. Como avances preliminares en la evaluaciéon de cultivos celulares, se obtuvd que en las pruebas de
viabilidad celular; el andamio de PLA present6 una pequena cantidad de células viables y aisladas, mien-



118 CAPITULO 3. RESULTADOS Y DISCUSION

tras que en el andamio de PLA-NTCMP, las células viables presentan una concentracién mayor y forman
agregados para su proliferacién, a pesar de que éstas enmascararon un poco la fluorescencia de las células
muertas.

Finalmente se concluye, en base a material caracterizado que la incorporaciéon de una concentracién del
3% de NTCMP en las fibras de PLA, se obtiene un andamio ideal que mejora las propiedades mecénicas
y eléctricas de las fibras. Ademés con la adicién de estos nanomateriales, se presentan interacciones en
los enlaces quimicos, que ayudan a identificar la presencia de ambos materiales, e incluso se logré encon-
trar a los NTCMP embebidos en las fibras de PLA, electrohiladas convencionalmente. Como perspectiva
hacia un proyecto a futuro se elegiria trabajar con el andamio de PLA-NTCMP a una concentracién del
3%, para un cultivo primario de cardiomiocitos, obtenido experimentalmente de la extraccién celular del
ventriculo izquierdo, para la fabricaciéon de un parche cardiaco.



Apéndice A. Asepsia y preparacion del
material para cultivos celulares.

Asepsia del cuarto de cultivo

Lo primordial en la asepsia del cuarto de cultivo, es que debe estar libre de entradas de polvo/aire,
y tener un sistema de luz ultravioleta para eliminar bacterias. Previo a realizar cualquier actividad de
cultivo, es de suma importancia limpiar perfectamente techo, paredes, piso, ventanas, puerta, mobiliario
y equipo existente; ésto también se debe hacer cuando se haya terminado de realizar la actividad. En este
caso la limpieza se realiza de la siguiente forma:

1. Con un trapo o gasa limpios y dextran.
2. Con un trapo o gasa limpios y benzal.

3. Con un trapo o gasa limpios y alcohol al 70 %.

Una vez limpio el cuarto, se realizan pruebas de esterilidad para comprobar que el ambiente esté libre
de bacterias. Por lo tanto, se vierte una cierta cantidad de medio de cultivo en tubos de centrifugacién
y se dejan ligeramente abiertos de 24-48 hrs. en los lugares estratégicos donde el material celular estara
en contacto (en la campana de flujo laminar, incubadora de CO3, gaveta de almacenamiento del material
estéril y area de almacenamiento de soluciones. Si al termino de ese periodo de tiempo, el medio en el
interior de los tubos se observa turbio “el cuarto no cumple con las condiciones de asepsia necesarias”,
si por el contrario el medio permanece como cuando se deposité “el cuarto cuenta con las condiciones de
asepsia requeridas”.

Lavado y esterilizaciéon del material.

Al utilizar el material por primera ocasién es necesario lavarlo muy bien con estropajo, jabén y agua.
Después se deben seguir los siguientes pasos:

1. Sumergir el material en una solucién de hipoclorito de sodio al 10 % durante 24 hrs.

2. Sacar y enjuagar el material en 10 ocasiones con agua corriente, tallando con un estropajo exclusivo
para lavado del material.

3. Sumergir el material en una solucién de HCI al 5% por 24 hrs.
4. Sacar y enjuagar el material en 10 ocasiones con agua corriente.
5. Sumergir el material en agua destilada/bidestilada por 24 hrs.

6. Sacar y enjuagar el material con agua desionizada.
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7. Dejar secar el material sobre una superficie limpia por 24 hrs., o bien secar en horno por 1 hora a
una temperatura de 100 °C.

En cuanto a la esterilizacion, una vez completamente seco el material, se cubre con papel aluminio la boca
de frascos, matraces, probetas, entre otros; después se cubre con papel Kraft y se asegura el papel con
ligas de hule, en un area visible se adhiere un pedazo de cinta testigo para comprobar la esterilizacion del
material. En el caso de las pipetas, es necesario colocar un pequeno tapén de algodén de aproximadamente
de 1.5 cm de profundidad, después se introducen en un contenedor de pipetas que tenga en el fondo una
gasa con algodén para proteger las puntas de éstas. Finalmente se introduce el material en una bolsa de
plastico, se cierra y se introducen en un esterilizador de vapor.



