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RESUMEN

Las enfermedades cardiovasculares (ECV) constituyen un problema creciente en el
mundo, con 523 millones de personas afectadas por esta enfermedad prevenible en
el afio 2019. El numero de muertes se incremento de 12.1 millones en 1990 a 18.6
millones de personas en el afio 2019. El nimero de personas discapacitadas por
ECV ha aumentado de 17.7 millones a 34.4 millones de 1991 a 2019. Se incluye los
pacientes con insuficiencia cardiaca cronica post infarto del miocardio que pasaron
de un 4% en los afios de 1992 a 1996 a un 13% entre los afios 2001 a 2011. Uno
de los avances mas promisorios en investigacion, es la utilizacion de biomateriales
(andamios) que sirvan como soporte a células musculares estriadas para que
puedan ejercer sus funciones de recuperacion de la matriz extracelular (MEC) que
ha sido destruida por alguna enfermedad o lesién y que estos andamios no
produzcan respuesta inmune. Un componente fundamental es la creacion de
biomateriales que puedan mejorar la salud y la calidad de vida. Estos biomateriales
deben tener propiedades de biocompatibilidad con el organismo humano (no
generar rechazo), no ser citotdxicos, y ademas presentar una buena elasticidad,
flexibilidad y resistencia mecanica. También deben garantizar la posibilidad de
crecimiento celular en ellos. El desarrollo de estos nuevos materiales, tales como
bloques porosos, especificamente andamios fabricados de policaprolactona (PCL),
aportaran posibilidades de solucién a problemas reconstructivos mediante su

implante en el organismo.

En esta tesis se sintetizO PCL de alto peso molecular, el cual tuvo propiedades
similares a la PCL comercial. Se logro la funcionalizacion de las PCL comercial y
sintética con los nanotubos de carbono de pared multiple (MWCNT), resultando en
materiales compuestos y membranas cuyo acoplamiento quimico fue verificado
mediante RAMAN. Los acoplamientos mas adecuados fueron al 1%, 3% y 5% de
MWCNT respecto a la PCL. En general, las durezas encontradas para los andamios
mediante nanoindentacion fueron muy elevadas (10-12 GPa), significando que son
estables al momento de ser implantados. El andamio de PCL«c)/MWCNT 5%, fue el
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mas flexible y menos resistente. En las fracturas, los andamios presentaron hilos,
posiblemente porque los MWCNT actuaron como refuerzo ante una posible ruptura.
Ademas, este PCL«c/MWCNT 5% tuvo una porosidad con tamafio de poro e
interconectividad adecuada para el anclaje de las células musculares, ademas
presentd una conductividad también adecuada para la posible recomposicion del
tejido. Es mas, el mencionado andamio tuvo baja citotoxicidad, con una viabilidad
celular de 90% aunque todos los andamios mostraron viabilidad hasta por 15 dias
de haber implantado las células diferenciadas. En suma, en este trabajo se
desarrollaron andamios flexibles de PCL/MWCNT que permitieron servir como
soporte a células de musculo estriado, comprobando su respuesta mecanica y
eléctrica, y con una flexibilidad, elasticidad similar al tejido circundante. Finalmente,
en la implantacion de los andamios en musculo Extensor Digitorum Longus EDL de
biomodelos murinos se evidenci6 integracion al tejido sin respuesta inflamatoria
después de 10 dias; en las pruebas de contraccion muscular los andamios
PCL«c/MWCNT 5% con células diferenciadas a cardiomiocitos (CM) mostraron una
fuerza de contraccion muscular superior a la fuerza de contraccion natural en un
11.15% y de 21.16% con respecto a la fuerza de contraccion del musculo
electrofulgurado. Por lo anterior, se considera que existe una posibilidad importante
de pasar hacia una etapa subsecuente para poner a prueba los andamios aqui

desarrollados en biomodelos porcinos y escalarlo a seres humanos.

Palabras clave: Policaprolactona, Nanotubos de carbono de pared multiple, andamio
Fuerza de contraccion muscular


Palabras clave: Policaprolactona, Nanotubos de carbono de pared múltiple, andamio
Fuerza de contracción muscular
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1. INTRODUCCION

El cuerpo humano tiene dos tipos de musculos estriados: el musculo esquelético y
el musculo cardiaco. Este ultimo, el muasculo estriado cardiaco puede ser
categorizado dependiendo de su fenotipo como altamente oxidativo/tipo Il o como
bajamente oxidativo/tipo | (Shadrin et al., 2016). Estos tejidos pueden ser debilitados
o daflados como producto del envejecimiento, la actividad fisica, accidentes o
pérdidas, ademas de ser susceptibles a eventos isquémicos. Las células muertas
no suelen ser capaces de regenerarse nuevamente para el caso del musculo
estriado cardiaco, para el caso del musculo estriado esquelético existen células
como los fibroblastos que reparan la zona dafiada con la produccién de cicatrices
que no poseen propiedades contractiles. El proceso de cicatrizacibn es un
mecanismo que depende de la inflamacion inicial que ocurre en el tejido lesionado
(fase aguda). Posterior a la inflamacion inicial, al llegar las células endoteliales y
fibroblastos se genera un tejido de granulacién inicial, conllevando a una
neovascularizacion (factor de crecimiento endotelial) que estimula la proliferacion y
la actividad quimiotactica de células como fibroblastos (encargadas de generar
matriz de colageno nueva fase de inflamacion tardia) iniciando el proceso de

cicatrizacion (Porras-Reyes y Mustoe, 1992; Valencia-Basto, 2010).

El concepto que las células cardiacas no pueden regenerarse esta en revision pues
estudios recientes han demostrado la existencia de células cardiacas con capacidad
de proliferar, aunque no se sabe aun si estas células estan en el corazén o si
provienen de médula 6sea (Prosper-Cardozo et al., 2003; Bursac, 2009, Shadrin,
2016). Por otra parte, las células provenientes de la médula 6sea han mostrado una
gran habilidad de diferenciacion hacia células cardiacas o células endoteliales,
contribuyendo a la vascularizacion del corazéon. Esta regeneracién cardiaca
proveniente de este tipo de células viene acompafada por el mejoramiento de la
funcidén de eyeccion cardiaca y en consecuencia un mejoramiento de la capacidad

contractil del corazon (Neuta, 2013). Uno de los tipos de células de médula 6sea
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que ha venido ganando importancia en investigacion son las células mesenquimales
(MSC) (células madre adultas multipotentes); este tipo de células tiene la capacidad
de diferenciarse a cardiomiocitos tanto in vitro como in vivo (Ohnishi et al., 2007;
Prosper-Cardozo, et al. 2003). Su importancia reside en que, no solamente tienen
la capacidad de actuar como injerto, sino que también adquieren caracteristicas
contractiles de los cardiomiocitos y lo que es mas relevante, incrementan la funcion

cardiaca (Masumoto et al., 2014).

Existen diferentes tipos de células madre que estan siendo estudiadas por su
potencial en regeneracién cardiaca. Algunos estudios en animales sugieren que las
células madre musculares (mioblastos), células madre de médula Osea
(mesenquimales, endoteliales o hematopoyéticas) o incluso las mismas células
cardiacas, pueden contribuir in vivo a producir regeneracion cardiaca y mejorar la
contractilidad cardiaca (Prosper-Cardozo et al., 2003). Las células madre
embrionarias son un tipo de células pluripotenciales capaces de diferenciarse en
diversos tejidos completamente funcionales como células de higado, células
nerviosas, células musculares y para este caso en células cardiacas (Prosper-
Cardozo et al., 2003; Donghui et al., 2008). Pese a que estas células se han utilizado
ampliamente en investigacion, su origen, potencial inmunogénico y la posibilidad de
generar tumores in vivo ha generado muchas implicaciones éticas, por lo que en la

actualidad estan en varios paises restringidos o su uso es limitado.

En relacion con lo anterior, se estan buscando alternativas para la regeneraciéon del
tejido muscular estriado. Una de estas alternativas es el uso de biomateriales. Los
biomateriales que estan siendo utilizados en regeneracion cardiaca (o de otros
musculos estriados) deben cumplir con requisitos como: ser reabsorbibles, ser
biocompatibles con el tejido cardiaco (que no generen rechazo), reducir a la minima
expresion la hostilidad del microambiente local, perdurar el tiempo lo suficiente
como para que las células que transportan se integren al biomaterial, tener una

adecuada porosidad para que pueda haber intercambio de nutrientes, tener la
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capacidad para anclarse al tejido y actuar como reservorio natural para que las

biomoléculas interactien con las células cardiacas (Cui et al., 2016).

Los biomateriales empleados pueden ser naturales o sintéticos: los de origen
natural, mas utilizados en regeneracion cardiaca como gelatinas, colageno,
alginato, quitosano y fibrina; mientras que los sintéticos son en su mayoria ésteres
alifaticos como, acido poli L-Lactico (PLLA), acido poliglicélico (PGA), acido
poliglicélico-co-lacturo (PGLA), o la Policaprolactona (PCL), siendo éste ultimo el
polimero utilizado en la presente tesis, en conjunto con MWCNT funcionalizado (Cui
et al., 2016; Albertsson & Varma, 2003; Choi & Park, 2012). Debido a su estructura
semicristalina compuesta de enlaces éster, la PCL es susceptible a la degradacion
hidrolitica por rompimiento de estos enlaces o por degradacion enzimatica, esta
Gltima es util en la ingenieria de tejidos ya que su cinética de degradaciéon es
considerablemente menor que la de otros polimeros poliésteres por su
hidrofobicidad, lo que permite disefiar andamios mas duraderos, una mejor
adherencia, proliferacion y diferenciacion celular (Atzet et al., 2008; Anwaar-Nazeer
et al., 2019).

La superficie de los andamios antes descritos, especialmente de la PCL, debe
proporcionar sitios de anclaje celular, por lo que es necesaria la combinacién con
otros compuestos como los nanotubos de carbono que poseen excelentes
propiedades, térmicas, mecanicas, eléctricas. De gran importancia es que estos
andamios, cuando estan funcionalizados con otro tipo de materiales como los
nanotubos de carbono (MWCNT), son biocompatibles y contribuyen con la
proliferacion celular y con la diferenciacion osteogénica (Huang et al., 2019). En este
trabajo de investigacion, los nanotubos de multicapa se estan funcionalizando con
grupos amino (MWCNT-NHz). Esta combinacion no solo le brinda estabilidad, sino
gue estos grupos amino dan hidrofilicidad para que las células puedan colonizar el

andamio.
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Es necesario mencionar que una porosidad adecuada promueve la difusion de
gases, nutrientes y la vascularizacion del andamio. El control de poros es muy dificil
de lograr, pero en la actualidad hay técnicas como la impresion 3D que permiten
gue la porosidad sea controlada (Anwaar-Nazeer et al., 2019; Cui et al., 2016). La
porosidad juega un papel fundamental en el anclaje celular, ya que, si un material
contiene una porosidad adecuada con interconectividad, las células creceran,

intercambiaran nutrientes con el medio y se terminaran integrando al tejido dafado.

Aunque se han realizado numerosos estudios utilizando PCL para aplicaciones
cardiacas, a la fecha, no se han encontrado referencias especificas sobre el uso
combinado de PCL anclada quimicamente con MWCNT-NHz en el disefio de
andamios para la regeneracion muscular incluyendo la cardiaca por lo cual este

estudio es una primera aproximacion.
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2. ESTADO DEL ARTE

Desde tiempos atras la ciencia, con sus medios disponibles, ha investigado y
estudiado el infarto de miocardio (IM) y la falla cardiaca (FC) que se produce
después de este evento, siendo uno de los principales problemas de salud a nivel
mundial y que causa innumerables muertes. Por estos motivos, se han realizado
experimentos en laboratorios y ensayos clinicos, para comprender cuales son sus
causas y consecuencias con el fin de reducir el riesgo del IM y cuéles para prevenir
la FC.

Para el afio 1988 L. Julian Haywood (Haywood, 1988) realiz6 una investigacion
donde trat6 de identificar los factores (raza, sexo, sociedad) que influyen para que
una poblacién o subgrupo sea mas susceptible a presentar IM. Unos afios mas
tarde, en 1996, se empiezan los primeros estudios con medicamentos para la
reduccién del riesgo del IM en pacientes con niveles de colesterol elevado. Frank
M. Sacks y colegas (Sacks et al. 1996) utilizaron la pravastatina para este fin
demostrando que el tratamiento con este medicamento reduce los niveles de
colesterol y por tanto el riesgo de enfermedad cardiovascular. Este estudio fue
importante en cuanto a la reduccion significativa en la incidencia de eventos

coronarios en pacientes con niveles de colesterol de menos de 240 mg/dL.

En el afio 2000, la sociedad Europea de Cardiologia en conjunto con American
College of Cardiology Committee se reunieron para crear un documento de
redefinicion del IM, este documento tiene como tematicas principales, el concepto y
la definicion del IM, la presentacion clinica, deteccion de necrosis de las células
miocardicas, cirugia cardiacay las implicaciones de la evolucion del IM en pacientes
individuales. Con este documento se sentaron las bases para una mejor
comprension del IM y se abren las puertas para futuras investigaciones en esta area

del conocimiento.
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En el afio 2001 Toma y colaboradores enfocaron su investigacion en la
diferenciacion de MSC de médula 6sea de humanos y las injertaron en el ventriculo
izquierdo del miocardio de biomodelos murinos, estas células mostraron
diferenciacion a cardiomiocitos y mediante inmunohistoquimica se determiné la
presencia de cadena pesada de miosina-actina, troponina T cardiaca y fosfolamban
en cantidades comparables a los de los CM del tejido huésped, también se observé
la presencia de proteinas contractiles, confirmando la diferenciacion de éstas
células MSC a CM, abriendo la puerta hacia la diferenciacion de MSC a CM

mediante inyeccién celular.

Una de estas investigaciones involucra la utilizacién de PCL para la construccion
de andamios para la regeneracién de células del miocardio. La PCL ha sido
ampliamente sintetizada desde los afios 30, pero la comprension de esa sintesis
no se dio hasta el afio 2002 donde Storey & Sherman reportaron la cinética y el
mecanismo de la polimerizacién de la e-caprolactona (CL) utilizando como
iniciador el octoato de estafio debido a su bajo costo, baja toxicidad y alta
eficiencia. Ademas, fueron los primeros en comprobar que, si a esta polimerizaciéon
se le agrega un alcohol primario, se formaria un etdxido con el iniciador y generaria
una PCL de mayor peso molecular con mayor flexibilidad haciéndola ideal para
multiples aplicaciones. Al experimentar con varios alcoholes encontraron que la
presencia de ellos potencia las propiedades de la PCL. En ese mismo afio, Pack
et al. (2002) realizaron un estudio de las propiedades térmicas de la
copolimerizacién con octoato de estafio del acido glicélico (PGA) y la CL,
comprobando que la temperatura ideal para esta polimerizacion es de 140°C con
un tiempo de reaccién de 48 horas corroborado con varias pruebas de Calorimetria
Diferencial de Barrido (DSC), andlisis termogravimétrico (TGA) y Resonancia
Magnética Nuclear (RMN-1H). La cristalinidad de estos copolimeros fue analizada
por medio de difraccion de rayos-X (XRD), encontrando que la cristalinidad y las
propiedades térmicas de este material estan relacionadas estrechamente con la
distribucion de los monomeros en el polimero. Continuando con los estudios

realizados la época, Dong y coautores (Dong et al. 2001) fueron mas alla



Tesis Doctoral

Universidad José Pefiaranda Armbrecht 2023
del Valle

sintetizando un polimero ramificado tipo estrella de PCL/PGA/PLA a una
temperatura de 115°C e introdujeron el concepto de polimerizacion por apertura
de anillo (ROP) mediante el método de “coordinacion-insercién” el cual involucra

un anclaje selectivo del grupo acilo al monémero.

En el afio 2003 las investigaciones con PCL se vuelven aun mas relevantes.
Albertsson & Varma (2003) realizaron una revision de la Polimerizacién por
apertura de anillo ROP de lactonas para aplicaciones biomédicas, dirigiendo todas
estas investigaciones hacia este campo de la salud. Establecieron, segun sus
estudios, que los poliésteres alifaticos como PCL, PGA y PLLA sean utilizados
ampliamente como dispositivos reabsorbibles como de ortopedia, suturas, stents,
ingenieria de tejidos y en farmacologia como hidrogeles para la liberacion
contralada de farmacos. Realizaron un estudio detallado de varios tipos de
mecanismos de polimerizacion con catalizadores de los ésteres alifaticos,
destacando que el mecanismo ROP de coordinacion-inserciéon es limpio, se hace
con ausencia de solventes minimizando cualquier tipo de toxicidad que se pudiese
presentar, aunque se puede realizar con varios iniciadores. En la sintesis de L-
Lacturo con PCL mediante ROP utilizando catalizadores de zinc realizada por
Darensbourg & Karroonnirun (2010) donde se reporté que estos catalizadores son
efectivos para ROP, dando polimeros con excelentes propiedades mecanicas,
aunque advierten que estos catalizadores estan siendo probados para uso clinicos,
ya que durante la polimerizacion se requiere la utilizacién de solventes como el
benceno que pueden ser toxicos al utilizarse en regeneracion tisular. Por esta razén,
el octoato de estafio, que no requiere solventes, se deberia utilizar ya que es
estable a la temperatura éptima de 140 °C y en la tltima etapa del mecanismo de
polimerizacién se obtiene como producto principal el poliéster alifatico y como
subproducto el catalizador aumentando la eficiencia de la reaccion y produciendo
polimeros no citotoxicos. De manera simultanea, en este mismo afio, Rangappa y
colaboradores realizaron la transformaciéon de MSC adultas aisladas de tejido
graso en conejos blancos (New Zealand) a CM. En esta investigacion, ellos

confirmaron que estas MSC pueden ser transformados de manera quimica a CM,
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por lo que proponen que estas células pueden ser una fuente de células autélogas

a implantar en reparaciéon de la funcién contractil del corazén.

Ademas de las investigaciones que se hicieron para la redefinicion del IM y de la
sintesis y utilizacion del PCL, en el afio 2004, los investigadores se enfocaron en
los riesgos asociados a los IM a nivel mundial. Yusuf (2004), realiz6 un estudio de
los posibles riesgos asociados a IM en 52 paises, encontrando que hay nueve
factores de riesgos (tabaco, alcohol, predisposicién genética, estrés, entre otros),
asociados con el 90% de los casos de IM en hombres y mujeres de todas las
edades a nivel mundial. Concluye que la modificacién de estos riesgos es la mejor
prevencion que se pueda tener, para un IM prematuramente. Sin embargo, estos
estudios aun no solucionan el problema de FC, sino que se basan aun en el

entendimiento y prevencion del IM.

Volviendo a los posibles polimeros aplicables al problema cardiaco, una vez
entendido a cabalidad el mecanismo de ROP por el método de coordinacion-
insercion, a partir del afio 2005, se exploraron varios tipos de sintesis de PCL con
otros polimeros mediante emulsion. Dong et al. (2005) utilizaron microesferas
cargadas de suero bovino a partir de PLA, PCL y PGA, éstas fueron caracterizadas
mediante resonancia magnética nuclear (RMN-1H) y cromatografia permeable de
Gel (GPC) para comprobar que hubo un acoplamiento quimico de estos polimeros.
Los estudios se incrementaron aceleradamente en el campo de la salud e
ingenieria de tejidos enfocados al entendimiento de la estructura de la PCL. Por lo
anterior, Huang y colegas (2005) encontraron que, pese a que la PCL tiene
excelentes propiedades térmicas y mecénicas, no es biodegradable en el cuerpo
humano porgue éste carece de enzimas apropiadas para este fin, por lo que
plantea como alternativa el uso de otros materiales que le aporten la
degradabilidad en el cuerpo humano como lo son los polimeros en bloque de PLA-
PCL-PLA sintetizados por ROP, ademas, encontraron que el PLA potencia las
propiedades térmicas y mecanicas, pero no obtuvieron resultados promisorios en

cuanto a la degradacion enzimatica del material. En este mismo afio se marco un
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hito en la diferenciacion celular con la investigacion de Moscoso y colaboradores,
donde se realiz6 una diferenciacion In Vitro de MSC primarias e inmortales de
biomodelo porcino a CM para trasplante celular y las diferenciaron quimicamente
con 5-azacitidina (compuesto empleado en la investigaciéon de Rangappa, 2003) .
Estas MSC se obtuvieron de la aspiracion de la médula 6sea de costilla y fémur
de cerdos blancos; encontrando que las MSC inmortalizadas son herramientas
valiosas para estudiar “in vitro” la capacidad de estas células para diferenciarse
en células multilinaje para la terapia celular, ademas, su diferenciacion a CM
puede ser util para analizar si su implantacion en tejido da como resultado un
injerto sostenido y una funcidon mejorada en un biomodelo porcino, que para esta

investigacion se pudo comprobar de manera efectiva.

En el 2006 se reportaron los primeros trabajos de investigacién en nanotubos de
carbono. Saeed et al. (2006) que prepararon nanofibras de nanotubos de carbono
(CNT)/PCL mediante electrohilado, encontrando que hay un anclaje quimico entre
los CNT y la PCL lo que conlleva a una mejor interaccion reforzante-matriz y por
ende a unas mejores propiedades mecanicas. Con la prueba que la PCL se podria
anclar quimicamente con los CNT, las investigaciones en este afio giraron en torno
a la degradabilidad de los CNT, debido a su naturaleza hidrofébica por sus grupos
alifaticos (-CH). Dicho esto, Zeng et al. (2006) funcionalizaron PCL/IMWCNT vy
estudiaron sus propiedades de degradaciéon encontrando que el material
compuesto de PCL/MWCNT es completamente degradado en un periodo de
cuatro dias en una solucion buffer de fosfato en presencia de enzimas de
pseudomonas lipasas, comprobando la viabilidad de este material compuesto para

usos en salud.

En este mismo afio surge un estudio muy importante realizado por Berry et al.
(2006), quienes inyectaron células madre mesenquimales (MSC) directamente en
el sitio infartado, comprobando que estas células mejoran el alargamiento del

miocardio y conlleva a una mejor fraccion de eyeccion cardiaca. No obstante,
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estos autores también manifestaron que este es apenas el comienzo en

remodelacion cardiaca y que aun hay muchos interrogantes por resolver.

Posteriormente, Lu y colegas (2007) comprobaron que efectivamente los
polimeros en bloque de PGA-PCL y PLLA pueden ser utilizados en aplicaciones
de salud, en liberacion controlada de farmacos o como biodispositivos en
ingenieria de tejidos, pero su estudio va mas alla y logra comprobar que estos
polimeros en bloque tienen degradabilidades enzimaticas por escala, donde
primero se degrada el PGA, posteriormente el PLA y por dltimo la PCL. Estas
propiedades potenciaron el uso de estos biomateriales en regeneracion de tejidos,
por lo que Atzet y colegas (2008) realizaron la sintesis de hidrogeles reabsorbibles
a partir de polimetilmetacrilato (PMMA) y PCL. Estos hidrogeles mostraron ser
apropiados para ser utilizados en regeneracion cardiaca como andamios, ya que
mostraron una degradabilidad enzimatica de 16 semanas, tiempo suficiente para

gue las células cardiacas puedan cumplir todas sus funciones a cabalidad.

En el 2008 el estudio sobre el rechazo de cuerpo extrafio también cobré6 mucha
relevancia a nivel mundial. Anderson y coautores (2008), en su revision, enfatizan
gue el rechazo de cuerpo extrafio se compone por una respuesta inflamatoria una
vez es implantado un biodispositivo médico y se enfocan en los factores que
modulan la interaccion (adsorcion de proteinas, monocitos) de los macréfagos y
células gigantes con las superficies sintéticas de los materiales implantados. Todo
esto sin omitir el hecho que el rechazo en gran medida depende del biomaterial a
implantar y de su superficie. Mas adelante, Wang et al. (2009) refuerzan lo
presentado por Berry et al. (2006) y Atzet et al. (2008) en lo concerniente al uso
de PCL como biopolimero esencial en regeneracién cardiaca. Ellos inyectaron
intramiocardicamente en conejos MSC con un hidrogel de a-CD/MPEG-PCL-
MPEG, encontrando que este puede incrementar el tiempo de sobrevida y de
retencion de las células trasplantadas dentro del musculo cardiaco, comparadas con
MSC solas. En un estudio simultaneo, pero ya con la implantacion de un andamio

de PCL, Jin y colegas (2009) realizaron el trasplante de MSC embebidas en un
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andamio de PLLA-PCL en ratas wistar con IM inducido, encontrando que este
andamio atenua la dilatacion del ventriculo izquierdo (V1) incrementando su funcion.
También este andamio permitié que las MSC sobrevivieran y se diferenciaran a CM,
regenerando el miocardio e incrementando su funcion cardiaca. Por lo que plantean
que este tipo de andamios de PLLA-PCL deben ser considerados como una

alternativa terapéutica para la remodelacion cardiaca.

En 2010, Lipik & Abadie realizaron la optimizacion de los parametros para la
polimerizacion de la PCL mediante ROP, sentando las bases de esta polimerizacion.
De esta investigacion se resalta que el peso molecular de la PCL depende en gran
medida de la relacibn molar entre el mondmero/iniciador, pues a mayor
concentracion de mondmero menor cantidad de iniciador haciendo la polimerizacién
mas limpia. También se resalta la importancia de mantener la temperatura constante
a 140°C para evitar degradacion térmica del polimero y conlleve a una disminucién
en el peso molecular final. En ese mismo afio, Meng et al. (2010) realizaron la
fabricacién de una membrana con nanofibras de PCL-MWCNT utilizando la técnica
de electrohilado. Ellos resaltan que los MWCNT poseen propiedades estructurales,
mecanicas, fisicas Unicas y que anclados guimicamente con un polimero para
formar un material compuesto hace que este material mejore sus propiedades
mecénicas y eléctricas en la matriz. Ademas, estas membranas fabricadas,
presentaron una alta porosidad, que depende de la cantidad de MWCNT, presenta
una buena degradacion, biocompatibilidad y hemocompatibilidad haciendo de estas
membranas candidatas para ser utilizadas en aplicaciones biomédicas. La
investigacion mencionada dej6 la puerta abierta para futuros estudios como es el

caso del presente trabajo.