Apéndice B. Cultivo celular in vitro

Preparacion de Medio D-MEM con alta Glucosa y Glutamina
(No. Catalogo:12100-046)

= Dulbecco, Diffco.

1.
2.

Preparacién de 1 L de Medio DMEM a partir del polvo contenido en un sobre.

Adicionar aproximadamente 200 mL de agua miliQQ estéril en un vaso de precipitado estéril
de 2 L. Vaciar el contenido del sobre, enjuagandolo con agua miliQ estéril. Disolver el polvo
suavemente con ayuda de un agitador magnético sobre una parrilla de agitacién magnética,
adicionando 500 mL més de agua miliQ estéril.

3. Agregar 3.7 g de NaHCOj3 y solubilizar.
4. Ajustar el pH a 7.2 con HCI (1 M). Aproximadamente se utilizan 3 mL.

5. Aforar a un 1 L con agua miliQ) estéril en un matraz aforado y posteriormente transferir a un

vaso.

6. Adicionar 25.6 mL de HEPES estéril 1 M (pH 7.4).

7. Para esterilizar utilizar un filtro de campana desechable con membrana de 0.22 pm (MILLI-

8.

PORE, No. SCGPUO5RE), enchufar el tubo de vacio a la boquilla del filtro. Pasar el contenido
del vaso por el filtro.

Etiquetar el frasco con el tipo de medio, fecha y la persona que realizé la preparacién.

= Preparacién de HEPES 1 M.

1.

Pesar la cantidad requerida de HEPES en una béscula de precisién, de acuerdo con la cantidad
de solucién que se quiera preparar. En este caso se utilizé 23.83 g de HEPES en polvo para
preparar 100 mL de solucién de HEPES 1 M.

Disolver el HEPES en un vaso de precipitado de 250 mL en agua des-ionizada estéril con ayuda
de un agitador magnético en una parrilla de agitacién magnética.

3. Filtrar la solucién con ayuda de filtros para jeringas.

4. Envasar y refrigerar.

» Preparacién de Glutamina 0.2 M. (No. Cat. G-1517)

1.

Pesar la cantidad requerida de Glutamina en una béascula de precision, de acuerdo con la
cantidad de solucién que se quera preparar. Para este caso se utilizaron 7.305 g para preparar
250 mL de solucién.

Disolver la Glutamina en un vaso de precipitado de 250 mL en agua desionizada estéril con
ayuda de un agitador magnético en una parrilla de agitacion magnética.

Filtrar la solucién con ayuda de filtros para jeringas.
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4. Envasar y refrigerar.

lementacion de Medio de Cultivo para crecimiento de linea celular

NG108-15 (200mL)

1.

Sup

Agregar en un frasco estéril con tapa 182 mL de DMEM con alta Glucosa y Glutamina (No. Cat.
12100-046 Dulbecco, Diffco).

. Agregar 20 mL de Suero Bovino Fetal (FBS) (No. Cat. 16000, Gibco), homogeneizar la solucién.

. Agregar 2 mL de Anti-Anti (Antibiético-Antimicético) (No. Cat. 15240 Gibco), homogeneizar la

solucién.

. Agregar 1x de suplemento HAT (No. Cat. 21060, GIBCO 50x), homogeneizar la solucién.

. Refrigerar la solucién preparada.

lementacion de Medio de Cultivo para diferenciacién de linea celular

NG108-15 (200mL)

1.

Agregar en un frasco estéril con tapa 194 mL de DMEM con alta Glucosa y Glutamina (No. Cat.
12100-046 Dulbecco, Diffco).

. Agregar 0.5x de Hipoxantina aminopterina timidina (HAT, Gibco 50x) y homogeneizar.
. Agregar 10 mL de Suero Bovino Fetal (FBS) (No. Cat. 16000, Gibco) y homogeneizar.

. Agregar 1 M de N® O? Dimetil adenosina 3:5 monofosfato ciclico (dibutiril AMP-c;SIGMA),

homogeneizar vigorosamente.

. Refrigerar la solucién preparada.

Sembrado de linea celular NG108-15 a partir de un crio vial.

1.

Preparar las cajas de cultivo, rotuldndolas con la fecha de descongelacién, nimero de pasaje, nombre
de la linea celular.