El 2010 fue el afio del resurgimiento de las investigaciones que se enfocaban al
estudio de PCL y entre ellos el realizado por Woodruff & Hutmacher (2010) titulado
“The return of a forgotten polymer—Polycaprolactone in the 21st century”. Los
autores resaltan la importancia de este polimero en aplicaciones meédicas

enfatizando en las bondades que éste presenta en términos de propiedades y de
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degradabilidad, pero también resaltan el problema de anclaje celular, siendo esta la
razon principal por la cual la PCL no se emplea por si sola, sino acompafada de

otros materiales.

Después del afio 2010 empieza el auge de la nanociencia y todas las
investigaciones empiezan a girar en este sentido. Sin embargo, la PCL no deja de
ser protagonista. Un ejemplo de esto es el estudio realizado por Yeong et al.
(2010) donde fabrican, por impresion 3D, utilizando la técnica de sinterizacion
selectiva por laser, un andamio poroso de PCL susceptible a ser utilizado en
ingenieria de tejido cardiaco. En este estudio se sembraron células lineas C2C12
en el andamio y después de once dias de implantacién se formaron miotubos
mononucleados, comprobando que la PCL pese a sus propiedades hidrofébicas
si puede realizar un anclaje y diferenciacion celular adecuada. Mostrando una vez

mas la versatilidad de este biopolimero.

La revision de Nazario Martin (2011) contribuye a comprender mejor la
nanotecnologia enfatizando en las propiedades mecénicas, térmicas y de
conductividad de los fullerenos, grafeno y los nanotubos de carbono. Dicha
revision abre la puerta para un gran numero de investigaciones en este campo
como la de Kong y colegas (2012) quienes fabricaron, mediante la técnica de
electrohilado, fibras de PCL con CNT alineados a través del eje de la fibra,
comprobados mediante microscopia electronica de barrido (SEM) e infrarrojo con
transformada de Fourier (FT-IR). También realizaron la optimizacion de
parametros de distancia de los electrodos a 3 cm, obteniendo las mejores fibras a
esa distancia. Esto conllevd a que estos biomateriales fueran utilizados para
regeneracion de hueso como lo hicieron Pan y coautores (2012), que comprobaron
gue los materiales compuestos de 5% (95 %PCL y 5% MWCNT) PCL/MWCNT
promueven la proliferacion y diferenciacion de células madre mesenquimales de
hueso (BMSC) mas que el grupo control compuesto de PCL e instan a que este
material compuesto sea utilizado en regeneracion de otros tejidos como el

cardiaco, objeto de este estudio.
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Las investigaciones hasta este afio se habian limitado Unicamente al
entendimiento de la PCL, los CNT y sus materiales compuestos y no de las
propiedades eléctricas de ellos, hasta que, en el 2014, Bello y colegas realizaron
un estudio detallado de la conductividad eléctrica del material compuesto
PCL/MWCNT encontrando que los CNT al 0.3% forman una red conductora
tridimensional 6ptima para iniciar la percolacion de los potenciadores de carga.
Sugieren que se debe trabajar a bajas concentraciones de CNT debido a los altos
costos de estos. No fue sino hasta el afio 2015 que Flores-Cedillo y
coinvestigadores (2015) comprobaron experimentalmente que los materiales
compuestos de PCL/MWCNT son no citotéxicos y pueden ser utilizados como en
este caso para implantes dentales, debido a sus excelentes propiedades térmicas
y mecanicas del material. Sin embargo, estos mismos autores reportaron también
gue pese a que el material es conductor esta se ve afectada en gran medida a la
aglomeracion de los CNT. Otro impacto investigativo que ocurrio en la época fue
la inyeccién de células madre, muchos estudios en ingenieria de tejidos se
dirigieron hacia este tipo de terapias en especial la cardiaca. Un estudio que se
resalta en este campo es el de Nelson et al. (2011) en el cual dejaron en claro que
las propiedades mecéanicas de los biomateriales en especial la degradacién
hidrolitica, médulo elastico, proveen al material bondades para que puedan ser
utilizados en estas aplicaciones y sugieren que estos materiales sean acoplados

con otros materiales que puedan ser conductores como los MWCNT.

En el 2012, Feng y coautores comprobaron que las nanoparticulas encapsuladas
en un copolimero tribloqgue de PCL-PEG-PCL podrian ser inyectadas via
intravenosa en biomodelos murinos y asi mejorar la liberacion controlada de
farmacos. A partir del afio 2014, la nanociencia se empez6é a unir con la ingenieria
de tejidos, especificamente en la regeneracion tisular, donde la regeneracion
cardiaca empez0 a ganar gran importancia. Uno de los estudios de este tipo fue
realizado por Wickham et al., quienes desarrollaron un parche (membranas) de

PCL-tiofeno conjugado mediante electrohilado que sirvié como reservorio natural
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de células madre/progenitoras cardiacas en el proceso de remodelacion cardiaca
y a su vez, este parche sirvi6 como un reforzante en la cicatrizacién evitando un
adelgazamiento en el miocardio. Continuando con las investigaciones en falla
cardiaca encontramos un estudio realizado en el afio 2016 por Liu y
coinvestigadores, donde se desarrolld6 una pelicula con nanofibras de
colageno/elastina/PCL para mejorar la reparacion cardiaca después de un IM y
asi prevenir la falla cardiaca, ellos demostraron que este material compuesto
mejora la reparacion cardiaca hasta en un 80% comparado con la reparacion

natural.

Otro estudio de revision importante en IM fue el realizado por Johnson y Christman
(2011) encontrando que los hidrogeles inyectables brindan un enfoque
minimamente invasivo para el tratamiento de la insuficiencia cardiaca. Los
hidrogeles han sido fabricados con diversos materiales naturales y sintéticos que
incluyen: alginato, quitosano, colageno, tejidos descelularizados, fibrina,
hidroxiapatita, queratina, matrigel y polimeros tales como: PLA, PCL, PGA, PEG
y PNIPAAmM termosensible, siendo inyectados via epicardio o intracoronario. Estos
brindan soporte estructural, creando un andamio para la infiltracion celular con la
ventaja que pueden producir productos de degradacion bioactivos que pueden

reclutar células madre enddgenas.

En el 2015 se continda con la exploracion de cuédles son los materiales idoneos
para la reparacion cardiaca y entre ellos los parches de PCL ganan importancia.
Por esto, Altekdester y Harvey realizan una revision de los parches empleados en
regeneracion cardiaca que puedan recuperar la funcion cardiaca después de un IM.
Continuando con esta revision de parches cardiacos, Han y coautores (2015) se
enfocaron hacia la integracion de MSC con nanomateriales para la reparaciéon en
IM, ellos concluyeron que la utilizacion de nanomateriales ayuda a mejorar la
eficacia terapéutica de mas MSC debido a su versatilidad. Estos nanomateriales
pueden actuar como liberadores controlados de farmacos, biomimetizadores,

agentes centinelas (agentes autorreparadores), conductores eléctricos vy
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potenciadores de las propiedades mecanicas de los biomateriales con que estos

estén acoplados, todas estas caracteristicas Utiles para aplicaciones cardiacas.

En el 2016 Wang y Christman realizaron un estudio con hidrogeles miocardicos
decelularizados para ser empleados en estudios preclinicos. Estos hidrogeles en
combinacion con otros materiales producirian una mejoria en la funcién cardiaca.
Estos hidrogeles poseen numerosas ventajas las que se resaltan su rapida
fabricacion y menor costo de fabricacion. Vale la pena resaltar la investigacion
publicada por Ghaziof y Nahrkhalaji (2017), quienes prepararon hanocompuestos
de PCL/MWCNT y evaluaron sus propiedades mecanicas y de conductividad,
encontraron que la presencia de MWCNT potenciaban las propiedades de este
material compuesto haciéndolos candidatos de estudio en ingenieria de tejidos

cardiacos, incrementando el interés en este campo.

En el 2018 empieza la comprension de las condiciones de siembra de miocitos in
vitro. Esta comprension se debe en gran parte a las pautas dadas por Lindsey y
coinvestigadores (2018), que en su estudio de revision especifican las condiciones
de cultivo, los materiales a utilizar junto con los factores diferenciadores de MSC
hacia cardiomiocitos. Ellos resaltaron también los riesgos asociados a rechazo o
posibles consecuencias que se pudiesen presentar en el miocardio. Como
complemento, Pefia y colegas (2018) realizaron una revision exhaustiva de todos
los materiales tanto naturales como sintéticos que se han venido utilizando como
hidrogeles en regeneracion cardiaca. EI 90% de estos hidrogeles han sido
inyectados directamente en el tejido cardiaco. Entre estos hidrogeles aparecen
aquellos fabricados con PCL, como se mencion6 previamente. En el 2019, Ashtari
y coautores realizaron una revision de los nanomateriales conductores eléctricos
susceptibles a ser utilizados en ingenieria de tejidos cardiacos, resaltando
principalmente los CNT, nanofibras de carbono (en estas se incluyen las de PCL),
grafeno y sus derivados, nanomateriales de oro, polimeros electroactivos y los

polipirroles.
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Investigaciones més recientes se han enfocado en la fabricacion de membranas
(parches) de PCL/MWCNT, en las que se resalta el estudio por Hudecki et al.
2019. Ellos realizaron nanofibras que contienen MWCNT como membranas
biodegradables en medicina reconstructiva, encontrando que estas pueden ser
Gtiles para el tratamiento del cancer, ya que algunas con éxido de titianio (TiO2) o
con PCL reducen, segun este estudio, los tumores hasta en un 30%. Pero sigue
la discusion sobre el rechazo de estos biomateriales, ya que se ha encontrado que
estos materiales de titanio pueden causar rechazo en el organismo. Por lo anterior,
Maraini y colegas (2019), abren la discusion sobre este tema realizando la
siguiente pregunta en su investigacion: ¢sera que los biomateriales pueden ser
considerados como cuerpos extrafios 0 son precursores de una respuesta
inmune? La respuesta a este interrogante, segun los investigadores, es que el
fracaso o el éxito de estos biomateriales ante un rechazo de cuerpo extrafio esta
determinado por la capacidad de negociacién que tiene éste para compartir el
cuerpo (con todo lo que ocurre dentro de éste). Esta discusion sobre el rechazo
de materiales no termina aqui, en 2020 Zhang et al. (2020) realizaron una revision
sobre qué estrategias y que biomateriales se deben utilizar para no tener que lidiar
con el rechazo de biomateriales. Entre los muchos biomateriales mencionados, se
resaltan aquellos que son fabricados con PCL y sus derivados con
nanocompuestos funcionalizados, como los que son el objeto de estudio en esta

investigacion.

En el 2020, Chandika y coinvestigadores (2020) realizaron una revision de los
avances recientes en materiales compuestos utilizados en regeneracién cardiaca,
comenzando primero con el entendimiento de la fisiologia cardiaca, la mecanica
cardiaca, y qué cambios morfolégicos ocurren en el miocardio cuando se produce
un IM. También profundizan en los cambios que ocurren durante la remodelacién
cardiaca, explicando porqué, cuando se regenera, se producen fibras rigidas no
contractiles de colageno. Posteriormente, hacen alusion del porqué la ingenieria
de tejidos es el mecanismo mas probable para dar solucion a la problematica de

la falla cardiaca y luego pasan a definir los polimeros naturales y sintéticos
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utilizados para este fin y terminan con las terapias mas utilizadas. En 2020 también
se han desarrollado grandes avances en las investigaciones que tienen que ver
con la regeneracion de musculo estriado por medio de células satélites, por este
motivo, Tsuchiya y coautores (2020) encontraron que, efectivamente, estas
miofibras activan la produccién de células satélites mediante unos factores
derivados de miofibras llamados Damaged Miofibers Derived Factors (DMDFs).
Concluyen estos autores que los DMDFs inducen a las células satélites a ingresar
justo en la fase G1 del ciclo celular (justo en la division celular), con el objetivo de
regenerar el tejido dafiado. Esto concuerda con una investigacion publicada por la
Universidad de Kumamoto, este mismo afio 2020, donde se comprueba lo
investigado por Tsuchiya, pues que efectivamente las células satélites participan

activamente en la regeneracién de tejidos cuando un musculo sufre alguna lesion.

Con base en todo lo anterior, se hace importante la incorporacion de biomateriales
como parches que puedan ser integrados a los pacientes con alguna clase de lesion
muscular (p.ej. cardiaca), con el objetivo de introducir un tipo de soporte mecanico
que ayude en la regeneracion de estos tejidos. McMahan y colegas (2019)
realizaron una revision sistematica de estos biodispositivos y encontraron que los
polimeros sintéticos poseen caracteristicas adecuadas para ser utilizados en
parches cardiacos mencionando que la policaprolactona como un biopolimero con

mucho potencial en este tipo de aplicaciones.

Pese a que hay investigaciones enfocadas a la fabricacion de andamios de
PCL/MWCNT, no se encontraron investigaciones enfocadas en los MWCNT con la
funcionalizacién con grupos amino y carboxilicos reportados en este tesis Doctoral.
Por este motivo, esta tesis doctoral se centré en la fabricacion de andamios de

PCL/MWCNT para la aplicacion en los tejidos musculares que se quieren regeneratr.
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3. MARCO TEORICO

3.1. MUSCULO ESTRIADO - MUSCULO CARDIACO

El cuerpo humano posee dos clases de musculos estriados, el esquelético y el
cardiaco. Estos tipos de musculo son utilizados por el cuerpo para suplir su
necesidad de oxigeno, su balance metabdlico y su locomocién. Este proyecto de
investigacion se enfocd en el muasculo estriado, con miras al cardiaco, que es
altamente organizado y tiene como funcién principal generar fuerzas de contraccion
para bombear sangre por todo el cuerpo y asi apoyar la respiracion para proveer el
oxigeno necesario. (Gémez, 2016). En la tabla 3.1 se presentan las caracteristicas

principales de estos dos musculos.

Tabla 3.1. Caracteristicas del musculo esquelético y el musculo estriado (tomada
de Gémez, 2016)

Musculo Esquelético Musculo Cardiaco
Células multinucleares, cilindricas, estriadas, | Células de 1 o 2 nucleos, cilindricas, estriadas y
largas y paralelas cortas
Velocidad de contraccion rapida Velocidad de contraccion intermedia
Se encuentran relacionado con los huesos y Se encuentran en el corazon y venas
en la lengua pulmonares
Son estriadas Son estriadas
Posee movimiento voluntario Posee movimiento involuntario
Diametro de 10-100 pm Diametro de 15-80 um
Poseen tubulos T pequefios Poseen tubulos T grandes

Como se aprecia en la tabla 3.1, estos dos musculos poseen similitudes y

diferencias.
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3.1.1. Estructuray funcion del musculo estriado cardiaco
El masculo estriado cardiaco representado en la figura 3.1 tiene una excelente
organizacion el cual convierte la energia quimica en trabajo fisico. La principal

funcidén de este muasculo estriado es generar la fuerza suficiente para contraerse y

apoyar el bombeo de sangre hacia todos los tejidos del cuerpo (Shadrin, 2016).

Musculo Estriado Cardiaco
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—-ﬁ_ Fibroblastos @\ Vasos Sanguineos - Matriz Extracelular

Figura 3.1. Estructura del Musculo Estriado Cardiaco (modificada por: José
Pefiaranda Armbrecht, tomada de: Shadrin, 2016).

Como se observa en la figura 3.1, el musculo cardiaco consta de células con varios
nucleos resultantes de la fusion de varias células. Estas presentan interconexiones
eléctricas a través de los discos intercalados, que poseen uniones gap que permiten
la propagacion de impulsos eléctricos, resultando en una despolarizacion de todo el
componente celular. Los cardiomiocitos de longitud de 120 pum permanecen la
mayor parte del tiempo mononucleares en todas las etapas del desarrollo cardiaco
(Fredericks, 2001; Shadrin, 2016).

21



Tesis Doctoral

Universidad José Pefiaranda Armbrecht 2023
del Valle

3.2. EVENTO ISQUEMICO DEL MUSCULO ESTRIADO CARDIACO (INFARTO
DE MIOCARDIO, IM)

El IM no tiene una sola definicion sino varias, dependiendo de las perspectivas
relacionadas con las caracteristicas clinicas (electrocardiograficas, bioquimicas y
patolégicas) de cada paciente. Una de las definiciones del IM se basa en tres
caracteristicas principales: la primera es mediante los sintomas (i.e. compresion y
dolor en el pecho y brazo derecho), la segunda esta relacionada con el incremento
de las enzimas cardiacas (anginas de pecho) y la tercera con el patron del
electrocardiograma (ECG) involucrando el desarrollo de ondas Q (Thygesen, 2000;
2007). Vale la pena resaltar que la practica clinica, asi como los estudios
epidemiologicos han demostrado que el IM puede ser distinto a lo definido en este
documento. Otra definicién del IM es la presentada por el Comité Americano de
Cardiologia en una reunion sostenida en el afio 2000, que involucra tres factores
fundamentales, el primero es el tamafio del IM (la cantidad de células cardiacas
perdidas), el segundo tiene que ver con las circunstancias que conllevan al IM y la
tercera tiene que ver con la evolucion y el tiempo de recuperacion (incidencia en la
parte social, afectiva y psicologica de las personas que lo padecen). En la actualidad
el IM se define como la muerte del miocardio debido a la ausencia de oxigeno y a
la disminucion de la demanda de nutrientes (isquemia cardiaca) (Revista
Colombiana de Cardiologia, 2008; Jin et al., 2009; Yeong, 2010; Nelson 2011).
Después de un IM la capacidad del corazon para autorepararse esta limitada debido
a que los CM presentes no poseen la capacidad de autoregenerarse. Por esto, el
miocardio lesionado es reemplazado por tejido cicatricial, lo cual genera un deterioro
progresivo en la funcién cardiaca y a largo plazo a un estado de “Insuficiencia
Cardiaca Cronica” (Bicknell et al., 2007; Kumar et al., 2014; Jenca, 2021).

3.2.1. Remodelacion del musculo Estriado Cardiaco

Una vez ocurre un evento isquémico, el proceso de remodelacion cardiaca inicia

infiltrando neutrofilos, activando las metaloproteinasas y degradando la matriz
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extracelular, conduciendo a un adelgazamiento del miocardio y a una dilatacion

ventricular (Figura 3.2).

Célula muscular estriada
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Figura 3.2. Esquema de la remodelacion cardiaca (Modificada por: José
Peflaranda Armbrecht; tomada de: Shandrin. 2006)

Posteriormente, los cardiomiocitos (CM) muertos empiezan a liberar Tumor Growth
Factor (TGF-B1), son orientados a lo largo del gradiente de concentracion
induciendo a la migracion de macréfagos y fibroblastos que se diferencian en
mioblastos para poder secretar colageno tipo | y Il para producir una cicatriz
(American College of cardiology Committiee, 2000, Shadrin, 2016, Leoni, 2018).

3.3. TERAPIAS PARA REGENERAR CM EN MUSCULO ESTRIADO

Debido a esta incapacidad de los CM en regenerarse, es necesario buscar terapias
alternativas para tratar de solucionar este problema. Hay dos rutas para hacerlo:
una es la ruta de inyeccion celular, en donde se le inyecta directamente mediante
una jeringa las células miocardicas al corazén infartado y se busca que éstas
mejoren la fraccion de eyeccidn de corazones infartados (Neuta, 2013), esto se
explica mas detenidamente en el apartado 3.3.1. El segundo enfoque es la
implantacion de un biomaterial como PCL/MWCNT dentro del 6rgano con el objetivo
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que las células se anclen, puedan proliferar y regenerar tejido; esta terapia también

se menciona con mayor detalle en el apartado 3.3.2.

3.3.1. Terapia celular inyectada (TCI)

Esta terapia tiene como objetivo principal mejorar la funcion de musculos estriados
lesionados mediante la inyeccion celular de células madre en el sitio de lesion
(Leoni, 2018). En los ultimos afios ha vuelto a ganar importancia debido al mayor
conocimiento en la regeneracion de los musculos estriados a partir de células
satélites (Pefia, 2018).

Caracteristicas de las células madre inyectadas previamente:

1. Deben estar inmunoprivilegiadas previamente para que no haya inmunosupresion
a largo plazo.

2. Que tengan la capacidad de sobrevivir en el tejido y puedan proliferarse.

3. Deben presentar una integracion estructural y funcional con el masculo lesionado.

4. Puede mejorar o restituir la funcion inicial del musculo lesionado.

La TCI en corazén ha venido ganando importancia en investigacion debido a que
se han realizado ensayos clinicos utilizando mioblastos esqueléticos, células
derivadas de médula 6ésea como las MSC, células de tejido adiposo, células
cardiacas progenitoras y células derivadas de la cardiosfera. Pero también poseen
desventajas se debe de realizar en la mayoria de los casos una cirugia en corazén
abierto para inyectar las células en el tejido lesionado, y éstas no se integran en el
tejido (Han, 2015; Yao, 2015; Wang; 2016).

3.3.2. Terapia de células libres con biomateriales

La terapia de células libres con biomateriales tiene como ventaja la reabsorcion in

situ que ayudan a que las células se anclen, proliferen en él y puedan exhibir sus
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propiedades dentro del tejido, regenerando la funcionalidad del musculo lesionado.
Una de las principales desventajas radica en la escasez de biomateriales
adecuados y el tipo de células a implantar; muchos de los biomateriales escogidos
no son biodegradables o son muy hidrofilicos y se degradan facilmente no
permitiendo el correcto anclaje celular (Mattioli-Belmonte, 2012; Pan, 2012).

3.4. INGENIERIA DE TEJIDOS (IT)

Es una terapia que ha venido ganando importancia en los ultimos afios debido al
desarrollo de la impresion 3D y al desarrollo de biomateriales con buenas
propiedades mecanicas y con caracteristicas que mimeticen el sitio a implantar para

ser funcionales al momento de su implantacion (Hutmacher, 2001).

Para la TCI cardiaca se han empleado una gran variedad de células angiogénicas
y miogénicas como los mioblastos esqueléticos, células mononucleares, y
mesenquimales de médula désea (MSC), células endoteliales progenitoras,
endoteliales circulantes, células derivadas del estroma de la grasa o del endometrio,

células mesoteliales y pluripotenciales (Herreros, 2011).

3.4.1. Introduccién alos Andamios en IT

Los andamios han sido utilizados desde el desarrollo de la IT introducida en 1988
por el profesor Nerem, generalmente se han utilizado para dar soporte a cultivos
celulares, para que estas células puedan crecer y realizar sus funciones basicas de
reparacion de tejidos u 6rganos dafiados, produciendo un nuevo tejido con la forma
y propiedades deseadas. Un componente importante que deben contener estos
andamios es su biodegradacion gradual durante el proceso de regeneracion ya que
esto evita la necesidad de retirarlos eliminando asi los efectos secundarios
resultantes que se podrian acarrear con la implantacion de estos andamios como
cuerpo extrano; representando un gasto econdomico mucho mas elevado al sistema

de salud. Por lo tanto, el andamio utilizado debe cumplir requisitos quimicos,
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mecanicos Yy fisicos especificos para lograr la difusion celular y la formacién de
tejidos 3D (Eltom, 2019).

Otro aspecto para tener en cuenta para la fabricacién de andamios es la seleccion
cuidadosa de los materiales que los conforman, éstos deben tener propiedades
quimicas vy fisicas aptas para la interaccién con las proteinas y compuestos de la
matriz extracelular (ECM) del tejido a reparar con el fin de mejorar la adhesion
celular, reticulacion y biodegradabilidad para crear un microambiente similar al in
vivo que imite entidades bioldgicas y estimule respuestas especificas de células
para conducir a la regeneracion y reparacion de tejidos (Hutmacher2001; Eltom,
2019).

3.4.2. Utilizacién de los Andamios en IT

Los andamios en IT se utilizan como sistemas celulares o como vehiculos de
entrega de células y farmacos en la regeneracion de células y tejidos, por lo que
este vehiculo debe contener la estructura adecuada para satisfacer las necesidades
de reparacion del tejido sin presentar propiedades citotdxicas. Otra forma de utilizar
los andamios en IT se basa en su combinacién con varios tipos de células que
puedan mejorar la formacion de tejidos in vivo por linaje osteogénico o liberacién de
moléculas especificas para tal fin. Estas células deben ser expandidas
anteriormente ex vivo antes de ser ancladas en el andamio e implantadas en el
tejido (Eltom, 2019).

3.4.3. Propiedades de los Andamios

Las propiedades de los andamios dependen del tipo de tejidos que se requiere
reparar, como son los tejidos duros como los huesos o los blandos como los del
corazon y los neurales; pero esta reparacion del tejido dafiado requiere de unos
andamios con propiedades especificas como el tamafio, la forma, el grosor, la

interconectividad de poros, porosidad, tasa de degradacion, estabilidad mecanica y
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lo més importante, la cinética de absorcion. También se debe tener en cuenta al
elegir el tipo de andamio a implantar en el tejido, su aplicacion especifica,
dependiendo de los factores, como la ubicacion del tejido en el cuerpo, la edad de
la persona a que se le va a implantar el andamio, que tan grave es la lesion y otras
condiciones patoldgicas del paciente que se deben tener en cuenta (Eltom, 2019;
Collins, 2021).

Uno de los grandes problemas que se han presentado en casi todos los estudios a
nivel mundial acerca de los andamios, es que, si no se elige bien el material a
implantar, se puede afectar enormemente la interaccion de los andamios con los
tejidos y rganos, debido a la baja capacidad del material biol6gico para adaptarse
al medio circundante (Eltom, 2019; Collins, 2021). Dicho lo anterior, en esta tesis
doctoral se pretende incorporar andamios bioactivos de PCL/MWCNT que
promuevan la migracién o diferenciacion celular adecuada para la formacién de
tejidos y su incorporaciéon en el huésped, para que este pueda ejercer su funcion de

manera adecuada.

3.4.3.1. Propiedades bioldgicas de los andamios

Las propiedades biol6gicas de los andamios tienen que ver con dos aspectos
fundamentales: el primer aspecto es su biocompatibilidad con el tejido y el segundo
con su citotoxicidad, esto quiere decir que las células cultivadas en los andamios
deben poder reproducirse y diferenciarse libremente sin ningun tipo de
interferencias para producir una nueva matriz del tejido nuevo (Eltom, 2019). De
acuerdo con lo anterior, se puede decir que un andamio ideal para aplicaciones en
IT es aquel que pueda imitar las propiedades de la ECM de los tejidos conllevando

a una regeneracion de tejido perfecta y completa.

La biocompatibilidad de los andamios juega un rol fundamental en IT debido a que

permite la formacion de nuevos tejidos simultaneamente con la degradacion de la
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matriz y a su vez éste no debe ser citotoxico para que el sistema pueda disponer de

él sin causar molestias en el cuerpo (Collins, 2021).
3.4.4. Crecimiento de Células en Andamios

La estructura porosa y la orientacion isotropica de la fibra en dos dimensiones,
obtenidas utilizando la técnica de impresiébn 3D, se asemeja fisicamente a la
distribucion natural que se presenta en la matriz extracelular (ECM). Imitando esta
estructura, se tendra un candidato prometedor para la regeneracion del tejido
cardiaco. Tres factores son importantes en cuanto al comportamiento in vitro de
células, estos son: la quimica de las matrices, las propiedades arquitectonicas y la
arquitectura. La ECM natural, se compone de varias proteinas y azlcares dentro de
una red tridimensional. Esta mezcla de materiales proporciona las propiedades
mecanicas que son ideales para el apoyo a nivel celular y de tejidos, promoviendo

la actividad especifica, evitando citostasis entre las células (Liang et al., 2007).

Los materiales pueden ser disefiados para imitar la resistencia a la traccion y
propiedades de compresién en ciertos tejidos, asi como recubrimientos que puedan
impartir una superficie adecuada. Uno de los més grandes desafios en la actualidad
es la creacion de la arquitectura adecuada, prestando especial atencién tanto a la
porosidad (el porcentaje de andamio para el crecimiento celular) como al tamafio
del poro. Hasta ahora, se han desarrollado diferentes tipos de matrices, con diversos
materiales y con tamafio del orden de micras, sin embargo, los investigadores han
concluido que tejidos humanos como la sangre, vasos, cartilagos, huesos, nervios
y piel, consisten en formas de nanofibras de origen bioldgico. Este hallazgo, llamé
la atencion de los investigadores de matrices nano estructuradas, por eso se
observa bastante potencial a la utilizacibn de nano fibras de polimeros

electrohiladas con el fin de reparar tejido humano dafado (Liang et al., 2007).
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3.4.5. Técnicas de fabricacion de andamios y matrices poliméricas

Existen varias técnicas para fabricar andamios (ver tabla 3.2), la gran mayoria de

ellas se caracterizan por tener una baja eficiencia debido a todas las caracteristicas

mencionadas anteriormente que se deben tener en cuenta para su fabricacién

(Collins, 2021).

Tabla 3.2. Técnicas de fabricacién de andamios en IT (Tomada de: Eltom, 2019;

modificada por José Pefiaranda, 2023); (Collins, 2021)

Técnicas de fabricacion

Ventajas

Desventajas

Técnicas de
fabricacion

convencionales

Secado al frio

1.Se utiliza en mudltiples
aplicaciones

2. Se puede controlar el
formado del material a altas
temperaturas

3. El tamafio de poros se
controla mediante el
cambio del método de

congelacion del material.

1. Se consume una alta
energia durante el
proceso.

2. El tiempo de fabricacion
es bastante prolongado.

3. Se utilizan solventes que
generalmente son
citotoxicos.

4. Se generan poros de
tamafio muy pequefio (15-
35 um).

5. No se controla la forma
de los poros, esto quiere

decir que se forman poros

Fundicion en solvente y

lixiviacién de particulas

irregulares.
1. Se pueden fabricar
membranas porosas
tridimensionales delgadas | 1. Se requiere mucho

y/o de pared delgada.

2. Se fabrican compuestos
con alta porosidad (50-
90%)

3. Es wuna técnica de

fabricacion de bajo costo.

tiempo de fabricacion.
2. Se utilizan solventes que
generalmente son

citotéxicos
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Espuma de gas

1. Se fabrican compuestos
con una porosidad hasta de
un 85%

1. Si el método de
fabricacion no sufre
modificaciones, se
obtienen andamios sin
porosidad o] sin

interconectividad de poros.

Electrohilado

1. Es una de las técnicas

méas empleadas en IT.

2. Se pueden fabricar
nanofibras.
3. Se pueden realizar

andamios con una alta

resistencia a la traccion.

1. Se utilizan solventes que
generalmente son
citotoxicos.

2. Se tienen problemas de
fabricacion de las fibras
(creacion de gotas).

3. Problemas en la
creaciébn de poros de

tamafio especifico.

4. El proceso de
fabricacion requiere
validacion de muchas

variables.

Separacion de fases

termoinducida

1. Se construyen andamios
con polimeros
termoplasticos cristalinos
2. Se puede utilizar bajas
temperaturas  para la
integracion de moléculas
bioactivas.

3. Se crean andamios con
una porosidad superior al

98%

1. Esta técnica se utiliza
Unicamente para

materiales termoplasticos

La técnica de fabricacion de andamios mas conveniente para esta tesis doctoral es

fundicion de solventes vy lixiviacion de particulas.
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3.4.5.1. Técnica de fabricacion de Fundicién en solvente y lixiviacion de

particulas

En esta técnica, el material compuesto con que se pretende fabricar el andamio es
disuelto en la minima cantidad de solvente junto con particulas de sal; el solvente
se evapora dejando un andamio con el material y sal en su estructura.
Posteriormente, este material se sumerge en agua para disolver las particulas de
sal. Quedando como resultado un andamio con alta porosidad. Vale la pena resaltar,
que este método de fabricacion solo puede ser utilizado si se pretende fabricar
membranas delgadas tridimensionales, de lo contrario si se tiene un andamio muy
grueso o con paredes muy gruesas el solvente no se evaporara completamente o

qguedan remanentes de sal en el andamio (Eltom, 2019).

Los andamios desarrollados por esta técnica tienen una alta porosidad entre un 50-
90%, por lo que la hace una técnica excelente en IT, por otra parte, esta técnica es
de bajo costo y relativamente facil de realizar. Una de las ventajas principales de
este método de fabricacién, ademas de que el andamio producido es de alta
porosidad, es la capacidad que tiene el investigador de ajustar el tamafio de poro
mediante el tamizado de particulas de sal. Una de las principales desventajas es
que se deben utilizar solventes volatiles ya que si se utilizan solventes no volatiles
el tiempo de evaporacion puede tomar mucho tiempo (semanas 0 meses)
(Eltom,2019).

3.5. POLIMEROS SINTETICOS

A diferencia de los polimeros naturales, los polimeros sintéticos como el PCL
exhiben buenas propiedades mecéanicas, estabilidad térmica, con una temperatura
de degradacion de 350 °C y su impacto en el ambiente es bajo, sus caracteristicas
de moldeabilidad permiten la elaboracion de estructuras tridimensionales (Carrasco,

2010) que asemejan la macro y microestructura del tejido 6seo (Guillén-Girén,
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2018). Los mas utilizados son PLLA, PGA, y PCL debido a que tienen la ventaja de

ser versatiles.

3.5.1. Policaprolactona (PCL)

PCL es un poliéster alifatico semicristalino de unidades repetidas de hexanoato
(Figura 3.3) (Anwaar-Nazeer et al., 2019). Sus propiedades fisicas, térmicas y
mecanicas dependen de su peso molecular y su grado de cristalinidad tiende a
decrecer con el incremento del peso molecular; posee alta solubilidad, un bajo punto
de fusién (59-64 °C) y una excelente capacidad de mezcla haciendo de éste un
polimero adecuado para la investigacion en el campo biomédico (Woodruff &
Hutmacher, 2010; Guarino 2017). Est4 aprobado por la Food and Drugs
Administration (FDA) para ser utilizado como biomaterial (Suwantong, 2016;
Pan,2012).

Figura 3.3. Representacion estructura de la PCL (realizada por José Pefaranda
Armbrecht, 2023)

Este puede ser sintetizado mediante dos rutas; la primera es mediante la
polimerizaciéon por apertura de anillo (ROP). La segunda ruta es la ROP del 2-
metilen-1,3-dioxepano (Woodruff & Hutmacher, 2010; Guarino 2017; Anwaar
Nazeer, 2019).

La PCL es uno de los polimeros mas utilizados a nivel mundial en aplicaciones
médicas y farmacolégicas debido a sus excelentes propiedades fisicas como su alta
cristalinidad, excelente biocompatibilidad, alta degradacion, baja citotoxicidad y sus

excelentes fuerzas mecanicas (Darensbourg, 2010; Anwaar-Nazeer et al., 2019).
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Estas propiedades hacen del PCL un buen candidato para ser utilizado en
aplicaciones biomédicas tales como liberacion controlada de farmacos, ingenieria

de tejidos y materiales de empaques (Oledzka & Narine, 2011).

Sin embargo, la PCL posee ciertas desventajas como, por ejemplo, poseer una
superficie altamente hidrofobica, la cual resulta en una baja adhesion celular, baja
migracion, proliferacion y diferenciacion celular. Para la aplicacién de este trabajo
de investigacion, la principal desventaja radica en que este caracter hidrofébico
reduce la afinidad celular y por ende la interaccién celular conllevando a un
crecimiento de tejido lento. Esta desventaja se puede solucionar mediante el
mejoramiento de la hidrofilicidad de la PCL, esto se realiza mediante el
incorporamiento de polimeros hidrofilicos como el PLLA) o el PGA mediante la
sintesis de copolimeros (Anwaar-Nazeer et al., 2019; Huang, 2019).

Los andamios de PCL han sido investigados en una gran variedad de aplicaciones
biomédicas (Pefiaranda-Armbrecht et al. 2016) como las cardiacas, hueso, nervios,
piel y de liberacién controlada de farmacos debido a su baja velocidad de
degradacion lo que lo hace beneficioso para la fabricacion de andamios de larga
vida, por lo que es muy importante en aplicaciones cardiacas porque le provee el
tiempo suficiente a las células de producir matriz extracelular (ECM) que garantiza
las propiedades mecénicas apropiadas con una baja respuesta inflamatoria del
musculo estriado (Chandika, 2020).

3.5.1.1. Propiedades Fisicoquimicas de la PCL
Entre las propiedades fisicoquimicas de la PCL estan tener un relativo alto peso
molecular, temperatura de fusién alta (con respecto a las temperaturas corporales)

y solubilidad en solventes no polares (Tabla 3.3), todo lo cual favorece su posible

uso en medicina.
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Tabla 3.3. Propiedades Fisicoquimicas y mecénicas de la PCL
Temperatura Tiempo de
L Temperatura de Peso ) .
de transicion » Método de - degradacion
5 Fusion (Tm) molecular ) Solubilidad )
vitrea (Tg) procesamiento aproximado
(°C) (g/mol)
(°C) (meses)
Cloroformo,
Extrusion, diclorometano,
moldeo por tetracloruro de
Inyeccién, moldeo carbono,
-60 59-64 3000-80000 y >24
por compresion, benceno,
electrohilado, tolueno,
impresion 3D ciclohexanona,
2-nitropropano

Lo que se pretende con la PCL es que sea un polimero altamente cristalino, este
alto grado de cristalinidad se logra si hay un buen empaquetamiento de las cadenas
poliméricas, por lo que en muchas ocasiones no se logra y la PCL adquiriria la
propiedad de semicristalino. Por lo anterior, muchos polimeros poseen dos
temperaturas de transicion (a diferencia de las moléculas pequefas que tienen un

punto de fusion definido), las cuales se describen a continuacion:

e Temperatura de fusion (Tm): Temperatura en la cual un material pasa de
estado sélido a liquido, puede ser viscoso 0 gomoso; esta temperatura no

esta definida en un rango corto de valores.

e Temperatura de transicion vitrea (Ty): Temperatura por debajo de la cual el
material adquiere las caracteristicas de un vidrio, se vuelve fragil y

guebradizo.

Estas dos temperaturas se determinan experimentalmente a través de la técnica de
DCS, técnica en la cual la diferencia en la cantidad de calor requerida para
incrementar la temperatura de una muestra es medida en funcion de la temperatura
(Zuluaga,1998).
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3.6 BIODEGRADACION DE LA PCL

La biodegradacion en general se lleva a cabo mediante la accion enzimatica o la
particion quimica que realizan diversos microorganismos. La biodegradacion se
realiza en una etapa fundamental que consiste en fragmentacion de polimeros de
alto peso molecular en oligdmeros de peso mas bajo mediante reacciones de
hidrélisis o de oxidacidbn que producen los microorganismos. Para que la
biodegradacion de un polimero se lleve a cabo, el proceso depende del origen en
sintesis del polimero, pero también de su estructura quimica (si es hidrofilico o
hidrofébico), de sus condiciones ambientales de humedad y de porcentaje de
absorcién de agua (Vroman & Tighzert, 2009; Pack, 2002).

Para el caso de la PCL, ésta es susceptible a biodegradacion bajo condiciones muy
particulares ya que posee enlaces eésteres que son hidrolizables y se van
fraccionando en unidades mas pequefias hasta que puedan ser procesados por
microorganismos o reabsorbidos por el cuerpo (Vroman & Tighzert, 2009; Woodruff
& Hutmacher, 2010). Otra forma de biodegradacion de la PCL es cuando ésta es
muy cristalina y con peso molecular bajo (menor a 3000 g/mol), en este caso se
produce una degradacion intracelular, ya que se han observado fragmentos muy
pequefios en fagosomas, macrofagos y fibroblastos (Woodruff & Hutmacher, 2010).

3.6.1. Degradacion enzimatica de la PCL

Debido a que la degradacion hidrolitica de la PCL es muy lenta con una duracion de
varios afios, es conveniente realizar degradacion enzimatica con presencia de
enzimas tipo lipasas que dura aproximadamente 4 dias. Hay tres tipos de lipasas
que significativamente hacen que la degradacion de la PCL se acelere, la Rhizopus
delemer Lipasa, Rhizopus arrhizus lipasa y la Pseudomona lipasa (Castilla-
Cortazar, 2012; Blackwell, 2018), pero la Pseudomona lipasa es la que degrada la

PCL en este tiempo mecionado.
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La degradacion enzimatica de la PCL depende del grado de su cristalinidad, ya que
ésta se incrementa durante la primera etapa de la degradacion, lo que indica que la
parte amorfa es la primera que se degrada. Gracias a esto, la degradacion
enzimatica se da en los extremos y en los pliegues de las cadenas, asi como en el

borde, donde la movilidad de la cadena es mayor (Blackwell, 2018).

3.7. POLIMERIZACION POR APERTURA DE ANILLO (ROP)

Este tipo de polimerizacion generalmente es llevado a cabo en solucion con
solventes organicos como tetrahidrofurano (THF), dioxano, tolueno, (entre otros) o
por emulsion o dispersion. La ROP en masa se realiza con un rango de
temperaturas de 100 a 150 °C en polimerizacién en solucion o a temperaturas bajas
(0 a 25 °C) para minimizar las reacciones secundarias como las reacciones de inter,

intra, trans-esterificacion (Albertsson & Varma, 2003).

La cantidad de polimero utilizable que se obtenga va a depender de la cantidad
utilizada de lactona. Dado que muy pocos de estos polimeros se obtienen
espontaneamente en reposo o calentandolos, es necesario utilizar catalizadores
para acelerar su produccion. De ahi que la ROP se debe hacer en presencia de
catalizadores o iniciadores. Estos iniciadores son moléculas organometalicas como
oxidos, carboxilatos y alcoxidos, muy efectivos para la sintesis de poliésteres de
lactonas. El mecanismo de ROP depende del tipo de iniciador, dando lugar a tres
mecanismos de reaccion, el anibénico, el catidnico y el de coordinacién-insercion. El
interés en esta investigacion es el de coordinacion-insercioén ya que con este método

se obtienen polimeros de alto peso molecular (Albertsson & Varma, 2003).

3.7.1. Mecanismo por coordinacion-insercion

El mecanismo de ROP mediante coordinacion-insercion se utiliza para la sintesis

de poliésteres alifaticos de alto peso molecular con estructuras definidas. Una de
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las principales ventajas de este método es que utiliza iniciadores de alcoxidos de
aluminio, estafio y cinc. Estos alcoxidos tienen la particularidad de tener orbitales
“d” vacios y éstos reaccionan mediante iniciadores de coordinacidn-insercion
(Albertsson & Varma, 2003).

El mecanismo de coordinacion-insercion se divide en tres etapas fundamentales:

etapa de iniciacion, etapa de propagacion y etapa de finalizacion.

3.7.2. Octoato de estafio como iniciador

El octoato de estafio es el iniciador mas utilizado en la sintesis de poliésteres
alifaticos como el PLLA, el PGA y la PCL. Una de las razones para su mayor
utilizacion es su bajo costo comparado con otros iniciadores como los de cinc y otra
razon es su baja toxicidad. Este iniciador en cantidades bajas es aprobado por la
Food and Drugs Administration (FDA) y en la polimerizacion de PCL se utiliza una
relacion 725:1 con respecto al iniciador, por lo cual hace que su toxicidad sea baja
(Kricheldorf et al., 1995; Kricheldorf, 2001; Chisholm et al., 2007). La no toxicidad
de este iniciador se pudo comprobar en el trabajo de investigacion donde se
sintetiz6 al PLLA de alto peso molecular utilizando el método de coordinacién-
insercién, comprobando mediante pruebas de citotoxicidad que los andamios
fabricados no eran citotoxicos y pueden ser implantados en biomodelos
(Penfaranda-Armbrecht 2016).

Otra raz6n importante para su uso es su alta eficiencia en la participacion de la
reaccion, separandose al final de la polimerizacion y obteniéndose como producto
principal el polimero. (Storey & Sherman, 2002). Una ventaja del Sn(Oct):z es el facil
control del peso molecular via mondémero/iniciador. Asi mismo, el riesgo de
reacciones inesperadas es mucho menor comparado a iniciadores i6nicos
generando polimeros de mayor peso molecular (Chisholm et al., 2007). Ademas, la

naturaleza covalente de este iniciador reduce el riesgo de racemizacion incluso a
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altas temperaturas. Este aspecto es importante para la produccion en masa del
PCL.

3.8. NANOTUBOS DE CARBONO (CNT)

Los CNT mostrados en la Figura 3.4, estan siendo utilizados, desde hace varios
afios, en aplicaciones biomédicas y biolégicas como imagenologia, medicina
regenerativa, aplicaciones farmacéuticas (liberacion controlada de farmacos),
biologia celular y en una amplia gama de materiales para la industria. (Ashtari, et al.
2019).

— —
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Figura 3.4. Nanotubo de carbono (imagen, tomada de Martin, 2011)

Todas estas aplicaciones son debidas a que los CNT tienen una gran area de
superficie, alta fuerza de traccion, alta permeabilidad, buena estabilidad térmica y
mecanica, son altamente flexibles y poseen una baja densidad. Ademas, los CNT
tienen propiedades mecénicas excelentes, poseen un Modulo de Young de 1TPa,
es decir, son unas 100 veces mas fuertes que el acero, su conductividad térmica es
la més alta conocida hasta ahora, por lo cual son muy utilizadas en aplicaciones
electronicas como emision de efecto de campo y como nano dispositivos
electronicos (Saeed et al., 2006; Martin, 2011; Mattioli-Belmonte et al., 2012;
Dehghani et al., 2019; Wang et al., 2019).

El CNT de la Figura 3.4 estd basado en el nimero de cilindros de grafeno
hexagonales que posee, como en este caso, un solo cilindro se le llama CNT de

capa simple (SWCNT). Estos son curvos y cerrados, con tamafio aproximado de 1-
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2 nm en didmetro (Martin, 2011; Ashtari et al., 2019). Los CNT que se van a trabajar
en esta investigacion poseen varios cilindros de grafeno concéntricos, por lo que se
les llama CNT de multiple capa o MWCNT, con tamafio aproximado de (10-100 nm).

La diferencia entre un MWCNT y un SWCNT se muestra en la Figura 3.5.

Figura 3.5. a) nanotubo de carbono de multicapa (MWCNT), b) nanotubo de
carbono de pared simple (SWCNT) (imagen, tomada de Dehghani et al., 2019).

Estos MWCNT se componen de tubos de diferente diametro, por lo cual, cada uno
de los tubos que conforman los MWCHT puede tener una longitud y didmetro
diferentes a las de los otros, y pueden presentar defectos en los extremos como en
las paredes. Existen tres tipos: (1) los de tipos sillén, que tienen la particularidad de
poseer un caracter metdlico y aquiral; (2) los de tipo quiral, que son
semiconductores; y (3) los del tipo zigzag que poseen un caracter aquiral (Martin,
2011). Estos CNT tienen la particularidad de que pueden ser integrados a materiales
con el objetivo de incrementar sus propiedades mecanicas como su fuerza de

Traccion y su médulo de Young (Ashtari et al., 2019).
3.8.1. Funcionalizacién de los MWCNT
Los MWCNT por su estructura con base en atomos de carbono no son

biodegradables y por ende muy citotoxicos. Por esta razon, se estan incorporando

grupos funcionales que les confieren propiedades de hidrofilicidad, aumento de
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solubilidad y una menor citotoxicidad. Estos grupos funcionales incorporados

poseen tres aproximaciones que son las siguientes (Martin, 2011; Pan, 2012):

1. La incorporacion de estos grupos funcionales mediante enlace covalentes sobre
las paredes internas o externas, asi como las paredes laterales o extremos de los
CNT, como se va a realizar en esta investigacion, donde se tienen nanotubos de

carbonos de multicapas funcionalizado con grupos aminos (MWCNT) (Figura 3.6).

I
H:NH:CH:C-é ﬂ——CHQCH:NH;

H_-NH:CH_»C—IC _CHthJNH:

Figura 3.6. Estructura de los MWCNT afiadiendo grupos funcionales aminos. PCL

(realizada por: José Pefaranda Armbrecht, 2020).

2. La incorporacién de estos grupos mediante interacciones no covalentes como las

fuerzas de Van der Waals.

3. La inclusion de otras moléculas como grafenos, fullerenos u otros nanotubos en

el interior.
3.9. PROPIEDADES ELECTRICAS DE LOS MWCNT

Las propiedades eléctricas de los MWCNT se ven influenciadas por la orientacion y
del envolvimiento de los enlaces de las estructuras ciclo hexagonales de los CNT y
ésta puede ser transferida a través del andamio a las matrices de los andamios
mediante el establecimiento de una red llena filtrada (Ashtari et al., 2019; Potschke
et al., 2013).
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Para regenerar nervios, corazén o para reparar el dafio de la espina dorsal se
requieren biomateriales que sean altamente conductores o que posean propiedades
eléctricas deseables para este fin. Para lograr esto se requiere que estos
biomateriales sean polimerizados con MWCNT ya que estos le dan esta propiedad
tan importante, normalmente mediante ultrasonido se logra la union quimica de
estos MWCNT a los biomateriales (Jecg Chin et al., 2015; Ates, 2017).

3.9.1. Percolacién

Los CNT poseen excelentes propiedades mecanicas, térmicas y eléctricas que le
permiten ser acoplados con materiales poliméricos para obtener materiales
compuestos con propiedades mecanicas y eléctricas mejoradas. Pero a veces estos
CNT son dificiles de manipular y por ende ser acoplados debido a sus elevadas
atracciones de fuerzas de Van der Waals, formandose aglomerados. Una forma de
contrarrestar estas aglomeraciones es la utilizacién de agentes surfactantes que
permitan la modificacion de la estructura de los CNT, pero esto puede ser riesgoso
ya que pueden dafar las propiedades eléctricas de estos compuestos (Kazemi,
2021). La conductividad de los CNT es gobernada por una conduccion balistica
(conducciéon de transicién de fase) descrita dentro la teoria de la percolacion,
manifiesta que si hay una nucleacion probabilistica entre dos caminos que estan
interconectados eléctricamente entre si por medio de dos electrodos, permiten un
flujo de electrones por todo el CNT (corriente eléctrica), dando lugar a la percolacion
eléctrica. Por esta razon, la teoria de la percolacion describe la conectividad de
objetos dentro de una red (Mutiso, 2012; Haghgoo, 2019; Gbaguidi, 2019; Doh,
2021).

La conductividad en la percolacion depende de la fraccién de volumen de los CNT,

como se aprecia en la figura 3.7.
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Figura 3.7. Conductancia eléctrica de CNT basada en la teoria de la percolacion.
(Tomada de Doh, 2021)(Modificada por: José Pefiaranda Armbrecht, 2021).

De acuerdo con la figura 3.7, se puede decir que en un valor inicial de fraccion de
volumen (®), la conductividad permanece constante (estado 1), pero a medida que
® va aumentado y se aproxima al estado 2, acercandose a una @ especifica, la
conductancia eléctrica aumenta drasticamente en varios érdenes de magnitud hasta
llegar al umbral de percolacion (®c); en este punto, el crecimiento de la
conductividad eléctrica (oc) es practicamente constante, llegando a un punto de
equilibrio. Si se sigue incrementando ® hasta llegar al estado 3 se llega a saturacion

y los valores de ocy @ son practicamente constantes (Doh, 2021).

Esta percolacién eléctrica se rige por la ecuacién 3.1 que relaciona la oc con la

fraccion de volumen de los NTC

Oc = 0o (- D)t ecuacion 3.1
Donde:
oc = conductividad eléctrica
Oo = parametro relacionado con la conductividad eléctrica de los NTC
® = fraccién de volumen de los NTC

®. = Umbral de percolacion
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t = Exponente critico que describe el valor fisico relativo a las transiciones de fase

casi continuas.

Vale la pena resaltar que estos valores se pueden hallar experimentalmente.

3.9.2. Conductividad Eléctrica de los MWCNT

Los MWCNT electronicamente se comportan como metélicos, semimetalicos o
aislantes dependiendo de su diametro, de la manera de enrollamiento y el nimero
de capas concéntricas, por lo que son muy sensibles a su estructura geométrica.
Debido a esto, sus caracteristicas electronicas se deben al confinamiento de la
cantidad de electrones normales al eje, por lo que estos electrones se propagan a
través de dos niveles disponibles (Berger, 2003).

Stephan Frank en el afio de 1998 comprob6 que los nanotubos de carbono se
comportan como un conductor eléctrico balistico usando un microscopio de sonda
de barrido (SPM) donde uni6 todas las fibras de nanotubos de carbono en una
superficie de mercurio. Por lo que, a baja temperatura y bajos voltajes los electrones
se mueven libremente sin estrellarse con defectos, vibraciones de la red o con otros
electrones; este tipo de conduccion se muestra en la figura 3.8 (Collins, 2001;
Berger, 2003; De la Vega, 2009, Doh, 2021).

Figura 3.8. Movimiento del electrén dentro de un nanotubo de carbono

(conduccion balistica) (tomado de: De la Vega, 2009)
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Lo que la figura 3.8 muestra es que los electrones pueden ir de un extremo a otro
del nanotubo sin sufrir dispersion, dando lugar al fendmeno de que la resistencia

de un nanotubo es independiente de la longitud de este.