. Substraer del tanque de crio preservacién celular la linea celular que se requiera.
. Colocar el crio vial en bafio térmico a una temperatura de 37 °C por aproximadamente 1-2 minutos.

. Retirar el crio vial, limpidndolo con un pano humedecido con Etanol al 70 % y llevarlo a la campana

de flujo laminar.

. Colocar 8 mL de medio de cultivo en un tubo de 10 mL y vaciar el contenido del crio vial y

homogeneizar.

. Llevar el tubo a la centrifuga y centrifugar a una velocidad de 1300 rpm por 5 minutos, para obtener

en el fondo el botén celular.

Decantar el contenido del tubo en un vaso de precipitados, rellenar el tubo con 5 mL de medio de
cultivo y homogeneizar.



3.4. CULTIVOS CELULARES 123

8.

9.

Tomar el contenido del tubo y transferirlo a la caja de cultivo, incubar a las condiciones de tempe-
ratura y atmésfera requeridas (37°C, 5% CO2).

Examinar el cultivo microscéopicamente después de 24 hrs. y subcultivar si es necesario.

Crio preservacion de la linea celular NG108-15.

1.

10.

Observar por medio de un microscopio invertido la confluencia celular y corroborar la ausencia de
contaminacion.

. Decantar el medio de la caja de cultivo colocandolo en un vaso de precipitados especial solo para

deshechos, teniendo lejos del lugar donde se tenga el resto de los materiales para evitar cualquier
tipo de escurrimiento y contaminacién.

Aplicar 1mlL de Tripsina a una caja de 25 e¢m?, colocarla en la incubadora por 5 minutos o hasta
que la superficie de las células se haya desprendido.

Retirar las células desprendidas y colocarlas y un tubo con tapa de 10 mL.

. Centrifugar el tubo por 5 minutos a una velocidad de 1300 rpm para obtener un botén de células

en el fondo del tubo.

Decantar el sobre nadante de los tubos en el vaso de deshechos teniendo cuidado de hacerlo en un
solo movimiento para evitar que se deshaga el boton de células que se encuentra en el fondo.

Colocar en el tubo 1.8 mL de FBS, 0.2 mL de DMSO.

Resuspender el contenido rapidamente ya que el DMSO es toxico para las células y puede llegar a
danarlas ya que este rompe la pared celular de las células.

Se coloca el contenido del tubo en un crio vial de 2 mL el cual ha sido previamente rotulado (pasaje,
fecha y linea celular), este se cubre con papel aluminio.

Se coloca por una semana en el revco en donde habrd un descenso gradual de la temperatura para
posteriormente ser llevado a una fase gaseosa o liquida de congelacién (nitrégeno liquido).

Solucién “Azul de Tripano”

1.
2.

Para preparar 10 mL de azul de tripano.
Pasar en un tubo para centrifugacién 0.02 g de azul de tripano.
Agregar 10 mL de PBS.

Disolver perfectamente la solucién.

. Filtrar y envasar protegiéndolo de la luz.

Pruebas de viabilidad: Calceina-AM y Homodimero de Etidio-1

La Calceina-AM es una molécula no fluorescente que al hidrolizarse se divide en calceina y acetoxi-
metil, es permeable a la membrana celular y en presencias de esteras (enzima que rompe enlaces esteres)
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la divisién ocurre mas rapido. Una vez dividida, la calceina es una molécula fluorescente y no permeable a
la membrana celular, se excita a 494 nm y emite a 517 nm (verde), debido a esto la Calceina-AM resulta
un buen marcador para las células viables.

Figura 3.53: Molécula de Calceina AM y Calceina.

El Homodimero de Etidio-1 es una molécula fluorescente y no permeable a la membrana celular, puede
entrecruzarse con acidos nucleicos y mejora cuarentas veces su fluorescencia, se excita a 528 nm y emite a
617 nm (rojo), al poder entrar solo en células con membrana danada resulta un buen marcador de células
no viables. Desde 1993 hasta la fecha, la Calceina y el Homodimero de Etido-1 se han usado para realizar
pruebas de viabilidad celular.[88]



Apéndice C. Extraccion celular del
tejido cardiaco, para un cultivo primario

de Cardiomiocitos (CMs)

Solucién Hank’s con seroalbtimina bovina (HBSS)