Ahora bien, la resistencia de un nanotubo es la minima permitida por la

mecanica cuantica y se ilustra en la ecuacion 3.2 (Balint,2014):

G = %Go Ecuacion 3.2
Donde:
2e?
G,= — = 13Kn~!
Go = es el cuanto de conductancia ( h )

h = Constante de Planck (6.626x10* J.S)
e = Carga del electrén (1.602x101° C)

Factor ¥z indica que los nanotubos tienen dos canales de conduccion paralelos

a lo largo de su eje y cada canal presenta una resistencia ideal Go

Si el nanotubo no se comporta de una forma ideal su resistencia aumenta, por lo
gue, en este caso, la resistencia no depende de la longitud del nanotubo sino de
su idealidad. Ademas, para MWCNT se encontrd que la corriente es distribuida
de manera no uniforme debido a las reacciones entre paredes, la funcionalizacion
que hay en ellas y a los grupos funcionales que los conforman (Roche, 2001,
Doh,2021).

En la tabla 3.4 se ilustran algunas de las caracteristicas principales de los MWCNT

empleados en esta investigacion.
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Tabla 3.4. Caracteristicas principales de los MWCNT utilizados en esta

investigacion.

Caracteristicas Valores
Diametro externo 13-18 nm
Longitud 3-30 um
Pureza >99%
Contenido funcional 7.0 +/- 1.5%

De acuerdo con la tabla 3.4, se puede apreciar que estos nanotubos permiten una
conductividad balistica. Ademas, el contenido funcional de grupos aminos (-NHz) es
del 7.0 % por lo que proporciona aun mas conductividad debido a que estos grupos
aminos son aceptores de electrones lo que permite que estos no tengan que pasar
por grandes distancias, mientras que, los grupos carbonilos presentan orbitales p
gue se solapan entre si, lo que les permite a los electrones deslocalizarse mas

facilmente.

3.10. CARACTERIZACION TERMICA DE MATERIALES COMPUESTOS

3.10.1. Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC)

La calorimetria diferencial de barrido es una técnica que mide el flujo de calor con
respecto a la temperatura aplicada a la muestra que se encuentra en una atmaosfera
de N2, lo que permite encontrar diferencias en el comportamiento termodinamico de
los diferentes materiales utilizados en esta investigacion. Las propiedades térmicas
gue se analizaron en los diferentes materiales fueron la temperatura de transiciéon

Vitrea (Tg) y la Temperatura de fusion (Tm).

La transicion vitrea en la mayoria de los polimeros es casi imperceptible, esto se
debe al grado de cristalinidad de los polimeros, cuando el polimero es amorfo, la
transicion vitrea se puede observar con facilidad, pero a medida que el grado de
cristalinidad aumenta, los movimientos de los segmentos decrecen y la transicion

vitrea llega a hacerse casi indetectable como el PCL que esta a -60°C.
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3.10.2. Analisis Termogravimétrico (TGA)

La técnica de andlisis por termogravimetria sirve para caracterizar un material
compuesto midiendo los cambios en su peso molecular con respecto a la funcién
aumento de la temperatura. Pero no proporciona informacion sobre transiciones,
fusiones y aquellas propiedades que ocurren sin un cambio de peso, siendo esta su
principal desventaja (Coats, 1968). Para esta investigacion se realizé un TGA a la
PCL sintetizada y a la PCL con las diferentes cantidades de nanotubos, con el
objetivo de visualizar que tanto afecta la adicion de los nanotubos en el cambio del

peso molecular.

3.11. CARACTERIZACION SUPERFICIAL DE MATERIALES COMPUESTOS

3.11.1. Espectroscopia RAMAN

La espectroscopia Raman es una técnica que dispersa la luz en un rango de longitud
de onda de 750 a 850 nm, lo que hace excitar las moléculas presentes,
proporcionando en poco tiempo informacién estructural de un material permitiendo
asi su identificacion, ademdas sirve para caracterizar en gran medida
conformaciones de cadena y cristalinidad en polimeros semicristalinos con gran
precision y claridad, su gran ventaja radica en que es una técnica no destructiva lo
que permite tener una mayor resoluciéon de los espectros obtenidos de los

compuestos a analizar (Kotula, 2017).

Para la PCL la espectroscopia Raman es util si se quiere identificar los picos que
ocurren en un estado semicristalino y se compara con una PCL cristalina. Esto es
importante ya que un material compuesto cristalino obtendra mejores propiedades

mecanicas (Kotula, 2017).
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3.11.2. Espectroscopia Infrarroja (FT-IR)

La FT-IR estudia las vibraciones que las moléculas experimentan, ya que estas
poseen frecuencias en las que rotan y vibran. Estas frecuencias estan relacionadas
con la fuerza del enlace y la masa de los atomos unidos a cada lado de este (Mc
Murry, 2000). A su vez las frecuencias estan asociadas con el tipo particular de
enlace; en el caso de PCL se destacan los enlaces en los grupos funcionales
carbonilo (-C=0), alifaticos ciclicos (-CHz) y el grupo (C-O), los cuales tienen
diferentes frecuencias. Para el caso de los nanotubos de pared multiple acoplados
con grupos aminos se destacan los grupos funcionales de (-NHz), el grupo Carbonilo
(C=0), grupos alifaticos (-CH2). El espectro electromagnético infrarrojo se divide en
tres regiones: cercano, medio y lejano. En investigacion, para el propésito de
identificacion, se utilizé la region del infrarrojo medio (4000-400 cmt) (Hiemenz,
2007)

3.11.3. Microscopia Electrénica de Barrido (SEM)

Mediante esta microscopia se aplica un haz de electrones sobre la superficie de la
muestra, produciendo imagenes de alta resolucién caracterizando su estructura y
grado de cristalinidad. El haz de electrones interactta con los atomos de la muestra
en este caso con el material compuesto PCL/MWCNT, produciendo varias sefiales
sobre la topografia de la superficie y la composiciéon del material compuesto
seflalado. Para producir la imagen, el haz de electrones es combinado con la

posicion de la sefial detectada y con su intensidad (Stokes, 2008).

En este trabajo de investigacion se pretende visualizar la superficie y la composicion
del material compuesto PCL/MWCNT con el objetivo de ver la interaccion refuerzo-

matriz.

Las mallas porosas elaboradas para aplicaciones en el campo de la ingenieria de

tejidos estan hechas de materiales poliméricos biodegradables (ver tabla 3.5) donde
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la PCL es uno de estos materiales poliméricos mas importantes debido a sus

excelentes propiedades mecanicas (Mano, 2008).

Tabla 3.5. Algunos polimeros sintéticos biodegradables, utilizados en ingenieria

de tejidos
Polimero Aplicaciones
PLA-Quitosano i
Hueso, Cartilago

Polianhidridos Hueso, liberacién controlada de farmacos

Poliortoester Liberacién controlada de farmacos
Policaprolactona Dispositivos biodegradables de fijacion

] Hueso, dispositivos de fijacion, liberacién
Policarbonato ;
controlada de farmacos
Polifumarato Hueso

Aunque estas mallas porosas de PCL se pueden obtener por diferentes métodos
como moldeo por fusion, electrohilado, acoplamiento mediante gel, separacion de
fases y liberacidén de particulas, hay una técnica de elaboracion que les confiere a
estas mallas caracteristicas estructurales diferentes a las mencionadas

anteriormente, esta técnica es la impresion tridimensional.

3.11.4. Cristalografia de Rayos-X (XRD)

Es una técnica experimental que se usa en el analisis de la estructura cristalina de
diferentes materiales basada en el fendmeno de la difraccion. Los rayos X (radiacion
electromagnética con longitudes de onda A entre 10 a 1x10?2 nm) se difractan por
los electrones que rodean a los atomos irradiados, produciendo una dispersion
elastica en ciertas direcciones y se amplifican por interferencia constructiva, lo que
origina un patron de difraccion de rayos X; estos patrones son detectados por varios
equipos con detectores especiales que permiten observar y medir la intensidad y

posicion de estos rayos; finalizando en una ecuacion matematica que permite
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obtener una representacion a escala atomica de los atomos y moléculas del material

estudiado (Ryu, 2017). Este proceso se muestra en la figura 3.9.

Figura 3.9. Proceso de medicion de la estructura cristalina de un material por medio
de cristalografia de rayos X (tomada de: .Ryu, 2017; modificada por: José
Pefiaranda Armbrecht, 2023)

3.12. POROSIDAD

La porosidad es la fraccion del volumen de una muestra que es ocupada por poro o
espacio vacio. La porosidad no es una medida de la fraccion del vacio sino del

tamano del vacio.

Los tipos de espacios son importantes para distinguir entre dos tipos de poros o
vacios, uno es el que forma fases continuas con el medio poroso llamados espacios
interconectados o efectivos y el otro tipo de materiales consisten en poros no
interconectados o aislados sobre un medio dispersivo. Los vacios no
interconectados no pueden contribuir al transporte a través del medio poroso, solo

los interconectados o efectivos.
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3.13. PRUEBAS DE TRACCION DE MATERIALES COMPUESTOS

3.13.1. Ensayo de compresion

Este ensayo sirve para medir modulo de elasticidad, limite de elasticidad,
deformacion y resistencia a compresion de la PCL obtenida por medio de la sintesis.

Se realiza en una maquina de ensayos universal.

3.14. PRUEBAS MICROMECANICAS DE MATERIALES COMPUESTOS

3.14.1. Nanoindentacioén

La nanoindentacion es una técnica rapida y facil que sirve para medir la dureza o
rigidez la deformacion plastica (huella) producida en la superficie del recubrimiento
después de la aplicacién de una carga sobre el indentador (normalmente una punta
de diamante). La dureza esta determina por el cociente entre la fuerza aplicada (F)
y el area geométrica (no la proyeccion) de la huella y, por lo tanto, la unidad de
medida es el pascal, aunque también se utiliza el Kg/mm?. Se han desarrollado
formulas aproximadas que permiten calcular la dureza directamente a partir de la
profundidad de penetracién, una vez se conoce la geometria de la cabeza del
indentador. Dependiendo de la dureza y de las aplicaciones, existen diferentes tipos
de indentadores, que no siempre arrojan el mismo resultado de dureza para un

mismo material, como son los convencionales (Naughton-Duszova, 2019).

Cuando se trabaja en baja dimensionalidad, se busca separar la influencia del
substrato en la medida de la dureza de las capas delgadas; usualmente se admite
gue la profundidad de indentacion no debe superar el 10% del espesor de la capa
depositada. Este criterio tiene ciertos inconvenientes en peliculas de espesor
pequefio, por debajo de 01 um, ya que la profundidad maxima de penetracion no
debe superar 10 nm, lo que equivale a una carga de indentacién en el rango de mN,

para obtener valores de dureza de capas delgadas en la zona de 1 GPa a 100 GPa
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(Li, 2002). En la actualidad el equipo diseflado para trabajar en estos rangos de
cargas se conoce como nanoindentador. Este equipo permite hacer una mediad
dindmica de la profundidad de penetracion para diferentes cargas en rangos muy
bajos (curvas carga — descarga). En este mecanismo la carga se aplica mediante
un solenoide cuyo nucleo magnético es solidario con el vastago de indentacion
como se muestra en la Figura 3.10, el desplazamiento del indentador (penetracion)
se obtiene a través de un circuito resonante tipo LC en el cual el vastago forma parte
del condensador del circuito. En este caso, la dureza se obtiene mediante un
andlisis de los datos obtenidos de la profundidad de la huella o penetracion para las

fuerzas aplicadas crecientes y decrecientes (Carga — descarga).

Fuente de Digitalizador
Corriente

Detector
desplaza-
miento

[

1 Control mesa
Muestra |
Micro-
Mesa X-Y

Computadora

Figura 3.10. Esquema de medida dinamica de la dureza mediante nanoindentacion
(tomada de martin, 2003).

Un ejemplo tipico de las curvas de carga-descarga se muestra en la Figura 3.10, en
esta se observa que una vez alcanzado el calor maximo en la curva de carga (punto
A, con profundidad hmax), la curva de descarga (AB) no regresa por el mismo camino
debido a la deformacién plastica permanente o residual que retiene la muestra (con
profundidad hy), asi la dureza se calcula directamente a partir de la profundidad y

mediante la expresion que se observa en la Figura 3.11.
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Figura jError! No hay texto con el estilo especificado en el documento..11. Curva
tipica de carga — descarga en procesos de nanoindentacion, (tomada de Matrtin,
(2003)).

Adicional a la dureza, las curvas de nanoindentacién nos permiten obtener otros
pardmetros elasticos de la muestra, tales como: porcentaje de recuperacion elastica
(ER) (ecuacion 3.3), hmax es el desplazamiento maximo, rigidez del contacto (S) a
través de la pendiente de la parte superior de la curva descarga (ecuacion 3.4) y
mediante el analisis de los datos se puede obtener el médulo de elasticidad (E), el
cual esta relacionado con la rigidez de contacto (S) y donde A es el area proyectada

de la huella de indentacién (ecuacion 3.5) y v es la relacién de Poisson.

ER = [@] x 100 Ecuacion. 3.3
max
S = |Z—Z| w, max. Ecuacion. 3.4

S =2,JA/mr xE/(1—v?) Ecuacién. 3.5

En esta investigacion la caracterizacion mecanica se realizé en un nanoindentador.
Mediante esta técnica se obtuvieron las curvas carga — descarga, a partir de esta

informacion se determind las durezas y médulos de elasticidad (Li, 2002; Ho 2016).
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3.15. PRUEBAS ELECTRICAS DE MATERIALES COMPUESTOS

3.15.1. Método de Resistividad de Van der Paw (MVP)

Este método, para medir la resistividad, consiste tener una lamina conductora
eléctrica homogénea (para el caso de este proyecto de investigacion es el andamio
fabricado con PCL/MWCNT), la cual se le asignan cuatro puntos de medicién a lo

largo de su &rea como se muestra en la figura 3.12 (Rolin, 2016).

Figura 3.12. Medicion del MVP de una muestra de forma arbitraria con sus cuatro

puntos de medicidn de resistividad (imagen tomada de: Banaszczyk, 2010).

Como se muestra en la figura 3.12, a la muestra se le suministra una corriente |1 a
través de los contactos Ay B y se mide la caida de voltaje a través de los contactos
C y D. Posteriormente esto se invierte, ahora la corriente |2 se suministra a través
de los contactos A y D y se mide el voltaje a través de los contactos By C

(Banaszczyk, 2010). EI MVP se rige mediante la ecuacion 3.6:

V1
I1Rg

V2
IR

exp [—n ]+ exp [—n S] Ecuacion 3.6

Se despeja Rs y nos da la resistencia del material de estudio. La principal ventaja
del método de Van der Paw es que la resistividad se puede calcular a materiales

gue no tienen forma definida; pero también tiene como desventaja que el material
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debe contar con una superficie plana para que esta medicidén se pueda realizar con

exito (Banaszczyk, 2010).
3.15.2. Impedancia Eléctrica

La impedancia eléctrica (Z) puede ser definida como una medida de oposicién que
presenta un circuito cuando se le aplica una corriente alterna (CA), por lo que Z
posee tanto magnitud como fase a diferencia de la resistencia que posee
Unicamente magnitud y trabaja con corriente directa (CD). Matematicamente, la Z
se define como la relacién entre el voltaje fasorial (V) y la Corriente fasorial (I) (Ver
ecuacion 3.7) que fluye a través de un terminal dado en un dispositivo a unas

frecuencias determinadas que oscilan entre 50 Hz y 20 kHz (Callegaro, 2009).

I = g Ecuacion 3.7

Donde: Z es la impedancia, V es el fasor de voltaje e | corresponde al factor de

corriente.

Para aplicaciones biomédicas se utiliza el concepto de bioimpedancia la cual se
define con base en la composicion especifica de electrolitos, grasas y agua que hay
en los tejidos de los seres vivos. Si un ser vivo, tiene un alto contenido de agua
extracelular, un alto contenido de electrolitos y un alto nUmero de conexiones
celulares su impedancia va a ser baja; pero si el ser vivo tiene acumulaciéon de
grasas, bajo contenido de agua intracelular, su impedancia va a ser alta, esto es de
suma importancia saberlo, porque un ser vivo con una alta o baja impedancia puede
ser objeto de cambios patolégicos en su composicion celular como derrame pleural,

fibrosis pulmonar, liquido alveolar etc (Lobo, 2018).
3.15.3. Tomografia de Impedancia Eléctrica (TIE)

La TIE tiene como objetivo principal obtener una imagen de la distribucién de la

conductividad dentro de un volumen de prueba realizando mediciones eléctricas en
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la superficie del material, la gréfica que sale de esta tomografia esta representada
en la figura 3.13.

Reactancia (Xc) (Ohm)

Incremento de la
frecuencia (KHz)

Angulo de
fase

Alta frecuencia (Hz) Baja frecuencia (Hz)
Resistencia (R) (Ohm)

Figura 3.13. Gréfica de impedancia (Z) vs Frecuencia (tomada de: Alvero-Cruz,

2011)

La TIE tiene ventajas sobre otras técnicas de medicion de Z, ya que es mas
econdémica, rapida, portatil e inofensiva para la salud humana. La principal
desventaja de la TIE radica en que las muestras deben tener superficies planas y
no ser porosas, esto quiere decir que funciona muy bien para muestras con

superficie homogénea (Paulson, 1993).

3.16. ENSAYO DE CITOTOXICIDAD IN VITRO DE UN BIOCOMPUESTO

3.16.1. Citotoxicidad

La citotoxicidad origina un dafio celular inducido por un agente externo, el cual
consiste en alteracion de los procesos bioquimicos normales de la célula, que
induce a su vez, cambios morfolégicos, celulares y la muerte celular inducida o la
programada “apoptosis”. Por consiguiente, estos cambios celulares son los efectos
gue se producen en la célula por la accién de un téxico y se pueden manifestar
produciendo cambios a diferentes niveles en la morfologia celular, en la membrana

plasmatica y la proliferacion celular (Kit Roche, 2004). Esta citotoxicidad se puede
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dar en células de miocitos, hepatocitos, musculares estriado y liso o también se

determina con lineas celulares estables.

3.16.2. Cambios morfolégicos y de membrana celular

La microscopia es una técnica utilizada para la observacion de la morfologia celular.
Los cambios en la membrana celular por el efecto que ha inducido una sustancia
toxica sobre las células son observables tanto si se produce necrosis como si se
produce apoptosis. En la necrosis se produce una pérdida de la selectividad de
membrana. Las enzimas citoplasmaticas, como la Lactato deshidrogenasa (LDH),
son liberadas al medio extracelular. Mientras que en la apoptosis se mantiene la
preservacion de la membrana plasmatica, a este nivel se producen una serie de
cambios en la asimetria de los fosfolipidos de la membrana celular, no dando origen
a la liberacion de este tipo de enzimas. La apoptosis produce un encogimiento
celular, formacién de cuerpos apoptoticos, condensacion de la cromatina, entre
otros efectos. La necrosis sin embargo estd caracterizada por la pérdida de la
integridad de la membrana (Kit Roche, 2004). Estos sucesos pueden visualizarse
por microscopia mediante el empleo de diferentes tinciones (e.g. May-Grunwald-
Giensa, Hoescht, bromuro de etidio, yoduro de propidio, naranja de acridina).

3.16.3. Procedimientos para evaluar la toxicidad

La toxicidad o citotoxicidad de un material utilizado en salud se evalla generalmente

mediante dos pasos:

e Ensayos de citotoxicidad in vitro, utilizando cultivos celulares primarios (como:
cultivos de linfocitos humanos, fibroblastos, de pulmén, piel, gingivales o
periodontales, igualmente células endoteliales de arterias coronarias o células
epiteliales de rifibn, mucosa oral, retina o cultivos de hepatocitos), o con lineas
celulares estables (rifion de Mono Verde Africano-MA104-, Pulmén Humano-MRC5,

Linfoma Humano-RAJI-L-929, entre otros).
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e Citotoxicidad in vivo, por medio de su implantacion en el tejido subcutaneo o en el
musculo de animales de laboratorio como hamster, ratones y ratas, en este tipo de

ensayos se evalua la reaccion tisular local.

La reaccion in vivo del tejido blanco versus el material de prueba se debe evaluar
primero en biomodelos antes de su utilizacion en humanos. Los resultados de las
pruebas de citotoxicidad in vitro pueden no correlacionarse altamente con los
obtenidos in vivo. Sin embargo, se puede asegurar que, si un material de prueba
induce constantemente una fuerte reaccion citotoxica en las pruebas de cultivos
celulares, es muy probable que también ejerza toxicidad en el tejido vivo (Criollo,
2013).

Las pruebas de citotoxicidad in vitro son las mas cominmente usadas para evaluar
la biocompatibilidad de materiales empleados en salud. Son rapidas, sencillas, que
proporciona un abordaje cuantificable para determinar cual material debe ser
descartado o cual material debe ser sujeto a evaluaciones posteriores. Muchos
meétodos han sido usados para determinar la citotoxicidad de diferentes materiales
biomédicos. Estos meétodos involucran la observacion de la inhibicion del
crecimiento celular, pruebas de permeabilidad de membrana, pruebas de actividad

enzimatica o el registro de dafio y/o muerte celular.

Las pruebas de permeabilidad de membranas y de crecimiento celular evalGan
viabilidades celulares medidas por el halo de inhibicién de crecimiento o al grado de
penetracion de colorantes vitales y no vitales o is6topos radioactivos. Estas se ven
afectadas de acuerdo con el material que se analice, pues existen materiales o
biomateriales que pueden reaccionar por mecanismos de disociacion ionica,
provocando la entrada inequivoca de iones y la apertura de los canales de
membrana alterando posiblemente los resultados (Criollo, 2013).

3.16.4. Ensayo colorimétrico in vitro de colorante XTT

Un ensayo importante de citotoxicidad in vitro es el ensayo con colorante XTT. Este

se basa en la division de la sal tetrazolio (de color amarillo) XXT para formar el
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producto formazan (anaranjado) compuesto soluble en agua debido a la actividad
de la hidrogenasa en las mitocondrias activas. Por lo que una disminucion en el
namero de células vivas resulta en una disminucion en la actividad general de las
deshidrogenasas mitocondriales en la muestra conllevando a una coloracion

naranja del formazéan (figura 3.14).

orange
formazan
derivative

mitochondrial

dehydrogenase

Figura 3.14. Esquema de la transformacién de la sal tetrazolio a formazan donde
hay un cambio de color de amarillo de la sal tetrazolio a un color naranja debido al

formazan producido.

Con este tratamiento se comprueba la proliferaciéon y la viabilidad celular después

de haber sido cultivadas en el andamio.

3.17. PRUEBAS ELECTROFISIOLOGICAS DE LOS MATERIALES
COMPUESTOS

3.17.1. Electromiografia

La electromiografia sirve como deteccién de una sefial eléctrica que se genera
cuando un musculo se contrae; esta sefial permite construir un electromiograma
que es la suma de los potenciales de accion de las unidades motoras durante la
contraccion, lo que permite cuantificar con gran precision el comportamiento

bioeléctrico muscular (Guzman-Mufioz, 2018).
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Existen dos tipos de electromiografias:

1. La Electromiografia invasiva

2. La Electromiografia de superficie

3.17.2. Electromiografia invasiva

Esta técnica obtiene un registro del potencial de accién generado por el masculo
estriado, este potencial es medido mediante la insercion de agujas
intramuscularmente y es conocido como Fine Wire. Una de las principales ventajas
de esta técnica radica en la evaluacion de musculos profundos, los cuales
superficialmente, serian imposibles de medir debido a las interferencias de sefales
emitidas por otros musculos méas superficiales. Otra ventaja es que detecta la
actividad eléctrica en zonas especificas de los musculos debido a que las agujas
empleadas poseen un perimetro pequefio. Este método también posee desventajas
y una de ella es que la insercion de las agujas puede provocar molestias durante la
contraccion muscular lo cual afecta el gesto motor evaluado, también este método
tiene poca repetibilidad ya que por ser intramuscular es muy poco probable colocar

las agujas en el mismo lugar (Guzman-Mufioz, 2018).

3.17.3. Electromiografia de superficie

Con esta técnica se estudia la actividad bioeléctrica del musculo mediante el registro
de las diferencias de potencial registradas en piel. Por lo anterior, utiliza electrodos
que son ubicados sobre la piel del musculo que se quiere evaluar. Su importancia
radica en que se puede estudiar el comportamiento promedio de un musculo, por
este motivo es muy util en evaluar gestos motores ya que no provoca molestias
musculares por lo que es altamente reproducible. Las desventajas es que las
sefales emitidas por los electrodos pueden ser contaminadas por la sefial de otros

musculos adyacentes (Guzman-Mufioz, 2018).
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4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Las enfermedades cardiovasculares (ECV) siguen siendo la causa mas frecuente
de morbimortalidad a nivel mundial, incluido Colombia. Segun Gémez, (2016),
Colombia tiene una poblacion de 47.704.472 personas; aunque no hay un registro
adecuado sobre la prevalencia de la falla cardiaca, se calcula que esta es del 2.3%,
es decir que alrededor de 1.100.000 personas presentan falla cardiaca en Colombia.

El 38.7% de la poblacién presenta una falla isquémica (Figura 4.1).

60% n=4.239

38,7%

30%

Eticlogia de la falla
cardiaca(%)

12,2%

10,5% 10,3%

0,

¢ Isquémica Idiopatica Valvular Chagas Hipertensiva
Figura 4.1. Gréfico de barras donde se muestra la etiologia de falla cardiaca
(tomada de: Gémez, 2016)

En estudios realizados se encontré que 20,1% de los pacientes fueron admitidos
con diagnéstico de falla cardiaca, con edad promedio de 68 afios; de este grupo
51,6% fueron de género masculino y 48,4% pertenecian al femenino; la mortalidad
durante la hospitalizacién fue de 16% y durante el seguimiento a tres meses de

31%; a los seis meses fue de 37,6% y 45,2% al afio (Ministerio de Salud, 2020).

En el Valle del Cauca en 2020 la tasa de mortalidad por falla cardiaca en poblacion
mayor de 20 afos fue de 116.5 por cada 100.000 habitantes (Ministerio de Salud,
2020), mientras que en otros departamentos esta tasa es menor.
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Algunas investigaciones establecieron que en el afio 2021 las enfermedades
cardiacas aumentaron a un 43%. Se calcula que para el afio 2050 habran 14.1
millones de personas sufriendo esta patologia (mision Colombia envejece, 2015),
haciendo de esta enfermedad una de las mas letales en este siglo (Revista

colombiana de cardiologia, 2008).

El corazon se desarrolla durante los primeros meses de embarazo en la etapa
embrionaria. Durante su formacion, hay un equilibrio entre el crecimiento de miocitos
y la muerte de estos. Estos miocitos estan presentes desde que se nace hasta la
edad adulta, pero su crecimiento celular decrece exponencialmente durante esta
etapa (Che et al., 2011). En estudios realizados por Carvalho (2012), Safaeijavan
(2014), Leor (2006), entre muchos otros; se ha demostrado que los cardiomiocitos
se encuentran en constante renovacion producto de la mitosis, pero esta mitosis es
insuficiente para reparar las pérdidas de cardiomiocitos. En otras palabras, durante
su vida, un ser humano renueva la tercera parte de sus cardiomiocitos, pero
desafortunadamente, estas divisiones celulares no son suficientes para reparar el
corazoén infartado, por lo que el corazén no posee la capacidad de regenerar el tejido
perdido y reemplazarlo por tejido funcional contractil durante su cicatrizacion.
Cuando se presenta una insuficiencia cardiaca isquémica, se observan dafos
secuenciales evidenciados fisiolégica y bioguimicamente, haciendo que una parte
del corazén muera perdiendo capacidad contractil producto de la muerte celular de
los miocitos conllevando a la cicatrizaciéon con tejido fibroso no contractil que
reemplaza a los cardiomiocitos, los cuales se pierden irreversiblemente. Esta
situacién se agrava dado que la capacidad contractil del corazén disminuye
notablemente durante toda la vida del paciente, conduciendo a una insuficiencia

cardiaca cronica.

Por las razones expuestas anteriormente, cada dia se desarrollan materiales
compuestos biodegradables que puedan ser utilizados como injertos en ingenieria

de tejidos. Estos andamios, hechos de poliésteres alifaticos como la PCL, PLLA y
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PGA, entre otros, poseen algunas limitaciones que se deben ser tomadas en cuenta
a la hora de ser utilizadas en corazén, en especial cuando se trata de remodelacion
cardiaca. Debido a su gran rigidez, estos polimeros no son elastoméricos (no son
muy flexibles) y por lo tanto no son compatibles con el tejido blando cardiaco.
Ademas, durante su degradacion estos polimeros se parten en productos acidicos,
los cuales son incompatibles con el crecimiento celular dentro del andamio. Estos
productos acidos se auto catalizan creando reacciones secundarias que producen
residuos con mayor peso molecular que pueden ser dificiimente degradados,
dejando grandes masas del andamio o del polimero en el tejido cardiaco (Atzet et
al., 2008). También, poseen propiedades hidrofobas, en especial la PCL (este
caracter hidrofébico hace que la adherencia y migracion celular al andamio no sea
la ideal), debido a que las células no poseen los suficientes nutrientes para proliferar
dentro del andamio poroso ni encuentran puntos de anclaje que le permitan
colonizar el andamio. Por estos motivos generalmente se tienen que emplear
hidrogeles o copolimeros que le incrementen la hidrofilicidad (Atzet et al., 2008;
Anwaar-Nazeer et al., 2019; Huang, 2019). Por ultimo, si no fueran por los polimeros
de alto peso molecular, las propiedades quimicas serian débiles y tendria andamio

guebradizo o fragil.

Hasta el momento no se ha dado solucion total, sino que los tratamientos se han
limitado, en muchos casos, a terapias de inyeccion de células, pero con resultados
parciales porque las células no duran lo suficiente como para seguir su
diferenciacion por tiempo prolongado. También, se han usado polimeros sintéticos
como el PLLA en la fabricacién de andamios, pero sin éxito debido a su rigidez.
Finalmente, no existe suficiente evidencia del acople de nanotubos de carbonos con
PCL en regeneracion cardiaca. Es importante buscar solucion a este problema y
obtener un material compuesto de PCL combinada con MWCNT-NH:z que posea las

propiedades y funcionalidad adecuadas.
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5. HIPOTESIS
El material compuesto de PCL soportado con MWCNT-NH2 sirve como andamio
para crecimiento de células de musculo estriado incluyendo cardiomiocitos, que
permiten la recuperacion de la capacidad contractil perdida.
5.1. Hipotesis nula
El material compuesto de PCL soportado con MWCNT-NH2z no sirve como andamio

para crecimiento de células de musculo estriado, y no permite la recuperacion de la

capacidad contractil perdida.
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6. JUSTIFICACION

El problema de falla cardiaca se esta convirtiendo en la principal causa de
morbilidad a nivel mundial. Esto obedece a que una cantidad importante de
pacientes sobreviven a infartos, solo en Estados Unidos los pacientes con falla
cardiaca remitidos en clinica pasaron de un 4% en 1996 a 13% para el afio 2011,
prolongando su esperanza de vida, pero no en condiciones Optimas, si el masculo
cardiaco no se recupera (Gomez, 2016; Roth, 2017; Jenca; 2021). Las personas
que experimentan un IM y se logran recuperar, experimentan otro IM en un plazo
de un afo. Esto es debido a la FC, producto del adelgazamiento del miocardio y del
sobresfuerzo de las células cardiacas circundantes a la cicatriz producida por el IM.
Ademas, los pacientes después del evento isquémico pueden experimentar
complicaciones como anemia, enfermedades renales cronicas y enfermedades
pulmonares, lo cual hace que estos pacientes deban enfrentar terapias
respiratorias, ejercicios especificos, cambio de dieta y tratamientos farmacolégicos
complejos, su familia también debe estar en tratamiento psicologico (Revista
Colombiana de cardiologia 2008; Teo, 2017; Jenca; 2021).

Por lo anterior, se hace necesario que los médicos puedan identificar a los
pacientes que sean propensos a desarrollar una insuficiencia cardiaca después de
un IMy el inicio de las terapias dirigidas a este tipo de pacientes incrementando los
costos de hospitalizacion, por ejemplo, un paciente con FC le cuesta al pais en el
primer mes un promedio de $18.442.956 COP; del total de este dinero el 62.86%
(11.593.242 COP) se debe al costo de los dispositivos médicos y el procedimiento
quirargico, seguido de la hospitalizacion con un 15.81% (2.915.831 COP) vy el
21.33% (3.933.883 COP) restante se debe a los costos de medicamentos (8.74%),
examenes de laboratorio (5.18%), imagenes (3.91%) y Salas, traslados y otros

servicios (2.35%) (Revista Colombiana de cardiologia 2018).

Ademas de los gastos econdmicos, los pacientes deben enfrentar la etapa de

rehabilitacion cardiaca durante su hospitalizacion como en casa. En la rehabilitacion
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hospitalaria, el paciente dependiendo si su infarto es complicado su estadia en una
Unidad de Cuidados Intensivos (UCI) es de 15 dias y deben de enfrentar una
rehabilitacion en la clinica por unas dos a cuatro semanas, finalizando con un
monitoreo constante y tratamiento sicolégico. Mientras que para la un paciente con
un IM no complicado su estadia en UCI es de cinco a siete dias con monitoreo
cardiaco, pero con una rehabilitacion ambulatoria en casa con monitoreo cardiaco
por unas cuatro a seis semanas, aunado con un cambio de dieta y tratamiento

sicoldgico (Teo, 2017).

Lo anterior se pretende solucionar desarrollando materiales compuestos
biocompatibles y bioabsorbibles, no citotéxicos, que puedan ser utilizados como
injertos en ingenieria de tejidos. Una de las bondades de estos materiales
compuestos es que pueden promover el crecimiento celular, con las caracteristicas
necesarias para que sean biocompatibles. La fortaleza y flexibilidad del material
debe ser escogida dependiendo del sitio a implantar ya que el corazén, por ser un
tejido blando en continua contraccion, requiere un material compuesto flexible y
elastico, con una buena porosidad, para que los cardiomiocitos puedan intercambiar
nutrientes con el medio sin que haya rechazo y permitiendo regeneracion de tejido
nuevo. Por las razones anteriores se desarroll6 un andamio de PCL/MWCNT que
se probd implantandolo inicialmente en un muasculo periférico estriado como EDS
para evaluar su adaptabilidad, tolerancia, integracion al intersticio muscular
(absorbabilidad) y respuesta a estimulo eléctrico midiendo su viabilidad vy

funcionalidad.

65



Tesis Doctoral

Universidad José Pefiaranda Armbrecht 2023
del Valle

/. OBJETIVOS

7.1. Objetivo General
e Desarrollar un andamio de PCL/nanotubos de carbono, elastico, flexible,
conductor eléctrico y absorbible, que permita la adherencia de células
musculares estriadas cultivadas como cardiomiocitos.

7.2. Objetivos Especificos

Elaborar un andamio PLC/nanotubos de carbono

e Evaluar la citotoxicidad del andamio de PCL/ MWCNT-NH:2

e Demostrar la elasticidad, flexibilidad y conduccion eléctrica necesarias

para ser implantado en musculo.

e Observar por histologia el efecto del implante sobre la arquitectura del

musculo estriado receptor
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8. MATERIALES Y METODOS

Introduccién:

En esta seccion se presenta toda la parte experimental iniciando con la sintesis de
los materiales compuestos que constituyen el andamio, junto con sus respectivas
caracterizaciones Y finalizando con las pruebas fisioldgicas de musculo estriado en

biomodelos murinos.
8.1. SINTESIS DE PCL MEDIANTE ROP

En un balén de fondo redondo de 100 mL se vertieron 20 mL de g-caprolactona con
138 L de Sn (oct)2 en ausencia de solventes, se puso bajo agitacion constante con
un magneto a 120 rpm a temperatura ambiente (25°C). Este bal6n, con la mezcla
descrita anteriormente, se ubic6 en un bafio de arena y se tap6 completamente con

la arena para que la temperatura estuviera homogénea todo el tiempo (Figura 8.1).

Figura 8.1. Montaje de la polimerizacion de la PCL. Se observa el balon inmenso

en la arena para mantener homogénea la temperatura.

Se inici6 el calentamiento hasta 140°C, manteniendo la reaccion continua durante

48 h, tiempo en el cual la PCL de alto peso molecular obtenida debi6 adquirir una
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consistencia sélida y fuerte. Se dio por terminada la reaccion y se dejé en reposo

hasta alcanzar temperatura ambiente (Figura 8.2).

Figura 8.2. Aspecto del balon con PCL sdlida blanca de alto peso molecular.

La PCL obtenida se disolvid en la menor cantidad de cloroformo posible y con

agitacion constante, se formé una solucién amarilla transparente (Figura 8.3).

Figura 8.3. Fotografia del balon con PCL obtenida después del calentamiento a
140°C por 48 h, el reposo hasta temperatura ambiente y la disolucion con

cloroformo.

Posteriormente se agreg6 el doble de volumen de metanol (MeOH), con lo cual se
formé una suspension lechosa, de la que se precipité PCL de alto peso molecular,
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en estado solido y de color blanco. Se dejé reposar, se filtr6 al vacio en embudo
Bdchner y se secé con el mismo vacio durante un tiempo de 15 minutos. Acto
seguido, se llevo a campana de extraccion donde se dejo secando dos dias. Una

vez seca, la PCL se empaco para su posterior caracterizacion.

8.2. FUNCIONALIZACION DE LOS NANOTUBOS DE CARBONO A PCL
SINTETIZADA Y A PCL COMERCIAL

Se pesaron 5 g de PCL comercial (PCL()) y 5 g de PCL sintetizada (PCLs)). Por
separado, se agregaron a un Erlenmeyer de 250 mL que contenia 60 mL de
cloroformo. La mezcla se sometio a agitacion constante a 600 rpm durante 1h, a
temperatura ambiente 27 °C. Una vez pasado el tiempo de agitacion y observando
que la PCL se hubiera disuelto completamente, se procedié a pesar 1%, 3% y 5%
de nanotubos de pared multiple (MWCNT) respectivamente. Estos se dejaron en
agitacion constante a 600 rpm durante una hora, se les agreg6 60 mL de cloroformo
y se llevaron a un equipo de Ultrasonido de marca Lab-Companion UCP-10, durante

un tiempo de 30 minutos (Figuras 8.4y 8.5).

Figura 8.4. Fotografia del equipo de ultrasonido empleado para lograr el acople de
MWCNT/PCL (Equipo Ubicado en tecnoacademia SENA-ASTIN)
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Figura 8.5. Fotografia del equipo de ultrasonido con un Erlenmeyer en su interior,

gue contiene MWCNT disueltos en cloroformo.

Una vez terminado este procedimiento, las soluciones de PCL/cloroformo y

MWCNT/cloroformo por separado, se llevaron al equipo de ultrasonido por 1h

adicional (Figura 8.6).

Figura 8.6. Fotografia de dos Erlenmeyer con soluciones de PCL y MWCNT,

respectivamente, dentro del equipo de ultrasonido.

Una vez finalizada la hora, la PCL se mezclé con los MWCNT con los siguientes
porcentajes:

e 1% PCL/MWCNT

e 3% PCL/MWCNT

e 5% PCL/MWCNT

Se dejaron en ultrasonido a temperatura de 47 °C bajo pulsaciones cortas cada tres

segundos durante 2 h. Pasado este tiempo, se precipitaron con 50 mL de meOH
(Figura 8.7).
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Figura 8.7. Fotografia de cuatro cajas de Petri, conteniendo membranas de
PCL/MWCNT precipitadas con MeOH antes de ser secadas en campana de

extraccion.

Finalmente, se dejé evaporar el cloroformo en campana hasta obtener los andamios
deseados. Vale la pena resaltar que con la PCL sintetizada no hubo formacion de

membranas por lo que la parte experimental se realiz6 con la PCL comercial.

8.3. CARACTERIZACION ESTRUCTURAL DEL MATERIAL COMPUESTO
PCL/MWCNT

La caracterizacion estructural del material compuesto de PCL/MWCNT se realizo

mediante dos técnicas complementarias, RAMAN y FT-IR:
8.3.1. Espectroscopia RAMAN

Las mediciones y los espectros RAMAN se procesaron mediante una geometria de
retrodispersion por un equipo marca Thermoscientific DXR (Figura 8.8), con una
fuente de excitacion de Ar* de una longitud de onda 514 nm. Este equipo esta
acoplado con un microscopio marca LEICA invia RAMAN. Los espectros fueron
corridos desde 1000 cm* hasta 2000 cm™, este rango es lo que se conoce como la

huella digital de la PCL (donde estan las bandas principales).
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Figura 8.8 Fotografia del equipo de espetroscopia RAMAN marca, ThermoScientific
(Equipo ubicado en Tecnoparque SENA ASTIN).

8.3.2. Espectroscopia de Infrarrojo (FT-IR).

Las mediciones de las principales bandas de la PCL), PCLs) y del material
compuesto de PCL/MWCNT se llevaron a cabo en un equipo marca Perkin Elmer
Spectrum IR 10.7.2 (Figura 8.9), en el rango de infrarrojo medio con longitudes de
onda desde 400 cm! hasta 4000 cm-2.

Figura 8.9. Fotografia del equipo de FT-IR marca Perkin ElImer Spectrum IR 10.7.2
(equipo ubicado en el SENA ASTIN)

8.4. MEDICION DEL PESO MOLECULAR DE LA PCL Y EL MATERIAL
COMPUESTO MEDIANTE ESPECTROSCOPIA DE MASAS

Las espectros de masas de la PCLc), PCLis) y del material compuesto de
PCL/MWCNT se llevaron a cabo en un equipo marca Shimadzu GCMS-QP2010
Ultra (Gas Chromatograph Mass Spectrometer) (Figura 8.10).
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Figura 8.10. Fotografia del equipo de espectroscopia de masas (Ubicado en la

Facultad de ciencias naturales y exactas Universidad del Valle)

El método empleado para el escaneo de las masas del material compuesto se llevo
a cabo por impacto electrénico a una temperatura de 240°C hasta 200°C, con un
voltaje aplicado a cada filamento de 0.72kV. El tiempo de escaneo de la muestra
fue de 35 minutos, con una relacion de masa carga desde 35 uma hasta 1000 uma.
Los espectros de masas obtenidos fueron graficados a intensidad de pico vs. masa

carga.

8.4.1. Microscopia Electrénica de Barrido (SEM) de la malla impresa de
PCL/MWCNT

Se tomaron todos los porcentajes del material compuesto de PCL/MWCNT y se
acondicionaron con un recubrimiento de oro mediante un sistema de Sputtering
Cressington Sputter Coater 108 auto para incrementar su conductividad eléctrica,
una vez realizado esto, se llevaron al SEM de marca NeoScope JCM-5000 (Figura
8.11), bajo condiciones de voltaje de 4 a 10 kV y a alto vacio con condiciones
criogénicas. Las imagenes de la superficie se tomaron a unas resoluciones de 50,
100y 200X.
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Figura 8.11. Fotografia del equipo de SEM marca NeoScope JCM-5000 (ubicado
en tecnoparque SENA-ASTIN)

8.4.2. Difraccion de Rayos-X (XRD, Alto dngulo)

El equipo utilizando para la determinacion de la estructura cristalografica de los
andamios de PCL/MWCNT, corresponde al difractdmetro de Rayos-X de referencia
PANalytical X pert proTM (ver figura 8.12), con fuente de radiacion Cu Ka con
longitud de onda A = 1.5405 A, voltaje acelerador de 40 kV y corriente de 50 mA.

Figura 8.12. Difractometro de Rayos-X de referencia PANalytical X pert proTM

(ubicado en el departamento de fisica Universidad del Valle)

El equipo cuenta con un monocromador secundario que elimina la radiacion KB y la

fluorescencia, las mediciones fueron realizadas a temperatura ambiente.
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8.5. CARACTERIZACION FISICOQUIMICA DEL MATERIAL COMPUESTO
PCL/MWCNT

Las pruebas de caracterizacién estructural y térmica se llevaron a cabo para la
elucidacion de la estructura primaria y comportamiento térmico del material.
Pruebas de DSC y TGA son utiles en la determinacion del comportamiento térmico
del material, lo cual sirve para dilucidar si el material se comporta como un

elastbmero y cuan estable es a temperaturas.

8.5.1. Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC)

El andlisis térmico de la PCL(), PCL(s) y del material compuesto de PCL/IMWCNT
se hicieron mediante la técnica de DSC, con un equipo marca Mettler Toledo (Figura
8.13) a una velocidad de calentamiento de 10 °C/min en una atmdsfera de nitrégeno
con un flujo de 80 mL/min desde 20 °C hasta 400 °C.

Figura 8.13. Equipo de DSC marca Mettler Toledo (ubicado Tecnhoparque SENA-
ASTIN)

8.5.2. Andlisis Termo Gravimétrico (TGA)

Los analisis térmicos de la PCL y del PCL/IMWCNT se realizaron mediante la técnica
de TGA (Figura 8.14) a una velocidad de calentamiento de 10 °C/min en una
atmaosfera de nitrégeno con un flujo de 80 mL/min desde 20 °C hasta 400 °C (Ho,
2016).
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Figura 8.14. Fotografia del equipo de TGA marca Mettler Toledo (ubicado en
Tecnoparque SENA-ASTIN)

8.6. CARACTERIZACION MECANICA

8.6.1. Nanoindentacién del material compuesto PCL/MWCNT

Este ensayo se us6 para determinar la dureza del material compuesto y se realizo
con la seleccion de tres muestras para cada uno de los porcentajes de MWCNT/PCL
(1%,3%, 5%) usando un equipo nanoindentador marca Ubil-Hysitrom que tiene una

punta piramidal Berkovich de 150 nm, como se muestra en la figura 8.15.

Figura 8.15. Equipo de nanoindentacion utilizado en los andamios de PCL/MWCNT

(equipo ubicado en ingenieria de materiales, universidad del Valle)

Para obtener el modulo elastico, la carga maxima y la dureza, cada muestra se
indentd cinco veces en diferentes partes de su superficie separadas por unos

milimetros.
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8.6.2. Medida de Porosidad del material compuesto PCL/MWCNT mediante

Microscopia electrénica de fluorescencia.

La porosidad del material compuesto es determinante a la hora de la siembra
celular, ya que, sin una adecuada porosidad ni una debida interconexion de poros,
las células no van a poder intercambiar nutrientes con el medio y no van a poder
sobrevivir. Una de las técnicas empleadas para ver el diametro de poro y su

interconexién es la microscopia de fluorescencia.

Se les determiné la porosidad por duplicado a las muestras de PCL ), PCL/IMWCNT
1%, PCL/MWCNT 3% y PCL/MWCNT 5% en un microscopio triocular con
epifluorescencia intensilight con objetivos de 20X, 40X y 100X con un tubo de
aumento intermedio de 1.25X, 1.5X y 2.0X, de marca NIKON ECLIPSE Ni-U90
(Figura 8.16).

Figura 8.16. Fotografia del microscopio NIKON ECLIPSE Ni-U90 (Las imagenes
resultantes son del Laboratorio de imagenes del postgrado en Ciencias-Biologia de

la Universidad del Valle por Juan Felipe Ortega Giraldo).
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Las fotos de porosidad de los andamios de PCL pura y los materiales compuestos
fueron tomadas con una camara digital marca NIKON DS-Ril U3, acoplada encima

del microscopio de fluorescencia (Figura 8.17).

Figura 8.17. Fotografia de la camara digital NIKON DS-Ril U3 (las imagenes
resultantes son del Laboratorio de imagenes del postgrado en Ciencias-Biologia de

la Universidad del Valle-Juan Felipe Ortega Giraldo).

Las fotos obtenidas fueron procesadas por un Software NIS ELEMENTS Br, basico
para investigacion, el cual combina imagenes enfocadas en diferentes planos en

una imagen 2D (Figura 8.18).

VERSION

NIS
Advar Solutions for y

Figura 8.18. Imagen del software NIS ELEMENTS Br (Laboratorio de imagenes del
postgrado en Ciencias-Biologia de la Universidad del Valle-Juan Felipe Ortega
Giraldo).
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8.6.3. Ensayo de Traccion del material compuesto de PCL/MWCNT

Este ensayo se realizd de acuerdo con la norma ASTM 3822-07, mediante la cual
se seleccionaron tres muestras para cada uno de los porcentajes de MWCNT/PCL
(1%, 3%, 5%). La prueba se llevé a cabo mediante el uso de una méaquina universal
de ensayos TINIUS OLSEN H50Ks con una celda de carga de 500 N (Figura 8.19)

con mordazas neumaticas especiales.

A

Figura 8.19. Fotografia de la maquina de Ensayo Universal TINIUS OLSEN H50Ks
(ubicada en Tenoparques SENA-ASTIN).

Se fabricaron probetas de traccion tipo V de acuerdo con la norma ASTM D638-14
(Figura 8.20).

Figura 8.20. Fotografia ilustrando el aspecto de las probetas de PCL/IMWCNT de
acuerdo con la norma ASTM D638-14.

Se empleé una velocidad de desplazamiento de mordazas igual al 5 mm/min de la
longitud del ensayo por unidad de tiempo (mm/min); con una distancia entre

mordazas de 300 mm, con el objetivo de determinar la resistencia maxima a

79



Tesis Doctoral

Universidad José Pefiaranda Armbrecht 2023
del Valle

Traccion, modulo de elasticidad y deformacion porcentual en la carga maxima del

material compuesto.

Las medidas de las muestras en la seccion de falla antes de iniciar el ensayo son

las siguientes:

PCL/MWCNT 1%: espesor 1 mm y ancho 3.22 mm

PCL/MWCNT 3%: espesor 0.22 mm y ancho 3 mm

PCL/MWCNT 5%: espesor 0.45 mm y 3.3 ancho

La falla (momento en que se fracturan) de las probetas del material compuesto

antes mencionado se muestra en las figuras 8.21a, 8.21by 8.21c

Figura 8.21. Fotografias de a) ensayo de Traccion a la probeta de PCL/IMWCNT
1%, b) ensayo de Traccion a la probeta de PCL/IMWCNT 3%, c) ensayo de Traccion
a la probeta de PCL/IMWCNT 5%.
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8.7. CONDUCTIVIDAD DE LOS ANDAMIOS DE PCL/MWCNT

8.7.1. Prueba de impedancia eléctrica del material compuesto y de la PCL

comercial.

Las pruebas de impedancia eléctrica de la PCL(c) y de los porcentajes del material
compuesto PCL/MWCNT al 1%, 3% y 5% se realizaron en un equipo de marca

Wayne Kerr precision Impedance Analyzer 6420 (Figura 8.22).

Figura 8.22. Fotografia del equipo de impedancia Eléctrica (ubicado en el

departamento de Fisica de la Universidad del Valle)

Las muestras fueron compactadas usando una portamuestras de técnica de cuatro

puntas (Figura 8.23).

~-

Figura 8.23. Porta muestras para medir la impedancia eléctrica del material

(ubicado en el departamento de Fisica de la Universidad del Valle)
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Los andamios se sometieron a impedancia eléctrica a diferentes rangos de

frecuencias, mostrando el resultado en pantalla (Figura 8.24).

1385 Q

Figura 8.24. Fotografia de uno de los datos de la impedancia eléctrica arrojado por

el equipo.

Finalmente, los resultados de impedancia capacitiva, resistiva e inductiva (CRI) se
procesaron en un computador, dando una grafica impedancia (Z) vs rango de

frecuencias.

8.8. ENSAYO DE CITOTOXICIDAD IN VITRO DEL ANDAMIO FABRICADO CON
FIBROBLASTOS DE LINEA CELULAR L929.

Una vez fabricados los andamios, se realiz6 la evaluacion de la actividad de la
deshidrogenasa mitocondrial por el método de extraccion y colorante XTT. Este

ensayo se realizo de la siguiente manera:

1. En un frasco de cultivo T-75 se sembro la linea celular L 929 de fibroblastos
(Thermo Scientific, Mouse fibroblast cell line, ATCC # CCL-1 CCL-1is NCTC
clone 929 of strain L, derived in 1948 from a C3H/An male mouse), se le
agregd DMEM complementado con 10% FBS (Cat. No. 14-501F, Lonza) a
37 £ 1 °C ( Figura 8.25).
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Figura 8.25. Imagen de la siembra de Linea celular L929 de fibroblastos
realizada en el Laboratorio In Vitro, de Farmacologia, de la Universidad del
Valle.