1. Para preparar un litro de solucién HBSS:

Componente Peso molecular g/L mM
CaClsy 111 0.14 1.3
KCl 74.55 0.4 5.4
KH2POy4 136.1 0.06 0.4
MgCly6H50 203.3 0.1 0.5
MgSO47H-0 246.5 0.1 0.4
NaCl 53.44 8.0 136.9
NaHCOj3 84.01 0.35 4.2
NagHPO47H20 268.1 0.09 0.3
Total de Sales 149.4
Otros

D-glucosa 180.2 1 5.5
Rojo de Fenol 354.4 0.01

HEPES, Sal Na 260.3 2.08 8.0
Seroalbimina bovina 3

Tabla 3.11: Componentes de preparacién para la solucién Hank’s.

Extraccion celular y aislamiento de Cardiomiocitos.

1. Lavar y esterilizar los instrumentos quirirgicos. (Pinza hemostética, tijeras curvas, pinzas de punta)

2. Colocar el instrumental en un frasco con alcohol 70 %, y acomodarlo en la mesa de cirugfa, adicio-
nalmente colocar un frasco con agua para el deposito del instrumental utilizado.

3. Limpiar el drea de cirugfa con alcohol al 70 %.

4. Preparar Colagenasa Tipo II al 0.05% (p/v). Se pesan 2.5 mg de colagenasa en un tubo FALCON y
se agregan 5 mL de solucién Hank’s, para diluir la concentracion. Mantener siempre en refrigeracion.
Etiquetar el tubo con el tipo de solucién, fecha y la persona que realizé la preparacién.
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19.

20.

21.

22.

CAPITULO 3. RESULTADOS Y DISCUSION

. Preparar la anestesia, con relacién 1:1 (2-2.5 unidades de Pentobarbital:2-2.5 unidades de Agua

destilada), considerando el peso y edad de la rata.

. Se aplica la anestesia a la rata, y se elimina el pelo desde el vientre hasta parte superior del torax.

Se coloca a la rata en la mesa de cirugia y se rocia con alcohol al 70 % la parte rasurada.

. Se verifica la anestesia presionando con una pinta, las patas y cola de la rata, observando cualquier

reflejo que ésta pueda presentar.

. Se realizan las incisiones adecuadas para extraer el corazon. Con un porta-agujas se toma la piel con

musculo en la parte baja del estémago de la rata. Con las tijeras curvas se cortan estos dos planos
hasta llegar a las costillas, de tal manera que permita el corte también de éstas. Se levanta el torax
v se detiene con el porta-agujas, para permitir el acceso al corazén.

Se aplica el método de eutanasia por medio de dislocacién cervical a la rata.

Una vez expuesto y dislocada la rata, se cortan arterias coronarias y tejidos epiteliales, de tal manera
que permitan extraer al corazén.

Inmediatamente el corazén se transfiere a un plato bacteriano con 5 mL de solucién Hank’s fria, y
realizar el primer lavado.

Se ubican las auriculas y se eliminan, exponiendo las valvulas cardiacas.
Se realiza un segundo lavado en otro plato bacteriano que contiene 5 mL de solucién Hank’s.
Se identifica la cavidad de mayor tamano (ventriculo izquierdo), y se elimina la otra cavidad.

El tejido perteneciente al ventriculo izquierdo, se disecciona en partes pequenas, y se transfiere
a viales con solucién Hank’s fria, realizindose 6 lavados maés, para continuar eliminando restos
sanguineos.

Al finalizar los lavados, el tejido se trasladd a un tercer plato bacteriano, donde se tritura con tijeras

de punta al tejido, hasta obtener porciones de ~0.5-1 mm?.

Se agrega la Colagenasa Tipo II al 0.05%, en el plato bacteriano, para la digestién enzimatica del
tejido.

Se transfiere la soluciéon con material celular a un tubo Falcon estéril, y se incuba a 37 °C por un
periodo total de 10 minutos.

La solucién celular se recupera y se filtra (filtro Corning 70 pm), y se coloca en dos tubos FALCON
estériles, adicionando 5 mL de solucién Hank’s fria para inactivar la colagenasa.

Ambos tubos se centrifugan a 2000 rpm por 10 minutos.

Se elimina el sobrenadante de ambos tubos y el boton celular se resuspende con solucién Hank’s.

Procedimiento para la extraccién del tejido cardiaco.