. Poco antes del final del periodo de incubacién, las células se evaluaron

microscopicamente (Figura 8.26) y se afiadio el reactivo XTT (CyQUANT™

XTT Cell Viability Assay) y un reactivo de acoplamiento de electrones.

Figura 8.26. Imagen del procedimiento de evaluacién del crecimiento de las
células mediante microscopio realizado en el Laboratorio In Vitro, de

Farmacologia, de la U del Valle.

. Se realiz6 la siembra de esta linea celular L929 de fibroblastos en placa de

24 pozos (Corning™ 3526); (Figura 8.27) y se dej6 cultivando durante 24-48

horas en incubadora a 37°C y 5% de atmésfera de CO..
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Figura 8.27. Imagen de la placa de 24 pozos con el extracto incubado y sembrado

en el Laboratorio In Vitro, de Farmacologia, de la U del Valle

Una vez cumplido el tiempo de incubacién, se transfirieron 100 pL del sobrenadante
de cada uno de los pozos que contienen las células y cada uno de los materiales
analizados antes esterilizados se agregaron a los pozos correspondientes en la
placa de 96 pozos ( Merck PSHTO04R5); (Figura 8.28), se les retiré el medio de

cultivo y se volvio a agregar XTT.

Figura 8.28. Fotografia de los andamios con células L929 en placa de 96 pozos.
Realizado en el Laboratorio In Vitro, de Farmacologia, de la Universidad del Valle

4. Seincubd la placa a temperatura ambiente protegida de la luz durante tres
horas con aluminio. Se volvio a retirar el medio y se agregé 150 uL de XTT.

5. Para que se pudiera realizar la prueba de citotoxicidad se utilizé un lector de
microplacas para ELISA, STAT-FAX 2100, a una longitud de onda de 456 nm

con un filtro de referencia de 492 nm ( Figura 8.29 )
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Figura 8.29. Imagen del equipo de ELISA, STAT-FAX 2100 Tomada en el

Laboratorio In Vitro, de Farmacologia, de la Universidad del Valle

8.9. DIFERENCIACION DE CELULAS MADRE MESENQUIMALES (MSC) A
CARDIOMIOCITOS (CM)

Se usaron células MSC mantenidas en congelacion en el Laboratorio In Vitro de
Farmacologia de la Universidad del Valle, sede San Fernando. Los viales que
contenian las MSC se encontraban preservados en nitrégeno liquido, se retiraron y
se descongelaron en un bafio seroldgico hasta que estuvieron a una temperatura
de 37 °C (Figura 8.30).

Figura 8.30. Fotografia de las células MSC tomadas en el Laboratorio In Vitro, de

Farmacologia, de la Universidad del Valle.

Las MSC contenidas en los viales previamente descongelados se vertieron por
completo en un frasco de cultivo T-75 (Corning™ 430641U) y se llevaron a una
incubadora previamente calentada a 37 °C, con un CO2 graduado en un 5% durante
24 a 48 horas. A este cultivo celular se le cambié el medio inicial (DMEM al 10% 1x
suplementado con suero fetal bovino (SFB) de 10% de concentracién (Cat. No. 14-
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501F, Lonza), cada tres dias con el objetivo de expandirlas (Figura 8.31) hasta que

las células tengan una expansion entre el 70-80% de confluencia.

Figura 8.31. llustracién de la preparacion del medio de MSC realizado en el

Laboratorio In Vitro, de Farmacologia, Universidad del Valle

A las MSC expandidas, se les adicionaron 15 mL de Cardiomyocyte Differentiation
Medium (SCM102, Milipore), y se incubaron a 37°C con CO: al 5% durante 21 dias,

cambiando el medio por medio fresco cada 3 dias (Figura 8.32).

Figura 8.32. Células de CM diferenciados después de los 21 de incubacion.
8.9.1. Siembra de los andamios en las células de CM diferenciadas

Pararealizar la siembra de los andamios de PCL(c)/MWCNT de 1% y 5%; se lavaron

los cardiomiocitos con una solucion salina balanceada de Hank (HBSS) 1x
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(Gibco™) por triplicado y fueron desprendidos del frasco de cultivo con 5 mL de
tripsina 2.5 % (Gibco™ 25300054). Se incubaron a 37 °C con CO2 a una
concentracion del 5 % durante diez minutos. Los CM fueron colectados en tubos de
50 mL y se lavaron por triplicado con HBSS 1x, posteriormente, se agregd 6 mL de
DMEM 1x suplementado con suero fetal bovino (SFB) de 10% de concentracion,
para detener el desprendimiento celular. El recuento celular se realiz6 en una
camara de neubauer y las células fueron resuspendidas a una concentracion de
1x10°© células/mL en HBSS 1x

Se transfirieron 20.5 mL de células desprendidas para realizar un recuento supra
vital con azul de tripan, se realizé una dilucion de 1 en 10 y se colocaron 10 pL en

camara de neubauer (figura 8.33)

Figura 8.33. Conteo de células con azul de tripan en camara de Neubauer.

Se comprobé que habia en total 3.6 millones de células, por lo que se procedié a
sacar 14.4 mL de la suspensioén celular y se pusieron en un frasco de 50 mL al que
se agregaron 33.6 mL de medio SCM102 y se dejo reposar por 15 minutos. A su
vez, también se midi6 la viabilidad celular por este método dando un resultado de
80%.

Transcurrido ese tiempo, se procedi6 a alistar los andamios de PCL«/MWCNT 1%

y los andamios de PCL«/MWCNT 5%, en una placa de 24 pozos (ver figura 8.34).
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Figura 8.34. Andamios de PCL«/MWCNT 1% y PCL«/MWCNT 5% puestos en una
placa de 24 pozos.

A estos andamios, se le agregd una gota de SFB (ver figura 8.35) y se dejan reposar

por 10 minutos.

Figura 8.35. Agregacion de una gota de SFB a los andamios de PCL)/MWCNT en

la placa de 24 pozos.

Se agregaron 2 mL de la suspension de CM previamente preparada a cada uno de

los pozos con los andamios de PCL )/ MWCNT ver figura 8.36)
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Figura 8.36. Colocaciéon de 2 mL de CM a los pozos con los andamios de
PCL«/MWCNT.

Una vez puesto los 2 mL de la de la suspension de CM en todos los pozos con los
andamios de PCL«/MWCNT de la placa de 24 pozos (ver figura 8.37), se continué
cambiando el medio por SCM102 fresco durante 15 dias, hasta su implantacion.

Figura 8.37. Solucion de CM agregada a todos los pozos con andamios de
PCL«/MWCNT.

8.10. IMPLANTACION DEL ANDAMIO DE PCL/MWCNT EN MUSCULO
PERIFERICO DE BIOMODELO MURINO.

La implantacién de los andamios de PCL/MWCNT en mdusculo periférico de

biomodelo murino se realizdé con base en protocolo PROTOCOLO JOVE (Franco,

et al., 2014) de la siguiente manera:
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1. Se anestesié profundamente una rata Wistar (hembra adulta de un afio y
cuatro dias de vida, con peso de 250 g) con isofluorano inhalado, usando un
veporizador ( Storz & Bickel) con 5% de isoflurano con un caudal de oxigeno
min 1,5 L y un vaporizador de vidrio (pyrex) con isofluorano algodon
empapado en la parte inferior (Figura 8.38)

Figura 8.38. Imagen de la rata wistar sedada con isoflurano. Realizado en el

quiréfano de la facultad de Salud de la Universidad del Valle

2. Serasur6 el EDL de la rata wistar y se realizé un corte longitudinal en la piel
sobre musculo extensor largo digital (ELD) de la pata izquierda de la rata con
cuchilla 10 (Paramount) (Figura 8.39).

Figura 8.39. Imagen del corte longitudinal sobre el musculo ELD de la rata Wistar,
realizado en el quiréfano de la facultad de Salud de la Universidad del Valle.
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Se procedi6 a realizar la fulguracion al musculo con un electrobisturi (Valleylab-
Force FXc) (Figura 8.40). El otro musculo de la pata contralateral se usé como

control de reparacion natural.

Figura 8.40. Imagen del musculo EDL electrofulgurado de la pata izquierda de la
rata wistar, realizado en el bioterio de la facultad de Salud de la Universidad del
Valle.

Se suturd la piel sobre el masculo previa infiltracion con Bupivacaina (Laboratorios
Pisa, INVIMA 2011M-0000040-R1) para control del dolor post lesional e implante.
Esta pata sin implante de andamio se usara como control de cicatrizacion "natural”
(Figura 8.41).

Figura 8.41. Imagen del procedimiento de sutura del musculo EDL fulgurado

realizado en el quir6fano de la facultad de Salud de la Universidad del Valle

3. Los andamios a probar fueron sometidos a pruebas de citotoxicidad in vitro
mediante el uso del método MTT, corroborando que no es téxico a las
concentraciones de 1y 5 %, con un didmetro de 3 mm, y desinfectado con alcohol
70% (Figura 8.42).
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Figura 8.42. Imagen de los andamios de PCL/MWCNT utilizados en implantacion
en las ratas, realizado en el quir6fano de la facultad de Salud de la Universidad del
Valle.

4. Los andamios de PCL(c)/MWCNT al 1% y 5% sembrados con CM de la sesion

8.9.1. fueron llevados a la sala de cirugia (Figura 8.43)

Figura 8.43. Imagen del andamio celularizado de PCL/MWCNT utilizado para la
implantacion. Realizado en el quiréfano de la facultad de Salud de la Universidad
del Valle

5. Se realizé un corte longitudinal en la piel sobre musculo ELD de las ratas al
andamio a implantar y se procedio a realizar la fulguracion al muslo con la posterior
implantacion del andamio. El andamio se adhirio con tres microgotas de metacrilato,
una en la parte superior, otra en la inferior y otra a la izquierda. El muslo se cerr6

con sutura (Figura 8.44).
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Figura 8.44. Imagen del andamio de PCL/MWCNT implantado en EDL de la rata

Wistar realizado en el quiréfano de la facultad de Salud de la Universidad del Valle

El musculo de la otra pata posterior sirvi6 como control. Este mismo procedimiento
se repitid bajo estas cinco condiciones utilizando tres biomodelos para cada caso

para un total de 15 ratas wistar:
e Andamio al 1%, sin células diferenciadas.
e Andamio al 1%, con células diferenciadas
e Andamio al 5% sin células diferenciadas.
e Andamio al 5% con células diferenciadas.
e Musculo EDL electrofulgurado sin andamio implantado

6. Las ratas Wistar utilizadas se dejaron en recuperacion. Para aliviar el dolor y la
inflamacion se les administrod ibuprofeno 400 mg/kg por via oral y diclofenaco IP 100
mg/kg peso rata cada ocho horas durante cuatro dias (Figura 8.45).
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Figura 8.45. Imagen de una rata Wistar un dia después de la implantacién de los
andamios en el area de recuperacion de la facultad de Salud de la Universidad del
Valle

7. Después de 10 dias las ratas fueron sometidas a eutanasia utilizando
sobredosis isoflurano. EI masculo completo se extrajo y fue llevado a un
equipo de Biopack (AD INSTRUMENTS Force Transducer), donde se le

realizo estimulacion y respuesta al estimulo.

8.11. REGISTRO ELECTROFISIOLOGICO DE LA CONTRACCION MUSCULAR
DE MODELO MURINO.

8.11.1. Calibracién y configuracién de equipo.
Se realiz6 la calibracion del transductor de Traccién por medio de una masa de 50

g especial para calibracion (Figura 8.46), se realizd la respectiva conversion de

unidades de voltaje a unidades de fuerza (Newton).
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Figura 8.46. Imagen masa de 50 g especial para la calibracion, realizado en el

laboratorio de fisiologia, de la Universidad del Valle
8.11.2. Configuracion del software LabChart.
Para el registro de los datos se utilizé el equipo powerlab 4/26 de la empresa
ADlInstruments, utilizando el software LabChart. Se selecciond la configuracion para
dos canales, un canal de registro y un canal de estimulacion, para el canal de
estimulacién se configuraron los parametros.
8.11.3. Diseccion musculo Biomodelo.
La diseccion del biomodelo murino se llevé a cabo en dos etapas, en la primera
etapa, se sedd el biomodelo utilizando exceso isoflurano en cdmara de vidrio hasta
que fallece. En la segunda etapa se realiz6 la extraccion del musculo. El musculo
fue hidratado con solucién Ringer permanentemente.

8.11.4. Registro electrofisiolégico de la contraccién muscular.

Se ubicé el musculo en el soporte especial (Figura 8.47)
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Figura 8.47. Fotografia del musculo del biomodelo ubicado en el soporte especial

realizado en el laboratorio de fisiologia de la Universidad del Valle.

Como se observa en la figura 8.47, el masculo se fijé firmemente en la parte inferior
del montaje, mientras que la parte superior se acoplo al transductor de Traccién
(previamente calibrado). Acto seguido, se adaptd un sistema de goteo, el cual
contenia solucion Ringer con el fin de mantener el musculo hidratado y asi evitar la

pérdida de sus propiedades.

Posteriormente, se posicionaron los electrodos de estimulacion (Figura 8.48)

Figura 8.48. llustracion de la posicidon de los electrodos de estimulacién durante el
registro fisiologico de la contraccion muscular, realizado en el laboratorio de

fisiologia, de la Universidad del Valle.
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Los electrodos se cloraron previamente con el fin de aumentar sus propiedades

conductoras.

Una vez posicionados los electrodos en el musculo (Figura 8.49), se realizaron las
mediciones de prueba utilizando un tiempo de 30 segundos de estimulacién y

medicion de fuerza de contraccion muscular.

Figura 8.49. Imagen de la posicion de los electrodos en el masculo realizado en el
laboratorio de fisiologia, de la Universidad del Valle.

Una vez encontrada la Traccién optima del masculo se procedié a realizar los
registros de la contraccion (Figura 8.50)

et
AR —

Mecro indow b
HE-dag- Adk OPRE-& 2 DEgeED EE

D oo 1 bt Chart Vi Bt 4250 -ox

-
¥

4]

N Y

Figura 8.50. Imagen de la sefial de contraccion muscular reflejada en la pantalla del
transductor de Traccion del laboratorio de fisiologia de la Universidad del Valle.
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Se registro la sefial por periodos de maximo cinco segundos para evitar la fatiga

muscular.

8.12. DISENO DE EXPERIMENTO

Los resultados obtenidos del acople de las PCL¢s) y PCL()a los MWCNT como los
resultados de la implantacion del andamio PCL«)/MWCNT en musculo periférico de
biomodelos murino se analizaron descriptivamente mediante graficos e indicadores

estadisticos de tendencia central y dispersion.

Se llevé a cabo un Analisis de Varianza (ANOVA por sus siglas en inglés) de una
via a partir de modelos estadisticos semiparameétricos asociados a modelos aditivos
mixtos (caso especial de un modelo aditivo generalizado mixto — GAMM; Wood,
2017) el cual introduce efectos de suavizamiento debido a la falta de linealidad de
los datos (el flujo de calor y la pérdida de peso no presentaron un comportamiento
lineal en funcidon de la temperatura, al igual que el esfuerzo en funcion de la
deformacion y la fuerza de contraccion muscular en el tiempo) e incorpora la
estructura de dependencia que tienen los datos (mediciones repetidas sobre cada

réplica).

En adicién, se realizaron contrastes mudltiples para determinar diferencias
significativas entre las distintas condiciones experimentales evaluadas a un nivel de
significancia del 5%. Los andlisis estadisticos se llevaron a cabo empleando el

programa de libre distribucion R version 4.2.2 (R Development Core Team, 2022).
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9. RESULTADOS Y ANALISIS

En esta tesis doctoral se realizaron dos tipos de resultados, un tipo con respecto a
la sintesis de la PCL y su comparacion con la PCL comercial, para luego comparar
su acoplamiento con MWCNT; y el otro tipo de resultados tienen que ver con la
caracterizacion e implantacion de los andamios de PCL comercial con MWCNT.

Dicho lo anterior, no existe en el mundo un biodispositivo implantable que sea
bioabsorbido y completamente funcional para recuperar la capacidad contrctil, por
condiciones metabdlicas, por lo anterior, se han realizado numerosas publicaciones
tanto nacionales como internacionales en regeneracion de tejidos, abarcando
especificamente el area de remodelacion cardiaca jugando un papel significativo en
el desarrollo de la investigacion y conocimiento en este especifico tema. Pero no se
ha llegado a un andamio de este tipo que tenga en cuenta caracteristicas como
flexibilidad, biodegradabilidad, no citotoxicidad, propiedades eléctricas vy
conductoras, asi como la diferenciacion celular de cardiomiocitos. El impacto que
se esperaba de esta tesis seria que al fabricar andamios de PCL/MWCNT y
PCL«/MWCNT con todas estas propiedades mencionadas y que los cardiomiocitos
implantados sobrevivir lograran realizar sus funciones. Con la hipétesis que se puso
a prueba los objetivos logrados, bajo la premisa de nuevos desarrollos hacia
biomodelos porcinos y posteriormente a humanos, se podra contribuir a bajar la tasa
de mortalidad y morbilidad asociada a la insuficiencia cardiaca cronica,
posiblemente mejorando la calidad de vida de las personas y disminuyendo los
costos de incapacidad causados por esta enfermedad en el sistema de salud y

social.
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9.1. SINTESIS DEL PCL MEDIANTE ROP POR MEDIO DEL MECANISMO
DE COORDINACION-INSERCION

En la figura 9.1 se presentan las imagenes de la PCL de alto peso molecular
sintetizada mediante el mecanismo de ROP de coordinacion-insercion, por medio

de la metodologia reportada en la seccion 8.1.

Figura 9.1. Sintesis de PCL de alto peso molecular obtenida mediante el

mecanismo de coordinacién-insercion.

Posteriormente, la PCL obtenida en la figura 9.1 fue macerada en un mortero

hasta obtener pequefos fragmentos como se observa en la figura 9.2.

Figura 9.2. PCL de alto peso molecular obtenida por el mecanismo de
coordinacion-insercion siendo macerada en mortero.

El proceso de sintesis mediante este mecanismo de ROP fue realizado de forma
sistémica hasta alcanzar las condiciones Optimas que garanticen una
reproducibilidad confiable, por lo que se obtuvieron 700 g de PCL sintetizada
(Figura 9.3). Con esta PCLs) se realiz6 el acoplamiento con los MWCNT.
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Figura 9.3. PCL sintetizada por ROP, empacada en un frasco de vidrio de
1000 mL.

Como se mencionod anteriormente, esta PCL ) se obtuvo mediante el mecanismo de
coordinacién-insercion (figura 9.3) el cual se divide en tres etapas fundamentales.
En la primera etapa, la de iniciacidn, el octoato de estafio (Sn(Oct)z2) se insertado,
en este caso, por un alcohol primario, el 1-octanol formando una especie que se
ilustra en la Figura 9.4. Lo que sucede es que el estafio actlla como un centro activo
debido a sus orbitales d vacios, y capta los electrones desapareados del grupo
hidroxilo del 1-octanol, una vez captado este grupo hidroxilo, suelta el acido-2-etil-

hexandico, dejando el alcoxido de estafio, la especie activa.

\/\/Q‘/o\ o
Sn .
) \QJ\K\/\ + \/\/\/\/pH

(0]
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\Sn\ T Ho
o 0\/\/\/\/

Figura 9.4. Etapa de insercion del alcohol primario 1-octanol al Sn(Oct)2, para

formar una especie activa.
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Tomando en cuenta los resultados de las figuras 9.1-9.4, se puede observar que,
en su estado puro, el Sn(Oct)2 no contiene un grupo alcoxido reactivo. Estudios
mecanisticos recientes han demostrado que 1-Octanol (coiniciador), sustituye por
lo menos uno de los grupos octanoato en una reaccion rapida, y este alcoxido de
estafio formado es el verdadero catalizador para el proceso de iniciacion (Kricheldorf
et al., 1995; Kricheldorf, 2001; Chisholm et al., 2007). Este coiniciador de 1-octanol
forma un enlace éster con la CL y por tal motivo este grupo puede ser facilmente
modificado. Este coiniciador permite asi que se pueda incorporar a la molécula otro
tipo de moléculas con grupos terminales como drogas, vitaminas, hormonas y

moléculas que contengan por lo menos un grupo hidroxilo.

Una vez obtenida la especie activa en la etapa anterior, se inicia la segunda etapa,
la de propagacion. Esta etapa de propagacion representada en la figura 9.5, es la
mas importante porque la PCL juega un papel fundamental como un ligando
coordinado con el estafio del iniciador, via oxigeno del carbonilo (C=0) de la CL;
resultando en un oxigeno de carga positiva reforzando la electrofilicidad del C=0y
a su vez, la nucleofilicidad de los grupos éster de la CL; haciendo que la “insercion”
de la CL hacia el estafio-oxigeno tome lugar (Albertsson, 2003; Pefiaranda, 2013).
En esta etapa de propagacion aun continta el iniciador Sn(Oct)2 haciendo parte del
polimero, éste se debe retirar inmediatamente para evitar efectos citotéxicos en el

polimero de PCL recién sintetizado.
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Figura 9.5. Fase de Propagacion de la polimerizacion por ROP de la PCL

En la etapa de finalizacion, etapa tres, se incorpora en la molécula activa un
compuesto monofuncional, en este caso metanol (MeOH), que retire el Sn(Oct)2del
polimero y éste pueda ser cerrado con el grupo hidroxilo (-OH) final (Albertsson,
2003; Pefnaranda, 2013) (Figura 9.6), quedando asi, la PCL de alto peso molecular

mostrada en la figura 9.3.

CH,OH

0
HO + (0] O
o e e,
n
o

Figura 9.6. Fase de finalizacién de la polimerizaciéon por ROP de la PCL, donde la
incorporacion de un grupo hidroxilo a la molécula activa, hace que el complejo activo

de estafio se retire de la reaccion y quede la PCL de alto peso molecular.
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9.2. CARACTERIZACION FUNCIONAL Y TERMICA DE LA PCL

9.2.1. Comprobacion de la sintesis de PCL mediante ROP por FT-IRy RAMAN

Con el fin de comprobar si hubo reaccion de polimerizacion se realizaron pruebas
de FT-IR, donde se compararon las bandas generadas por el monémero de CL con
las bandas generadas de la estructura de PCL sintetizada. (Figura 9.7). Para este
caso, esta validacion se realiz6 por medio de una comparacion entre las bandas del
monomero la €-CL y las bandas que genera la PCL. Si estas bandas son similares
en todo el espectro, quiere decir que la polimerizacion no se llevdé a cabo y
tendremos oligdbmeros o un material compuesto de bajo peso molecular. Por lo
anterior se realizé el andlisis de las bandas de cada una de ellas con base en el
espectro (Figura 9.7).
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Figura 9.7. Comprobacion de la sintesis de PCL mediante FT-IR y su comparacion

con respecto al monémero de CL.

Por lo tanto, la interpretaciéon de los resultados de FT-IR obtenidos en la figura 9.7,
se basan en unas bandas vibracionales asociadas a alargamientos simétricos y
asimétricos entre 2934 y 2862 cm de los grupos alifaticos (-CHz y -CH-) presentes
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tanto en la CL como en la PCL. Posteriormente, se encuentra una banda muy
pronunciada en 1720 cm™ caracteristica de la vibracién de alargamiento del grupo
C=0 presente tanto en la CL como en la PCL; seguida de dos bandas entre 1478y
1437 cm caracteristicas de la vibraciéon de deformacion de los grupos alifaticos (-
CH2 y -CH-) presentes tanto en la CL como en la PCL. En 1293 cm™! aparece la
banda caracteristica de la vibracion de alargamiento de los grupos C-O y C-C tanto
en la CL como en la PCL. Vale la pena resaltar que en la PCL esta banda se corre
a campo mas bajo debido a su fase cristalina. En 1252 cm*, encontramos la banda
de alargamiento asimétrico caracteristica de los enlaces C-O-C, tanto de la CL como
de la PCL. En 1160 cm encontramos la banda caracteristica de la vibracién
alargamiento de los grupos OC-O, caracteristicos tanto de la CL como de la PCL.
En 1157 cm™ aparece la banda de vibraciéon de deformacion del C-O y de los C-C
de la fase cristalina tanto de la CL como de la PCL.

A partir de estas bandas vienen las diferencias de la CL con la PCL que nos
comprueban que si hubo polimerizacién. Para la CL aparecen dos bandas 1011 cm-
1y 984 cm caracteristicas de la vibracion de alargamiento de los C-O-C del anillo
de la CL, como la PCL no tiene una estructura ciclica (de anillo) estas dos bandas
no aparecen en su espectro. Todas estas bandas mencionadas anteriormente
coinciden con las reportadas en varios trabajos de investigaciéon en los que se
destacan el de Feng (2012), Lang (2012), Elzein (2014), Ghaziof (2017) y Anwaar
Nazeer (2019). Todo lo anterior nos ratifica que si se obtuvo PCL de alto peso

molecular.

9.2.2. Comprobacién de la Sintesis de PCL mediante ROP por RAMAN

Dada la necesidad de identificar diversos grupos funcionales y otras caracteristicas
vibracionales, se realiz6 l|la espectroscopia RAMAN, para comparar la ¢-
caprolactona con la PCLs) y la PCL(). El espectro RAMAN (Figura 9.8) muestra que
la ROP de la PCL tuvo lugar y que efectivamente, el sélido blanco obtenido en la

sesién 8.1 es PCL de alto peso molecular. La espectroscopia RAMAN tiene la
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ventaja de obtener mejores mediciones para vibraciones simétricas de grupos no
polares. Como tiene una mayor resolucion, se realizé el analisis de las bandas
caracteristicas del mondémero la CL, la PCLs) y la PCL). Como se aprecia en la
(figura 9.8) interpretada a continuacién, se observa que el espectro RAMAN de la
PCLs) Yy la PCL() poseen las mismas bandas a lo largo del espectro. Se analizan las
bandas principales, comenzando por aquellas bandas que estan en 2922 cm? y
2873 cm caracteristicas de la vibracion de alargamiento de los grupos -CHz y -CH,
mientras que las bandas de la CL sufren un corrimiento a campo alto, entre 2972
cmy 3032 cm, respectivamente.
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Figura 9.8. Verificacion mediante RAMAN de la polimerizacién de la PCL mediante

ROP y su comparacion con la PCL comercial y el monémero de CL.