Un cultivo primario se refiere a la obtencién del material celular directamente de un tejido.[8] En este
proyecto de investigacion, el material celular se obtuvo de 5 Ratas Winstar de 2 meses de edad, propor-
cionadas por el Bioterio de la UAM-I, como la que se observa en la Figura Las células de interés en
este experimento, fueron células cardiacas del ventriculo izquierdo, mejor conocidas como “cardiomiocitos
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(CMs)”.

Figura 3.54: Rata Winstar de 2 meses de edad, empleada para el cultivo primario de células cardiacas.

Previo a la extracciéon celular del ventriculo izquierdo del animal, se preparé los instrumentos quirtirgi-
cos junto con la mesa de cirugia. Ademds se preparé la Colagenasa Tipo II al 0.05% (p/v), con 2.5 mg
de enzima y 5 mL de Solucién Hank’s, debido a su composicién, siempre se procuré mantener refrigerada
a esta enzima. Una vez preparada la enzima, se pasé a anestesiar a la rata con Pentobarbital: Agua desti-
lada (1:1), la anestesia se suministré intraperitoneal (ver Figura ), dando un periodo de reposo para
observar los efectos de ésta, y enseguida rasurar desde la parte toracica hasta el vientre, de tal forma que
el pelaje de la rata se elimine casi por completo, para evitar cualquier contaminacién, el procedimiento
se muestra mas detallado en el Apéndice C.

(a) (b)

Figura 3.55: a)Administracién de la anestesia via intraperitoneal.[d] b)Colocacién de la especie animal, en la mesa de

cirugia para dar inicio a la extraccion celular.

Posteriormente la rata se colocé en la mesa quirtirgica, esparcir alcohol al 70 % sobre la parte rasu-
rada (ver Figura [3.55b), para dar inicio a la cirugia, cuyo procedimiento fue el siguiente: Mediante la
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pinza y la tijera se ubica la zona bajo la parrilla costal y se procede a hacer una incisién transversal, de
preferencia considerando los planos cutdneos y muscular (ver Figura ) Enseguida se debe palparse
el inicio de la parrilla costal en el torax de la rata, y al mismo tiempo ubicar la linea axilar anterior,
una vez encontradas estas referencias, se procede a introducir la tijera bajo las costillas y se comienza a
realizar una incisién en direccién ascendente, como se puede observar en el esquema de la Figura [3.56p,
esta incision se hace en ambos lados, en forma rapida para evitar que la rata muera por colapso pulmonar.

()

Figura 3.56: a)Realizacién de la incisién transversal, considerando los planos cutdneos y muscular. b)Incisién en costillas
(en ambos lados) para exponer los érganos intratordcicos. ¢)Ubicacién de la vena cava superior, aorta y venas pulmonares,

para realizar un corte fino en los vasos, y extraer el corazén.[9]

Una vez realizadas las anteriores incisiones correspondientes, se eleva la parrilla costal exponiendo los
organos intratoracicos, ésto conlleva un colapso pulmonar debido a que las presiones externas e internas se
igualan, lo que provocard la muerte de la rata, en algunos casos es necesario realizar la dislocacién cervical
de la rata para provocar su muerte, y evitar el constante flujo sanguineo. Por tltimo para la extraccién
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del corazén, se ubican la vena cava superior, la aorta y venas pulmonares, y se introduce la tijera dejando
una de las hojas debajo de los vasos y la otra sobre éstos para poder realizar un corte fino y preciso, (ver

Figura )-[9]

Después de extraer el corazén, se deposité en una caja Petri que contenia 10 mL de solucién Hank’s,
lo que permitia apreciar la funcién autémata de este 6rgano. Enseguida se realizaron cortes en condi-
ciones de esterilidad, eliminando auriculas y ventriculo derecho, hasta obtener solamente la parte del
ventriculo izquierdo. Posteriormente se realizaron 6 cambios/lavados a ésta parte del tejido en crio viales
con solucién Hank’s. Una vez lavado el tejido, se transfirié a un vaso de precipitado con 2 mL de solu-
cién Hank’s, de tal manera que permita triturar a dicho tejido, hasta obtener un tejido diseccionado en
pequenas porciones milimétricas. Enseguida se agregé la Colagenasa preparada y nuevamente se volvid
a triturar, para ser vaciada la solucién en un tubo FALCON;, agregando 10 mL de Solucién Hank’s (ver
Apéndice C). La solucién Hank’s ademés de limpiar el tejido, es un medio que contiene los nutrientes
adecuados para que el material celular se mantenga vivo por hasta 4 horas, mientras que la Colagenasa
es una enzima que ayuda a disgregar el material celular.[§]

El tubo FALCON que contiene la soluciéon con el material celular, se introduce en bano térmico a 37
°C por 5 minutos, para terminar la digestiéon con la Colagenasa. Finalmente se divide la solucién obteni-
da, en dos tubos y se completa a 15 mL con solucién Hank’s, para ser centrifugados a 2000 rpm durante 10
minutos. A continuacién, se removié el sobrenadante,y se agregaron 5 mL de solucién Hank’s para diluir
la concentraciéon de la enzima. Con el proceso descrito, se consiguié la suspensién de material celular
cardiaco para ser observado mediante un microscopio 6ptico.

Resultados preliminares para un cultivo primario de cardiomiocitos
“CMs”

Para la extracciéon celular del tejido cardiaco se utilizaron 5 ratas Winstar con aproximadamente 2 meses
de edad. Previo al comienzo del proceso quirirgico, fue necesario aislar a cada especie de las demas, para
evitar estrés y nerviosismo en las otras ratas; por lo tanto se colocé a cada rata en un contenedor para
poder aplicar la anestesia, en la Figura se presentan dos de las ratas empleadas para estos ensayos
experimentales.

Figura 3.57: Ratas Winstar empleadas en el proceso quirtirgico para la extraccién celular del tejido cardiaco.

Posteriormente se prepar6 el instrumental quirtrgico en la mesa de cirugia y se aplicé la anestesia
en la rata; una vez que se observaron los efectos de ésta en la especie animal, inmediatamente se rasurd
teniendo cuidado de no hacer lesién més alla de la piel (ver Figura ), en cada momento se procurd
de revisar el pulso cardiaco de la rata, por cualquier desorden respiratorio debido a la anestesia. Cabe
resaltar que en los dos primeros ensayos experimentales, al momento de estar rasurando a las ratas y
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posteriormente entraron en paro respiratorio, a pesar de realizar reanimaciones en los animales, estos
fallecieron al poco tiempo (antes de iniciar la cirugia).

Debido a que las células de interés en este cultivo primario son las cardiacas, se necesita extraer el corazén
y enfocarse en la parte del ventriculo izquierdo, para la obtencion de los cardiomiocitos, por lo que el
procedimiento quirtirgico debe ser lo mas rapido posible. De esta manera, se colocé a la rata en la mesa
de cirugia, rociando alcohol en la parte rasurada como se puede apreciar en la Figura|3.58b. Cabe resaltar
que es muy importante revisar de manera correcta que la rata se encuentre bajo los efectos de la anestesia,
para evitar que el animal se despierte en medio de la cirugia o incluso se presenten otros tipos de percan-
ces. En los cinco ensayos experimentales realizados, una de las ratas fue resistente a la anestesia y tardo
mas tiempo en dormirse, sin embargo al momento de rasurarla, presento reflejos en patas y ojos, y cuan-
do se colocé en la mesa de cirugia la rata se movié bruscamente provocando su desplazamiento en la mesa.

(a) (b)

Figura 3.58: Preparacién para el proceso quirtirgico de extraccién celular. a)Una vez anestesiada la rata, se rasuré desde
la parte baja del estémago hasta el térax, evitando realizar lesiones més alld de la piel. b)Preparaciéon del instrumental

quirurgico y colocacién de la rata en la mesa de cirugia.

En el procedimiento quirturgico, al realizar las incisiones considerando los planos cutdneo y muscular,
se tuvo bastante cuidado de introducir el mismo lado de la tijera, para evitar meter algin contaminante
(pelos del animal) hacia los 6rganos. En los dos primeros ensayos experimentales, la problematica anterior
surgié a causa de no tomar adecuadamente el instrumental quirtirgico.