Las vibraciones correspondientes se deben a que los grupos alifaticos de la CL
estdn mas tensionados debido a que hacen parte del anillo de la CL (Figura 9.9a),
mientras que los grupos alifaticos de la PCL son de cadena abierta (Figura 9.9b), lo
gue hace que se puedan tener movimientos de torsion, alargamiento y deformacion
sin tanta Traccion. En los espectros de la PCLs)y la PCL(), se observa una banda

caracteristica de la vibracion de alargamiento simétrico del C=0, mientras que esta
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banda en la CL se encuentra corrida a campo alto a 1823 cm, caracteristica de un
C=0 de una lactona (Zuluaga, 2000). En 1437 cm™ aparece la banda de
deformacion simétrica de los -CHz y -CH de la PCL(s)y la PCL(), mientras que ésta
misma banda aparece corrida a campo alto en la CL a 1547 cm™. En 1112 cm*se
observa la vibracion de alargamiento de los grupos -O-C de la PCL¢s)y la PCL(c), a
diferencia de 1189 cm* de la CL. La gran diferencia entre estos dos espectros se
observa en que la CL posee unas bandas en 841 cmy 792 cm™ respectivamente
caracteristicas de la vibracion de deformacion de los grupos — O-C=0 del anillo.
Estas bandas no se encuentran en el espectro de la PCL(s)y la PCL(c), porque éstas
son de cadena abierta (Figura 9.9). Todas estas bandas mencionadas

anteriormente coinciden con las reportadas por Meng (2020).

De acuerdo con lo anterior, se puede decir, que se logro la polimerizacion mediante
ROP por el método de coordinacion-insercion de la PCL. De acuerdo con lo anterior,
se decidio realizar una comparacion de las propiedades térmicas de la PCLs) y la
PCL () con el fin de determinar cudl de las dos PCL se va a utilizar para la fabricacion
del andamio de PCL/MWCNT.

O
0
O o)
b) "

Figura 9.9. Estructura quimica de a) Caprolactona (CL), b) Policaprolactona (PCL)

a)

9.2.3. Espectros de DSCy TGA de la comparacion entre la PCLs) y la PCL(c)
La espectroscopia DSC se utiliza principalmente para visualizar la Tc, Tmy Ta de los

compuestos quimicos, para este caso, se visualizaron estas temperaturas de las
dos PCL.
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El espectro de DSC representado en la figura 9.10 es muy similar entre las dos PCL
cuyas propiedades térmicas son muy parecidas y se corrobora que lo que se obtuvo
en la sintesis fue PCL de alto peso molecular. Vale la pena resaltar que la Tg no se
observo porque el equipo donde se tomaron las muestras no registra temperaturas
tan bajas como -60°C, de manera que los espectros fueron corridos a partir de cero
grados. En este espectro, se aprecian tres temperaturas principales, la primera es
la temperatura de cristalizacion Tc; temperatura a la cual la fase cristalina del
polimero se funde; la segunda es la temperatura de fusion Tm y tercera es la
temperatura de degradacién T4, temperatura a la cual el material se degrada
completamente. Se realizO la comparacibn de estas temperaturas y del
comportamiento térmico de las PCLs)y la PCL(). Para este caso, la Tq reportadas
en la literatura, como en el caso de Pack (2001) son de -12 °C, temperatura la cual
no fue posible de ser alcanzada por los equipos utilizados para realizar esta
medicion, por lo que esta temperatura no se registro para la presente investigacion.
Una evidencia de esta situacion ocurrié en el trabajo de Ming Dong (2001), donde
se realizaron pruebas de DSC de distintos materiales compuestos de PCL con
PLGA y no se pudo reportar la Tq de la PCL pura, por ser demasiado baja, pero se
reportaron Tq de los segmentos grandes de PCL/PLGA50 en 27°C. El espectro de
DSC, muestra una Tm para la PCL) de 62°C, concordante con las reportadas por
Lu (2006), que reporté una Tm para la PCL de 62.4°C. La PCL) tiene una Tm un
poco mas elevado de 65°C. Esto es atribuible a que ésta posee etilenglicol como
plastificante, lo que hace que se incremente esta temperatura. Esta temperatura nos
afirma que la PCL) y PCL() pueden ser utilizadas en aplicaciones biolégicas ya que
presentan una estabilidad en sus propiedades térmicas a una temperatura corporal
de 37°C.
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Figura 9.10. Analisis de las temperaturas de fusion, cristalizacion, y descomposicion
de la PCL¢s) y PCL)

Continuando con el andlisis, se observan dos picos endotérmicos atribuibles a Tc a
364 °C y 417°C, respectivamente. Estos picos endotérmicos se deben a la parte
cristalina y amorfa de la PCL(s), mientras que para la PCL() se observan dos picos
endotérmicos atribuibles a Tca 370°C y a 412°C de la parte cristalina y amorfa de
la PCL. Vale la pena resaltar, que la parte cristalina es aquella que les confiere las
propiedades térmicas y mecanicas a los polimeros, y lo que se requiere obtener es
una PCL altamente cristalina. Por lo anterior, no se usé DSC para calcular la
cristalinidad porque se empled una técnica mucho mas precisa que son los XRD.
Finalmente, para la PCLs), se observa un pico 759°C correspondiente ala Tq y para

la PCL ) se observa un pico a 678°C correspondiente a la Td.

9.2.4. Espectros de TGA de la comparacion entre la PCLs) y la PCL(c)

Se observaron mediante TGA, las propiedades de pérdida de peso molecular con
respecto a la temperatura de las dos PCL, encontrandose un comportamiento en

porcentaje de pérdida de peso muy similar entre ambas.
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La TGA mide el porcentaje de pérdida de peso con respecto a la temperatura. Los
analisis de los espectros TGA de la Figura 9.11, muestran que la PCL() empieza a
perder peso a 306°C, donde tiene un 96% del peso inicial. A temperaturas
superiores el polimero pierde la gran mayoria de su peso hasta los 430°C, donde
queda un 1.22% de su peso original. Esto quiere decir que la PCLs) no perdera
mucho peso molecular a temperaturas inferiores a la reportada inicialmente, lo que
la hace apta para este tipo de aplicaciones cardiacas. Por otra parte, la PCL()
empieza a perder peso a una temperatura un poco mas elevada con respecto a la
PCLs), pues a 370°C todavia conserva un 96% de su peso inicial. A partir de esta
temperatura, el polimero pierde la mayor parte de su peso hasta llegar a 451°C
donde solo queda el 1% de su peso original. Guarino (2017) reportd unas
temperaturas de degradacién un poco mas elevadas, por encima de los 400°C y
llegando hasta una degradacién de aproximadamente en un 99% de su peso inicial
a una temperatura cercana a los 500°C. Sin embargo, Wang (2013) reporta una
temperatura de pérdida de peso de la PCL de 330.89°C, temperatura muy cercana
a la reportada en este trabajo, lo que comprueba que tanto la PCL)como la PCL ()
poseen las propiedades térmicas adecuadas para ser utilizados como andamios

para regeneracion de tejido cardiaco.
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Figura 9.11. Espectros de TGA de la PCLs) y PCL(c)

Con estas caracterizaciones, se comprobo la realizacién de la sintesis de PCL por
ROP y que esta PCL(s) posee propiedades muy similares a la PCL(c). Por lo cual
mediante espectrometria de masas se determiné el peso molecular de PCLs) Yy la
PCLc).

9.3. DETERMINACION DEL PESO MOLECULAR MEDIANTE
ESPECTROSCOPIA DE MASAS.

9.3.1. Espectros de masas de la PCLs) y la PCL(c)
La espectroscopia de masas tiene como funcion principal separar fragmentos de las
moléculas en relacibn masa/carga, por lo que se puede saber con gran precision su

peso molecular. Se realizd espectrometria de masas a la PCLs) para encontrar su

relacion carga/masa.
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El espectro de masas de PCLs) mostrado en la figura 9.12, nos arroja una sefial en
480 masal/carga y un pico base de 115. De ahi que la PCL) posee un peso

molecular cercano a los 480 g/mol.
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Figura 9.12. Espectro de masas de la PCLs) registrando un pico base de 115m/z y

un ion molecular de 480 m/z

También se le realiz6 el espectro de masas a la PCL() para comparar con el
espectro de masas de la PCLs). Este espectro registrado en la figura 9.13 para la
PCL( arroj6 una sefal en 663 masa/carga y un pico base de 57. De ahi que la

PCL() posee un peso molecular cercano a los 663 g/mol.
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Figura 9.13. Espectro de masas de la PCL ) registrando un pico base de 57m/z y

un ion molecular de 668 m/z
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Realizando la comparacion entre la PCL¢) y la PCL() se encontré que la PCL(c)
posee un peso molecular mas elevado. No obstante, dado que la PCL ) también
tiene un peso molecular elevado, esta propiedad la hace apta para ser utilizada en

multiples campos de la quimica, la ingenieria y la medicina.

Las muestras de PCL fueron ionizadas, y los iones formados fueron analizados en
detalle (Figuras 9.12 y 9.13). Este método de considera irreversible porque, una vez
formados estos iones, no es posible que sus molecular vuelvan a su estado original.
En este sentido, esta técnica se considera destructiva (Zuluaga, 2000). La
espectroscopia de masas, entre muchas otras ventajas, se resalta aquella que tiene
ver con la dilucidacién de la estructura quimica y la determinacion del peso
molecular estimado de una molécula (Zuluaga, 2000); para el caso de este trabajo
seria de determinacion del peso molecular de las PCLs) Yy la PCL ).

El espectro de masas de la PCLs) (Figura 9.12) muestra un ion molecular en 480
m/z. El ion molecular (M*) presenta la misma masa de la molécula neutra y es de
vital importancia porque es el ion mas completo de la molécula ya que Unicamente
sufre una sola fragmentacion. Esto quiere decir que este M* representa el peso
molecular de la PCL¢). La PCL¢) posee un peso molecular de 480 g/mol. Otro
aspecto muy importante para analizar es el pico base. Este pico es la fragmentacion
molecular de mayor proporcion, para el caso de la PCL«) es de 151 g/mol, y su
importancia radica en que, gracias a este pico, es posible determinar qué
fragmentos la PCLs) se van a ir degradando cuando la PCL esté implantada en el

sitio de la lesién que se quiere reparar.

El espectro de masas de la PCL() (Figura 9.13), reporta un M* 663 m/z, por lo que
su peso molecular es 663 g/mol y su pico base es de 57 g/mol. Realizando la
comparacion entre ambos pesos moleculares, se puede decir que la PCL () posee
un peso molecular mas alto que la PCL(). No obstante, es importante resaltar que
la PCLs) tuvo un tiempo de polimerizacion de 48 h. Probablemente si se hubiese

dejado mas tiempo de polimerizacién, por ejemplo, de aproximadamente 72 0 96 h,
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su peso molecular hubiese sido similar al de la PCL(). Por esta razén es que se
pudo comprobar que la PCL que se sintetizO en el laboratorio es de alto peso
molecular y puede ser utilizada en las aplicaciones objeto de este estudio. Otro
aspecto para resaltar es que la PCL ) posee un pico base muy inferior al pico base
de la PCLs), por lo que al degradarse en el organismo va a generar fragmentos

mucho mas pequefios y por ende un menor tiempo de anclaje celular.

Se comprobé mediante todos estos métodos de caracterizacion que la PCL
sintetizada posee propiedades similares a la PCL comercial, lo que la hace 6ptima

para que pueda ser funcionalizada con MWCNT

9.4. FUNCIONALIZACION DE PCL¢) Y PCLc) CON MWCNT (ADICION DE
NANOTUBOS DE CARBONO A LA MATRIZ DE CAPROLACTONA)

La funcionalizacion de la PCL con los MWCNT se llevé a cabo utilizando la PCLs) y
la PCL(c). Aplicando la metodologia descrita en la seccion 8, se elaboraron tres
andamios porosos de cada uno de los porcentajes (1%, 3% y 5%) con la PCLs)
(Figura 9.14).

s = -
N . - o

Figura 9.14. Resultado obtenido del acoplamiento de la PCL(s) con los MWCNT: a)

PCL(s/MWCNT 1% b) PCL&/MWCNT 3% y PCLs/MWCNT 5%.

Esta funcionalizacion no generé los andamios de membrana, debido a que la PCL,
al ser sintetizada en el laboratorio, no posee los plastificantes requeridos para la

formacion de estos andamios. Se obtuvo un sélido negro (Figura 9.14) que puede
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ser utilizado para sintesis quimica en trabajos de grado posteriores. Este sélido
obtenido de PCL)/MWCNT puede ser peletizado, extruido y ser llevado a una

impresora 3D para que puedan ser fabricados andamios por esa técnica.

Por lo anterior, se recurrid a la fabricacion de andamios de PCL«/MWCNT al 1%,
3% y 5%. Como resultado del acoplamiento se obtuvieron andamios porosos de
PCL«/MWCNT (Figura 9.15). Este proceso se refiné varias veces hasta obtener
andamios de mejor calidad, los cuales fueron utilizados para realizar esta

investigacion.

Figura 9.15. Andamios obtenidos del acoplamiento de la PCL)con los MWCNT:
a) PCL«/MWCNT 1% b) PCL«/MWCNT 3% y c) PCL«/MWCNT 5%

El acoplamiento de los MWCNT con la PCL() si generé andamios en forma de
membranas (Figura 9.15). Esto se debe a que la PCL«) posee plastificantes
(generalmente PEG) gque hacen que se produzca la formacion de estos andamios
en forma de membrana. Un aspecto importante es que, a medida que se fue
incrementando la cantidad de MWCNT a la PCL(), se generaron andamios mucho
mas porosos. Esto se debe a que los MWCNT generan aglomerados que permiten

la formacion de esos poros.

A pesar de que no se obtuvieron andamios con la PCLs) se realiz6 la verificacion
para determinar si el acoplamiento de la PCLs) y la PCLc) se establece
guimicamente (de manera que potencia la interaccién fibra/matriz) o fisicamente,

donde Unicamente los MWCNT estan adheridos en la superficie de la PCL sin
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ningun tipo de enlace, lo que hace una débil interaccion entre las partes y por ende
los andamios terminan teniendo bajas propiedades mecéanicas. Se procedido a
verificar, mediante espectroscopia RAMAN si hubo acoplamiento quimico entre la
PCL/MWCNT tanto para la PCL) como para la PCL ).

9.5. CARACTERIZACION FUNCIONAL, TERMICAS, MECANICAS Y
SUPERFICIALES DE LOS ANDAMIOS DE PCL/MWCNT

9.5.1. Verificacion del Acoplamiento Quimico entre la PCL/MWCNT vy
PCL/MWCNT mediante ROP por RAMAN

Una vez se funcionalizaron los MWCNT con la PCLs) y laPCL ), se debié comprobar
si este acoplamiento se realizé: (1) de forma fisica donde la interaccion fibra-matriz
no era buena (llamese fibra a los MWCNT y matriz a la PCL) y por consiguiente sus
propiedades térmicas y mecanicas no serian las mejores, o por el contrario, (2) si
este acoplamiento se realizé de forma quimica donde habria formacion de enlaces
quimicos entre ellos y su interaccion fibra matriz seria fuerte y se obtendrian
propiedades térmicas y mecanicas optimas. Antes de realizar esta comprobacion
fue necesario realizar el espectro RAMAN de los MWCNT puros para conocer sus
bandas principales y asi poder determinar si hubo dicho acoplamiento fisico o
quimico. Dicho lo anterior, el espectro RAMAN de los MWCNT (Figura 16) muestra
gue hay tres bandas principales: la banda G, la banda D y la banda 2D. La banda
G esta presente a 1586 cm?, y representa el movimiento de flexién en el plano del
nanotubo de los &tomos de carbono con hibridacion sp?. Los MWCNT reportados
en esta investigacion son altamente cristalinos, debido a que esta banda G es muy
nitida y altamente definida. La banda D en los MWCNT aparece en 1347 cm?y
representa la medida del desorden dentro de los MWCNT y del movimiento de
Traccion de las fuerzas de Van der Waals (respiracion del anillo) de los carbonos
con hibridacién sp?. Se encontré que estas bandas son bastantes parecidas a las
reportadas por Zeng (2006) en 1322.2 cm™ para la banda D y 1574 cm™! para la
banda G de un material compuesto de PCL/MWCNT pristinos. Kong (2012), reporté
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la banda G a 1550 cm™ en nanotubos de carbono. Por su parte, Flores-Cedillo
(2015) report6 las bandas D en 1610 cm™y la banda G de los MWCNT en 1590 cm-
L. Todas las bandas reportadas anteriormente, concuerdan con las reportadas en

esta tesis.

RAMAN MWCNT

Banda D
200 - \

Banda G

/

100

Intensidad RAMAN

Banda 2D

\

T T T T T T T T T T T T T
0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500
NGmero de Onda (cm™)

Figura 9.16. Espectro RAMAN de MWCNT mostrando la banda D, la banda Gy la
banda 2D.

El valor de la banda 2D es de 2410 cm™. Esta banda tiene importancia porque
provee informacion sobre el grosor de las capas de grafeno que conforman los

nanotubos de carbono.

Una vez analizado el espectro RAMAN de los MWCNT, se realiz6 la verificacion del
acoplamiento quimico de los MWCNT a la PCL¢)y a la PCL«c) mediante RAMAN
(Figura 9.17 y Figura 9.18) donde se aprecia que a medida que se va aumentando
la cantidad de MWCNT en los andamios, las bandas de la PCL¢) y PCL(s) van
disminuyendo de intensidad. El espectro RAMAN de los andamios de
PCL«/MWCNT 1% y PCLs/MWCNT 5% muestran una banda en 1744 cm™y 1748
cm?, respectivamente de vibracion de elongacion simétrica caracteristica del grupo

C=0de la PCL()yPCL¢). Ademas, a 1639 cm™ se observa una banda de vibracién
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de elongacion atribuida al acoplamiento quimico del grupo C=0 de la PCL )y PCLs)
con el grupo amino (-NH2) de los MWCNT. La banda G de los MWCNT se observa

a 1531 cm sufriendo un corrimiento hacia campo bajo de 55 cm™ con respecto a

la banda G de los MWCNT puros. La banda D de este andamio se solapa con la

banda de la PCL()y PCLg) registrada a 1357 cm™ atribuibles a la vibraciéon de

deformacion asimétrica de los grupos -C-H de la molécula de PCL«)y PCLs) y de
los MWCNT. Este corrimiento de las bandas D y G de los MWCNT, producto del

enlace con el material compuesto, fue reportado por Zeng (2006) que registré un

corrimiento de bandas de 11 cm™ del material compuesto con respecto a los

MWCNT originales.

550

500 -
450 -
400 -
350 -
300 -
250 -

200

Intensidad RAMAN

150
100
50

0

831

e SRS N

1033~ "

982

Espectro RAMAN

1223

\ 1341
\ 1585

1360

—— MWCNT
——PCL(S)

—— PCL(S)/MWCNT 1%
—— PCL(S)/MWCNT 3%
—— PCL(S)/MWCNT 5%

1641

.

1746

W e <ﬁﬁ\

820 1225

1516

—
600

750

—
900 1

NGmero de Onda (cm™)

050 1200 1350 1500

— T T 1
1650 1800 1950

Figura 9.17. Comprobacion mediante espectrometria RAMAN que el acoplamiento

entre la PCLs) y los MWCNT se llevo a cabo quimicamente.
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Figura 9.18. Comprobacion mediante espectrometria RAMAN que el
acoplamiento entre PCL¢) y MWCNT se realiz6 quimicamente para la

fabricacion de los andamios PCL«)/MWCNT en todos sus porcentajes

En los andamios de PCL«/MWCNT 1%, PCL/MWCNT 3% y PCL«/MWCNT 5%
se conserva la banda en 1744 cm, pero ya no aparece la banda en 1639 cm™,
registrando las bandas D y G de los MWCNT corridas hacia campo bajo con mayor
intensidad. De acuerdo con lo anterior, se pudo comprobar mediante RAMAN que
el acoplamiento entre los MWCNT y PCL(), PCL(s) se realiz6 de manera quimica.
Ademas, se comprob6 que, a medida que se aumenta la cantidad de MWCNT en

los andamios, éstos ejercen una mayor influencia en su estructura.

Una vez realizada la verificacion del acoplamiento quimico entre los dos materiales
utilizados para fabricar el andamio, se realizaron pruebas térmicas de DSC y TGA
de los andamios de PCL/MWCNT y PCL«/MWCNT con el fin de comprobar si

estas propiedades térmicas fueron potenciadas por la adicion de los MWCNT
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9.5.2. Espectro de DSC de la comparacion Térmica entre la PCL(s)y el sélido
fabricado de PCL(s)/MWCNT

Se realiz6 una comparacion entre el DSC de la PCL) con respecto al solido
fabricado de PCL/MWCNT, con el fin de comparar si la temperatura de fusion Tm
sufre algun tipo de cambio y si esto lo afecta positiva 0 negativamente. Este espectro
de DSC (Figura 9.19) mostro que la PCLs) tiene una Tmde 61°C y a medida que se
va incrementando la cantidad de MWCNT esta temperatura sufre algunos cambios
gue se expondran a continuacion. La Tm del sélido de PCL)/MWCNT 1% es de
57°C, comparada con la Tm de la PCLs) presenta una disminucion de 4°C,
influenciados por los MWCNT que hacen que esta temperatura disminuya. La Tm
del sélido de PCLs/MWCNT 3% fue de 55 °C, presentando una mayor disminucién
producto del incremento de los nanotubos de carbono en el andamio. La Tm del
andamio de PCL)/MWCNT 5% fue de 53 °C, confirmando que a medida que se
incrementa la cantidad de MWCNT en los andamios su Tm disminuye. No hay un
articulo para referenciar comparativamente estos resultados porque todos se han
realizado con PCL comercial. Se puede observar la misma tendencia de disminucion
de Tc, tanto para la parte cristalina como para la parte amorfa; y esta misma
tendencia ocurre con la T4 para todos los porcentajes de los solidos fabricados de
PCL«)/MWCNT. Lo anterior quiere decir que los nanotubos de carbono bajan las
temperaturas globales de los andamios. Sin embargo, no influyen en el
comportamiento térmico de los andamios, por lo que los sdlidos fabricados de
PCL/MWCNT conservan las propiedades térmicas iniciales, haciéndolos muy
estables para trabajar a temperaturas de 37°C necesarias para aplicaciones

cardiacas.
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Figura 9.19. Comparacién de las temperaturas de fusion, cristalizacion y
degradacion entre la PCL(s) y el sélido fabricado de PCLs/MWCNT.

9.5.3. Espectro de DSC de la comparacion Térmica entre la PCL() y los
andamios fabricados de PCL«/MWCNT

También se realiz6 la comparacion entre el DSC de la PCL) con respecto al
PCL«/MWCNT (Figura 9.20). Este espectro de DSC mostré que la PCL () tiene una
Tm de 64°C, comparando con los andamios de PCL«/MWCNT 1%, se encuentra
que poseen la misma Tm, por lo que los MWCNT no ejercieron ningun efecto de
alteracion. Este resultado es corroborado por Jecg Chin (2015), que reporté una Tm
para la PCL de 62°C y no reporté cambios de Tm para sus andamios de
PCL/MWCNT 0.05%, PCL/MWCNT 0.1%, PCL/MWCNT 0.3%, PCL/MWCNT 0.5%
y PCL/IMWCNT 1%, sino hasta sus andamios de PCL/MWCNT 3%, en donde
registré una Tm superior de 63°C. Los andamios de PCL«/MWCNT 3% registraron
una Tmde 62°C, menor que la de los andamios de PCL«/MWCNT 1%, consistente
con lo reportado en esta tesis con los andamios de PCLs), pero contradictorio con
lo reportado por Jecg Chin (2015). Para los andamios de PCL ¢/MWCNT 5% de esta
tesis, se registra una Tm de 61°C, mucho menor que la PCL ), con 3°C de diferencia,
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pero esta Tm coincide exactamente con la reportada por Jecg Chin (2015) de 61°C.
Conrespecto a las Tc de la parte cristalina y amorfa, estas aumentan su temperatura
en los andamios de PCL )/ MWCNT 3% y PCL/MWCNT 5%, debido a la influencia

del plastificante y a la interaccion con los MWCNT, lo mismo ocurre para la Tq.
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Figura 9.20. Comparacion de las temperaturas de fusion, cristalizacion y

degradacion entre la PCL() y los andamios de PCL«)/MWCNT.

Finalmente, vale la pena resaltar que estos andamios de PCL/MWCNT vy los
soélidos fabricados de PCL)/MWCNT tienen propiedades térmicas de polimeros

semicristianos, que es lo que se busca para este tipo de aplicaciones cardiacas.

9.5.4. Espectros de TGA de la comparacion entre la PCL¢) y los Sélidos de
PCL(s) IMWCNT y los andamios de PCL(c) y PCLc)/MWCNT

Una vez comprobada la estabilidad térmica de los andamios fabricados, se procedio
a verificar su pérdida de peso molecular con respecto a la temperatura. El espectro
de TGA para la comparacion de los solidos de PCLs)/MWCNT (Figura 9.21) muestra
que la pérdida de peso de los solidos de PCL)/MWCNT 1% y de la PCL(s) son muy
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parecidos, del orden del 4 %, donde la mayor pérdida de peso esta en el rango de
los 320°C hasta los 480°C en donde se registra una pérdida de un 99%. Este rango
de temperatura esta ligeramente por debajo del rango registrado de la PCL ) pura.
Esta tendencia a la baja se aprecia también en los solidos de PCL/MWCNT 3% y
de PCLi/MWCNT 5%. Vale la pena resaltar, que estos andamios son los que
registran una menor temperatura de pérdida de peso a los 327°C en comparacion

con respecto a los otros sélidos.

100
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J / ——PCL(s)
80 4 —— PCL(s)/MWCNT 1%

327°C —— PCL(s)/MWCNT 3%
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Figura 9.21. Comparacién entre los espectros de TGA de la PCLs) con respecto a
los sélidos de PCLs)/MWCNT.

A medida que se va incrementando el porcentaje de MWCNT en los sélidos de
PCL/MWCNT su temperatura de degradacion disminuye (Figura 9.22). Esto es
debido a que los MWCNT le confieren al material compuesto una mayor rigidez que
causa el descenso de esta temperatura de degradacion. Esta disminucion de
temperatura no es tan marcada en los sélidos fabricados de PCL)/MWCNT al 3%
y 5%, por lo que la adicion de los MWCNT a la PCLs) no tiene incidencia en la

estabilidad térmica.
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Figura 9.22. Comparacion entre el descenso de la temperatura de degradacion con
respecto al incremento de los MWCNT en los soélidos fabricados de PCLs)/MWCNT.