Una vez realizadas las incisiones laterales, se procedié a cortar costillas y levantar térax con unas pinzas
hemostaticas de tal manera que ayudara a sostener el tejido epitelial, como se puede observar en la Figura
B-5%h. En todo el proceso quirtirgico se estuvo revisando constantemente el pulso cardfaco del animal, y
a pesar de que la cirugia debe ser de forma rapida para evitar la muerte por colapso pulmonar, en los
ensayos el tiempo que tomaba la cirugia era aproximadamente de 10 minutos, sin embargo ninguna rata
fallecié en medio de la cirugia sélo un espécimen presenté alteracién cardiaca (taquicardia).

Posterior al corte de costillas, se procedié a dislocar a la rata para cortar el flujo sanguineo, este método
de eutanasia se basa en separar la médula espinal desde el cerebro, provocando una muerte réapida, cabe
senialar que dicho método solo fue practicado en tres ratas, debido a que dos fallecieron después de apli-
car la anestesia. El ultimo paso para la extraccién del corazén, fue cuando se realizé el corte de tejidos
epiteliales y arterias coronarias de manera que permitieran la extraccién del érgano, inmediatamente se
realizan lavados con solucién Hank’s dentro de una caja Petri, para tener mejor visiéon de la morfologia



3.4. CULTIVOS CELULARES 131

del corazén, en todos los ensayos se observo que después de extraer el érgano, éste aun presentaba con-
tracciones (ver Figura [3.59b).

(a) (b)

Figura 3.59: Procedimiento quirtrgico para la extraccién del corazén. a)Una vez realizadas las incisiones laterales, conside-
rando los planos cutaneo y muscular, se cortan las costillas, de tal manera que permita levantar el térax, sujetando el tejido
epitelial con una pinza hemostética. b)Posterior a la extraccién del corazén, se realizan lavados para eliminar los residuos
sanguineos, en esta parte se sigue percibiendo la relajacién (imagen superior) y la contraccién (imagen inferior) del érgano

cardiaco.

Una vez que se extrajo el corazén de la rata y realizaron los lavados adecuados, se observé dicho
6rgano, para identificar el ventriculo izquierdo, que es el tejido de interés, para dicha seleccién primero
se cort6 las auriculas como se observa en la Figura[3.60p, y nuevamente se realiz6 un lavado con solucién
Hank’s de tal manera que permitiera la observacién de las vélvulas cardiacas (ver Figura ) e iden-
tificar la cavidad mas grande de los ventriculos, la cual corresponde al izquierdo, por lo tanto se eliminé
también el ventriculo derecho. Después de seleccionar solamente el ventriculo izquierdo, se disecciond
en varios tejidos pequenos y posteriormente se realizé seis lavados en viales (ver Figura ), como lo
marca el protocolo, cabe resaltar que la porcién de tejido cardiaco depende de la especie, en los 5 ensayos
experimentales siempre se obtuvo distintas porciones correspondientes al ventriculo izquierdo.

Finalmente se trituré el tejido diseccionado, hasta que se obtuvieron fragmentos milimétricos, inme-
diatamente se agregd la Colagenasa preparada, y dicha solucidon de material celular se vacié en un tubo
para centrifugar y se introdujo en un bano térmico a 37°C por 5 minutos, para terminar la digestiéon del
tejido. Una vez que transcurrio el tiempo de la digestién, la solucién con material celular se dividié en dos
tubos como se observa en Figura [3.61h, para ser centrifugados a 2000 rpm durante 10 minutos. Ya que
se obtuvo el botdon celular con la centrifugadora, se retir6 el sobrenadante y se agregd solucion Hank’s, y
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con ayuda de una ligera agitacion se vacié una cantidad de material celular en una caja Petri (ver Figura
3.61b), la cual se observé mediante un microscopio éptico. Cabe resaltar que el protocolo senala que el
material celular debe ser filtrado, sin embargo en los cinco ensayos experimentales, nunca se filtraron las
células, a pesar de ello los resultados fueron favorables.

(a) (b) (c)

Figura 3.60: Obtencién del tejido cardfaco ubicado en el ventriculo izquierdo. a)Para la seleccién del tejido de interés, se
eliminan las auriculas. b)Se realizé lavados para exponer las vdlvulas cardiacas e identificar la cavidad mayor, que corresponde
al ventriculo deseado. ¢)Finalmente se diseccioné el tejido en varios pedazos y se realizé seis lavados en viales que contenian

solucién Hank’s.

(a) (b)

Figura 3.61: Obtencién del material celular. a)Después de la trituracién y digestién de las células con la Colagenasa,
la solucién con material celular se dividié en dos tubos para ser centrifugados. b)Posterior a la centrifugacién se retiré el
sobrenadante y se agregd solucion Hank’s provocando una ligera agitacién, enseguida se vacio una cantidad de material

celular en una caja Petri para observar los resultados obtenidos.

En la observacion del material celular; en los dos primeros ensayos experimentales no se logré apreciar
células con la morfologia de cardiomiocitos, probablemente a causa de una incorrecta trituracién y un
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tiempo mayor en la cirugia, ya que en estas practicas no se presentd contraccion después de la extraccion,
y ademas las porciones de tejido quedaban con un mayor volumen, lo que no permitian la observacién de
alguna célula cardiaca.

(a) (b)

()

Figura 3.62: Observacién de obtencién de células cardiacas (Cardiomiocitos). a)Resultados del tercer ensayo experimental;
la célula estriada observada dentro del recuadro amarillo, asemeja mas su morfologia con las células cardiacas, las células
estriadas senialadas con flechas amarillas, presentan dafo severo en su membrana celular, posiblemente al incorrecto manejo
en su digestién. b)Resultados del cuarto ensayo experimental; se continué observando células estriadas con dafio en su
membrana celular, sin embargo gracias a los cuidados que se hicieron al momento de la extraccién celular, se encontré una
célula alargada y sin dafio en su membrana, presentando una morfologia mas parecida a la de un cardiomiocito. c)Resultados
del tultimo ensayo experimental; al mejorar el tiempo en el proceso quirtirgico y digestion, se observé células estriadas sin
dafio en su membrana, conservando una estructura mejor definida, ademas al centro de la imagen se logré apreciar una célula

presentando la misma morfologia de un cardiomiocito (imagen confocal del recuadro), lo cual es un excelente resultado.

En la tercer practica, el tiempo en la cirugia disminuyo y ademas se trituré mas al tejido celular; el
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resultado fueron tipos celulares estriados, caracteristica primordial en las células cardiacas, sin embargo la
morfologia de estructuras rectangulares alargadas no se observéd, en la Figura se muestra el resulta-
do obtenido de la tercer préctica, donde se aprecia una célula en forma de cuadrado (recuadro amarillo),
que puede interpretarse como un cardiomiocito, ya que conserva un poco mas la morfologia a este tipo
de células, no obstante a los alrededores se perciben células con membrana celular muy danada (flechas
amarillas), lo cual se asocia a una exagerada trituracién y llegando a lastimar la membrana celular con
la digestion de la Colagenasa.

Con la anterior experiencia, se procesé la cuarta practica con més cuidado, ademds el procedimiento
quirurgico se realizdé més rapido, y en la trituracién y digestion se procurdé no danar tanto al material
celular, lo que permitié obtener mejores resultados los cuales se muestran en la Figura [3.62p, donde se
observé una célula alargada pero muy poco estriada senalada en el recuadro amarillo, ademas al igual que
en los resultados de la tercer préactica, se logré apreciar células estriadas a los alrededores pero siguieron
presentando un dano severo en su membrana celular, éstas células se encuentran senaladas en la imagen
con flechas amarillas.

Los resultados que se obtuvieron en los cuatro ensayos son buenos, sin embargo seria preferible la obten-
cién de una gran concentraciéon de células cardiacas, con caracteristicas de éstas sin presentar danos en
su membrana, por lo tanto, el quinto ensayo experimental se enfoc6 en mejorar el tiempo en la cirugia
y realizar el tiempo de la digestién de forma méds rapido para tener resultados mads concretos. Dichos
resultados se muestran en la Figura [3.62f, donde se observé que la estructura en la membrana se aprecia
mejor definida, las células que se observan estriadas, conservan una forma cuadrada, ademas al centro de
la imagen se encuentra una estructura estriada y en forma rectangular alargada, similar a la estructura
celular que se encuentran en la parte inferior de la imagen (observada con microscopia confocal), indi-
cando exactamente la morfologia de una célula cardiaca, mejor conocida como cardiomiocito. Sin duda la
practica para la extraccion celular de algin 6rgano, ayuda a mejorar los resultados, como fue en el quinto
ensayo, en el que se encontrd excelentes resultados, a pesar de la minima cantidad de células relacionadas
con cardiomiocitos.
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