Con respecto a los andamios de PCL«/MWCNT (Figura 9.23) estos pierden peso a
temperaturas muy similares en todos sus porcentajes, que van desde 377°C
(pérdida de peso 4%) hasta una temperatura de 450°C (pérdida de peso del 99%).
Estas temperaturas son muy parecidas a las reportadas por George (2019) que,
para su andamio de PCL/MWCNT 1%, registr6 una temperatura inicial de
degradacion de 338°C hasta una temperatura final de 412°C con una pérdida de
peso del 75%.
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Figura 9.23. Comparacién entre los espectros de TGA de la PCL ) con respecto a
los andamios de PCL«/MWCNT.

Esta pérdida de peso molecular tan parecida en todos los andamios de
PCL«/MWCNT con respecto a la PCL() indica que la adicion de los MWCNT a los
andamios no tiene incidencia en la estabilidad térmica de la PCL() (George, 2019;
Jecg Chin, 2015) (Figura 9.24).
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Figura 9.24. Comparacion entre el descenso de la temperatura de degradacion con
respecto al incremento de los WMCNT en los andamios de PCL )/ MWCNT.
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Lo anterior permite aseverar que los andamios son adecuados para este tipo de
aplicaciones cardiacas ya que permiten mantener estabilidad térmica una vez

implantados en el miocardio.

9.5.5. Analisis estadistico de TGA obtenidos para los andamios de
PCL/MWCNT

En la tabla 9.1 se presentan los resultados del analisis de varianza para el modelo
GAMM ajustado, donde se sugiere mediante los términos suavizados que los
espectros de TGA cambian en funcion de la Temperatura (Términos suavizados:

valor-p < 0.05).

Tabla 9.1. Andlisis de varianza del Espectro TGA segun PCL) con MWCNT y

Temperatura.
Términos EStadFIIStICO Valor-p | Resultado
Paramétricos:
Tratamiento 13078 <2.0E-16 | Significante
PCL 3128 <2.0E-16 |Significante
Tratamiento:PCL 9994 <2.0E-16 |Significante

Suavizados:

s(Temperatura): 1% - o
_ 100403 | <2.0E-16 |Significante
Comercial

s(Temperatura): 3% - o
) 86108 <2.0E-16 | Significante
Comercial

s(Temperatura): 5% - o
) 75591 <2.0E-16 |Significante
Comercial

s(Temperatura): PCL o
) 55868 <2.0E-16 | Significante
Comercial
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s(Temperatura): 1% - o
L 62605 <2.0E-16 | Significante
Sintetica

s(Temperatura): 3% - o
o 42235 <2.0E-16 | Significante
Sintética

s(Temperatura): 5% - o
L 76301 <2.0E-16 | Significante
Sintetica

s(Temperatura): PCL

o 49303 <2.0E-16 | Significante
Sintética

Los términos paramétricos del modelo GAMM ajustado de la Tabla 9.1 sugieren un
efecto significativo de interaccion entre el tipo de PCL y el porcentaje de MWCNT
(Valor-p < 0.05), indicando que el espectro TGA presenta un comportamiento que
depende conjuntamente de ambos factores. Las pruebas de contrastes multiples
(Tabla 9.2) indican que hay diferencias significativas entre todas las condiciones
experimentales evaluadas (entre PCLc) y PCL/MWCNT, entre PCLs) Yy
PCL/MWCNT, y entre PCL() y PCLs) para cada porcentaje de MWCNT)

Tabla 9.2. Prueba de contrastes multiples entre PCL y MWCNT con valores-p

ajustados por el método de Bonferroni para los espectros TGA.

Factor Media |Desviacion|Agrupacion*
Comercial

MWCNT 1% 39.07 49.98 a

MWCNT 3% 40.67 48.77 b

MWCNT 5% 41.25 48.35 c

PCL(c) 42.67 49.00 d
Sintética

MWCNT 1% 33.26 46.95 a

MWCNT 3% 38.83 45.58 b

MWCNT 5% 33.46 45.95 c
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PCL(s)

MWCNT 1%
PCL(c)
PCL(s)

MWCNT 3%
PCL(c)
PCL(s)

MWCNT 5%
PCL(c)
PCL(s)

PCL
Comercial

Sintética

38.81

39.07
33.26

40.67
38.83

41.25
33.46

42.67
38.81

46.89

49.98
46.95

48.77
45.58

48.35
45.95

49.00
46.89
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d

Vale la pena resaltar que al NO OBTENERSE ANDAMIOS con la PCLs) la tesis se

llevé a cabo con los andamios de PCL«c)/MWCNT.

9.6. CONSTRUCCION DE LOS ANDAMIOS DE PCL)/MWCNT

La parte metodoldgica de la construccion de los andamios de PCLc/MWCNT se

expuso en la sesién 8.2. Vale la pena resaltar en este apartado que una vez

acoplada la PCL(c)con los MWCNT este material compuesto se puso en caja Petri

(Figura 9.25) para posteriormente ser secada en campana de flujo laminar y asi

obtener los andamios; esto se realiz6 para todos los porcentajes de PCL«c)/MWCNT.
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e 1 :
Figura 9.25. Material compuesto de PCL«c)y/MWCNT antes de ser llevado a
campana de flujo laminar para ser secado y obtener los andamios de

PCL/MWCNT.

9.7. DETERMINACION DE LA ESTRUCTURA INTERNA DE LOS ANDAMIOS DE
PCL«/MWCNT MEDIANTE RAYOS XRD

Una vez fabricados los andamios de PCL«c/MWCNT se pretendié determinar su
estructura interna por medio de la técnica de XRD. Con la estructura interna se
determina la fase cristalina en el estado sélido de la PCL(c) y de los PCLc/MWCNT
(1%, 3% y 5%) (Figura 9.26). Por lo anterior, se realizaron ensayos de difracciéon de
rayos x para la PCL(c) y para los andamios de PCLc)/MWCNT 1%, PCLc/MWCNT
3% y PCL«c)/MWCNT 5%,
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Figura 9.26. Determinacion de la estructura interna de los andamios de
PCLc/MWCNT mediante XRD.

Esto permitié determinar el sistema cristalino al que pertenecen los andamios, asi
como los parametros de celda (unidad de celda con que se organiza un cristal). La
figura 9.26 muestra los difractogramas de rayos X, en los cuales se pueden observar
los picos tipicos de difraccion de la PCL a 19.6, 23.76 y 36.32, esto evidencia la
naturaleza semicristiana de estos andamios de PCL«c)/MWCNT. Adicionalmente se
observan las reflexiones a 26.6 y 43.5 asociadas a los planos (002) y (100) de los

MWCNT, respectivamente.

La geometria de los méaximos de difraccion permite determinar la estructura de los
cristales de los andamios de PCL«c/MWCNT (Figura 9.27).
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Figura 9.27. Geometria de los maximos de difraccion que permiten determinar la

estructura de los cristales de los andamios de PCL«c)/MWCNT.

En la figura 9.27 se puede observar un aumento en la intensidad del pico asociado
al plano (002) de los MWCNT, en la medida en que se usaron mayores
concentraciones de MWCNT, siendo la concentracion de 5% donde se presentd
mayor intensidad en el pico. Vale la pena resaltar que los difractogramas muestran
la naturaleza semicristiana de la PCL, pero se notaron ciertos cambios en los picos
de difraccion asociados al porcentaje de MWCNT usados, lo anterior concuerda con
la investigacion reportada por Hudecki, (2019), esta sinergia estructural puede ser
evidencia de la efectiva interaccion entre los WMCNT y PCL(c), siendo el andamio
de PCL«c/MWCNT 5% el mas cristalino, lo cual se corrobora con imagenes de SEM.

Esta naturaleza semicristalina de los andamios de PCLc/MWCNT encontrada
mediante XRD se corrobor6 por DSC y TGA. Por lo que se procede a revisar su

morfologia superficial de poros.
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9.8. DETERMINACION DE LA POROSIDAD DE LOS ANDAMIOS DE
PCL/MWCNT

9.8.1. Determinacién de la Porosidad de los Andamios de PCLc/MWCNT
mediante Microscopia Optica

La porosidad de los andamios de PCL«c/MWCNT se observé por medio de
microscopia optica. Se empezé determinando la porosidad de la PCL() con el
propoésito de comparar la porosidad de ésta con la porosidad de los andamios de
PCL«cy/MWCNT (1%, 3%, 5%).

El andamio con PCLc)a simple vista no presenté poros, pero cuando se puso frente
al microscopio Optico presenté un poro interconectado de didmetro de 1200.73 um
(Figura 9.28).

500 ym

Figura 9.28. Porosidad del PCLc) observada por microscopio Optico con un
aumento de (4-1.5X)

Se les realiz6 el mismo procedimiento a los andamios de PCL«c/MWCNT 1%. Se

observa un poro interconectado de diametro 714.67 um, apto para que las células

puedan anclarse y empezar a realizar sus funciones especificas (Figura 9.29)
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Figura 9.29. Porosidad del andamio de PCL«c)y/MWCNT 1%, observado por

microscopio Optico con un aumento de (20-2X).

Se observa para el andamio de PCL«cyMWCNT 1% (Figura 9.29) un solo poro
interconectado de 714.67 pm. Pese a que el tamafio de poro se redujo
considerablemente en comparacion al reportado por la PCL, es aln muy grande

para estas células.

Al observar por el microscopio Optico al andamio de PCL«cy/MWCNT (3%), éste
presenté una mayor porosidad. Los poros que aqui se observaron fueron aquellos
que presentaron interconectividad, sus didmetros fueron 153.74 um (izquierda),
93.59 um (derecha) y 550.26 um (abajo). Se evidencié una heterogeneidad en el
diametro de los poros, en donde la mayoria de ellos, presentaban diametros

inferiores a los requeridos por las células para poderse anclar (Figura 9.30).
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Figura 9.30. Porosidad del andamio de PCL«cy/MWCNT 3%, observado por

microscopio optico con un aumento de (20-2X).

En el andamio de PCLc/MWCNT 3% se encontraron varios poros (Figura 9.30) y
se registraron aquellos poros interconectados. El primer poro interconectado de la
foto superior izquierda, posee un tamafio de 153.74 um, apto para el anclaje de CM,
el segundo poro interconectado de la foto superior derecha, posee un tamafo de
poro de 93.59 um, apto también para en anclaje de CM. Finalmente, el tercer poro
interconectado de la parte inferior, posee un tamafio de poro de 550.26 um tamafio
ideal para que los CM se anclen en las paredes del poro, se promueva el anclaje

entre células y estas puedan ejercer sus funciones adecuadamente.

Con el andamio PCL«c/MWCNT 5% se evidencio una gran cantidad de poros
interconectados (Figura 9.31). En la parte superior izquierda de la figura 9.31, se
muestra un poro con diametro de 568.62 um, en la parte superior derecha se
muestran tres poros con diametros de 250.73 pm, 234.54 pm y 466.53 pm
respectivamente. En el centro izquierda de la figura se muestra un poro de didmetro
345.88 um; en el centro derecha de la figura se muestra un macro poro de 1922.78
pum; en la parte inferior izquierda se muestra un poro de diametro de 534.84 um vy
en la parte inferior derecha se muestra un poro de 677.07 um. Estos poros estan

dentro del rango 6ptimo para el crecimiento y viabilidad celular.
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Figura 9.31. Porosidad del andamio de PCL«c)y/MWCNT 5%, observado por

microscopio Optico con un aumento de (10X).

El andamio de PCL«c/MWCNT 5% (Figura 9.31) registr6 una porosidad bastante
elevada, motivo por el cual se registraron Unicamente seis poros interconectados.
El primer poro de la parte superior izquierda posee un tamafio de 568.62 um tamario
ideal para en anclaje celular debido a lo explicado anteriormente. Los poros de la
parte superior derecha poseen tamafios de 250.73 um, 234.54 uym y 466.53 pm
respectivamente, todos adecuados para el anclaje de CM. El tercer poro de la mitad
izquierda posee un tamafio de 345.88 um, tamafio adecuado para anclaje CM. El
cuarto poro del centro derecha, posee un tamafo de poro de 1922.78 um. El quinto
poro de la parte inferior izquierda posee un tamafio de poro de 534.84 um, tamafio
ideal para el anclaje de CM. El sexto poro de la parte inferior derecha posee un

tamafio de 667.07 um, tamafo ideal para el anclaje de CM.

Determinar la porosidad de los andamios de PCLcy/MWCNT es muy importante
porque estos poros proporcionan una superficie y un volumen vacio que favorecen
la entrada, proliferacién y crecimiento de CM mediante un intercambio de fluidos, lo
cual promueve la formacién de nuevo tejido cardiaco (Matiolli-Belmonte, 2012). Por
lo anterior, se aprovecho la capacidad de los MWCNT en formar aglomerados
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generando poros de manera espontanea en los andamios. Se debe distinguir entre
dos tipos de poros, uno es el que forma fases continuas con el medio poroso (poro
interconectado o efectivo) y el otro consiste en la formacion de fases discontinuas
con el medio poroso (poro no interconectado). Este ultimo tipo de poro no puede
contribuir al transporte de nutrientes a través del medio poroso por medio de las
células. Esto sélo lo realizan los poros interconectados; por tal motivo, se reportaron
Gnicamente los poros interconectados de cada uno de los andamios de
PCL«c)/MWCNT.

Ahora bien, los CM poseen un tamafio dependiendo del sitio donde estén ubicados.
Vu, (2014) en un capitulo de su libro titulado “Biomaterials and cells for cardiac
tissue engineering” establece que el tamafio de un CM ventricular humano es de
100 a 150 pm de largo y con un diametro de 20 a 35 um. Por otra parte, en un
trabajo de investigacion realizado por Tracy, (2011) donde midi6 el tamafio de
cardiomiocitos del ventriculo izquierdo en autopsia de cadaveres, encontrd que los
CM son cilindricos y que tienen un diametro de 17 a 25 um y una longitud de 60 a
140 um. De acuerdo con lo anterior, se podria deducir que poros por debajo de los
rangos reportados, no permitirian un anclaje celular y, por ende, no serian

adecuados para aplicaciones cardiacas.

En la determinacion de la porosidad de los andamios PCLc) se observo un solo poro
interconectado de 1200.73 um; estos poros tan grandes implican que los pocos CM
gue se logren anclar a las paredes del poro, no van a lograr el anclamiento e
interconexién de las otras células a su superficie, sino que van a quedar aisladas y
no van a ejercer sus funciones especificas de manera correcta. Con lo discutido
anteriormente se comprueba que a medida que se incrementa la cantidad de
MWCNT en los andamios mayor porosidad tendran, esto se comprobd con el
andamio de PCL«c)/MWCNT 5% con mayor cantidad de poros. Por otro lado, es
importante sefialar que la formacién de estos poros no se debio a la adicion de
ningun componente como NacCl o a la utilizacion de ningan tamiz, sino que como se

dijo, se aprovecho6 la capacidad de los MWCNT de formar aglomerados para
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generar poros. Es por esta razdn que se explica la heterogeneidad en el tamafio de

poros en los andamios.

9.8.2. Determinacion de la porosidad de los andamios de PCLcy/MWCNT
mediante SEM

Se comprob6, mediante microscopia Optica, que los poros generados en los
andamios estan interconectados y poseen el didmetro suficiente para que las
células puedan anclarse a ellos y asi ejercer sus funciones especificas. Lo que se
pretendié por SEM es ver la morfologia de esos poros en todos los porcentajes de

los andamios (Figura 9.32).

Como se aprecia en la figura 9.32, el andamio de PCLc/MWCNT 1% posee

microporos no interconectados entre los 10 um hasta los 50 um.

Figura 9.32. Determinacion de la morfologia superficial de los poros del andamio
de PCLc/MWCNT 1%.

El SEM se utilizd, en esta ocasion, para visualizar la superficie de los andamios,
independientemente si éstos tuvieran poros interconectados. Por este motivo, es
importante resaltar que los poros de los andamios de PCL«c/MWCNT 1% (Figura
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9.32) son muy pequefios y la gran mayoria no presentan interconectividad. Debido

a esto, se registré una viabilidad celular muy baja del 51.12%.

La morfologia de los poros del andamio de PCLc)/MWCNT 3% presentd poros mas
grandes y con interconectividad y sus tamafios variaron entre los 25 um hasta los
100 pm (Figura 9.33).

Vac-High PC-Std. 10kV x 40 w— 500 1M 011000
TECNOPARQUE-SENA

Vac-High PC-Std. 10 kV x 1000
TECNOPARQUE-SENA

Figura 9.33. Determinacion de la morfologia superficial de los poros del andamio
de PCL«c/MWCNT 3%.

Para los andamios de PCL«c/MWCNT 3% (Figura 9.33) se observaron poros mas
grandes e interconectados, lo que hizo que la viabilidad celular fuera del 57. 74%

muy similar a la de los andamios de PCL«c)/MWCNT 1%.

El andamio de PCL«c)/MWCNT 5% present6 poros grandes, con interconectividad y
sus tamafios variaron entre los 50 pm hasta los 800 um (Figura 9.34).
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Figura 9.34. Determinacion de la morfologia superficial de los poros del andamio
de PCLc/MWCNT 5%.

Mientras que para los andamios de PCL«c/MWCNT 5% (Figura 9.34) se visualizé

una superficie mucho mas porosa, con muchos poros interconectados lo que hizo

gue su viabilidad celular fuera muy alta de 89.71%, aun mas alta que la viabilidad
de la PCL(c)de 81.92%.

Dada la aplicacion de estos andamios en recuperacion de la falla cardiaca, es de

vital importancia que éstos sean caracterizados mecanicamente mediante ensayos

de Traccidn, para determinar si éstos poseen la elasticidad y la resistencia suficiente

como para soportar las cargas que se realizan en el corazén.
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9.9. ENSAYO DE TRACCION DE LOS ANDAMIOS PCL)/MWCNT

Con el fin de evaluar las propiedades mecanicas de deformacion y de resistencia
maxima (oT) que pueden soportar los andamios de PCL«c)/MWCNT, se realizaron
pruebas de traccion. Estas pruebas de Traccién nos permiten determinar el médulo
de elasticidad, modulo de Young (E), que nos dice qué tan rigido es el material.

Entre mayor sea el valor del E mas rigido sera el material.

9.9.1. Caélculo de E y ot para los andamios de PCL )/ MWCNT

Para este trabajo de investigacion se requieren E bajos para que el material sea
flexible, por lo tanto, se realizaron pruebas de Traccion a los andamios con
diferentes porcentajes de PCL«c)/MWCNT (1%, 3% y 5%), para tener unos valores

de resistencia maximay E mas precisos como se ilustra en la figura 9.35.

20

Ensayo de Traccion de PCL /MWCNT

Esfuerzo (MPa)

] / —— PCL/MWCNT 3%

24 — PCL/MWCNT 5%
E — PCL /MWCNT 1%

0 T T T T T T T T T T T T T

0 10 20 30 40 50 60 70

Deformacioén (%)

Figura 9.35. Ensayo de traccion para los andamios de PCL«c)/MWCNT en funcién
del porcentaje de nanotubos de carbono 1%, 3% y 5%.

El E se calculé usando la relacion entre el esfuerzo y la deformacion en la zona

lineal de las graficas y se tomo el valor de la pendiente (Tabla 9.3).
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Tabla 9.3. Calculo del médulo elastico de los andamios de PCL«c/MWCNT 1%

Modulo elastico
(MPa)
0.74
1.29
3.59

Andamio PCL«c/MWCNT (%)

En la figura 9.36 se realizé6 una comparacion entre los E de los andamios de
PCL«/MWCNT en sus tres porcentajes y se encontré que el mas flexible, con una
E de 0.74 MPa, es el andamio de PCL)/MWCNT 1% y el mas rigido con una E de
3.59 MPa es el andamio de PCL«/MWCNT 5%, mientras que los andamios de
PCL«/MWCNT 3% presentaron una flexibilidad intermedia de E 1.29 MPa.

4.5 Médulo de Elasticidad de los andamio de PCL(c)/MWCNT
4,0 1
’5'-5‘ ]
2 %]
T 3,04
=] ]
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© ]
W 20
()
S ]
% 1,5+
3 .
§ 1,0 /
0,5 | —=— PCL,/MWCNT
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Porcentaje MWCNT (%)

Figura 9.36. Incremento del Médulo elastico para los andamios de PCL)/MWCNT
a medida que se incrementa la cantidad de MWCNT

Para aplicaciones cardiacas encontramos que, debido a factores como el

envejecimiento, pérdida de masa muscular o infarto cardiaco, el mudsculo cardiaco
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sufre un debilitamiento en su fuerza y flexibilidad. Se estima que el corazon alcanza
una maxima eficiencia (en términos de fuerza) a los 30 afios y luego se reduce
paulatinamente al incrementar la edad, significando una disminucion en la tasa
promedio de fuerza tensil del musculo, en el sistema cardiovascular, en un 7% entre
los 30-37 afios y un 21% de disminucion entre los 60-70 afios. La fuerza de tensil
estandar para el musculo cardiaco es de 0.11 MPa, lo que significa que el musculo
cardiaco para una persona de 80 afios podria esperarse que esté funcionando a
solo dos tercios de su fuerza maxima como resultado del envejecimiento (Benedicta-
Edwards, 2005).

De acuerdo con lo anterior, se puede afirmar que, aunque todos los andamios de
PCL«/MWCNT se ajustan a la fuerza tensil estandar para el masculo cardiaco, el
gue mejor se ajusta es el PCL/MWCNT al 1%. Esto es debido a que tiene un E
muy cercano a la fuerza tensil estandar del corazén de 0.11MPa, lo que lo hace muy
flexible, comparable al musculo cardiaco. Caso contrario ocurre con el andamio de
5% que presenta una E bastante alta de 3.59 MPa, lo que lo hace bastante rigido
para este tipo de aplicaciones, sin embargo, esto no quiere decir que no pueda ser
utilizado en aplicaciones cardiacas. Con respecto a los andamios de PCL«/MWCNT
al 3% se puede deducir que, pese a que tiene rigidez, se podrian utilizar para otro

tipo de tejidos en musculo estriado esquelético.

Los datos registrados del E de los andamios de PCL«/MWCNT de esta tesis,
coinciden con los registrados por Meng (2020) donde se reportan resultados de E
entre 1.4 a 6 MPa para andamios de PCL/MWCNT de 0.1% y PCL/MWCNT de 0.2%
con un porcentaje de deformacion del 20%, similar al porcentaje de deformacion de
los andamios de PCL/MWCNT 1% desarrollados en esta tesis, pero muy
diferentes a los PCL«/MWCNT 5% que tienen un porcentaje de deformacion de casi
un 80%. Vale la pena resaltar, que en la figura 9.35 los nanotubos de carbono actian
como refuerzo ya que no permitieron que las probetas se rompieran por completo,
sino que se fueran fracturando por partes, en forma de hilos. Por otro lado, Flores-

Cedillo (2015), reporta E mucho mas elevadas entre 172 a 608 MPa. Esto se debe
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a que los andamios fabricados en dicha investigacién constituyen una mezcla de

PCL, hidroxiapatita, quitosano y MWCNT, para ser utilizados en implantes dentales,

por esta razén éstos deben ser rigidos y por ende poseer E elevados.

Se procedio a estimar la resistencia maxima de los andamios de PCL«c)/MWCNT,

gue es el valor maximo de la zona elastica que el material puede soportar antes de

fatigarse (Tabla 9.4).

Tabla 9.4. Estimacion de la resistencia maxima de los andamios de

PCL(c/MWCNT 1%

Resistencia
Andamio PCL«c/MWCNT (%) maxima, oy
(MPa)
1 5.23
3 7.64
14.7

Las comparaciones entre ot de los andamios de PCL«/MWCNT fabricados son

concordantes con las E halladas, el andamio con menor resistencia seria el de
PCL/MWCNT 1% con un valor de 5.23 MPa, seguido del andamio de
PCL«/MWCNT 3% con un valor de 7.64 MPa y el de mayor resistencia seria el
PCL«/MWCNT de 5% con un valor de 14.7 MPa. Esto quiere decir que el andamio

de PCL/MWCNT 1%, si se somete a una fuerza superior a 5.23 MPa se rompe,

mientras que el andamio de PCL/MWCNT 5% posee una ot muy superior a los

otros andamios (ver figura 9.37).
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Figura 9.37. Incremento de la resistencia a la Traccion de los andamios de
PCL«/MWCNT a medida que se aumenta la cantidad de MWCNT

Este valor de ot del andamio de PCL«/MWCNT 5% seria favorable para
aplicaciones cardiacas y en tejidos que tuviesen que soportar cargas altas como
rodillay huesos. Como evidencia de esto, Flores-Cedillo (2015), report6é ot cercanos
a los reportados, entre 18 a 42 MPa, para andamios que pueden utilizados en

regeneracion ésea.

9.9.2. Andlisis estadistico de los datos de Traccion obtenidos para los
andamios de PCL/MWCNT

En la Tabla 9.5 se presenta los resultados del analisis de varianza para el modelo
GAMM ajustado, donde se sugiere mediante los términos suavizados que la

Traccion, cambia en funcién de la Elongacion (Términos suavizados: valor-p < 0.05).
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Tabla 9.5. Analisis de varianza del Esfuerzo segun PCL con MWCNT y Elongacion.

e Estadistico
Términos - Valor-p | Resultado
Paramétricos:
Tratamiento 9.340 <2.0E-16 | Significante

Suavizados:

s(Elongacion) : o
_ 698.6 <2.0E-16 | Significante
Tratamiento 1%

s(Elongacion) : o
. 5083.1 <2.0E-16 | Significante
Tratamiento 3%

s(Elongacion) : o
_ 176.8 <2.0E-16 | Significante
Tratamiento 5%

Mediante la Tabla 9.6 se evidencia que la PCL con MWCNT tiene un efecto
significativo sobre la Traccion (Término paramétrico: valor-p < 0.05), encontrandose
diferencias entre PCL/MWCNT 1% y PCL/MWCNT 5%, donde los valores medios

mas elevados se obtienen en esta Ultima condicion experimental.

Tabla 9.6. Prueba de contrastes multiples entre tratamientos con valores-p

ajustados por el método de Bonferroni para la variable Esfuerzo.

Factor Media |Desviacion| Réplicas |Agrupacion*
Tratamiento
7.16 2.7 3 a
1%
Tratamiento
11.54 5.29 3 b
3%
Tratamiento
3.15 2.08 2 ab
5%

*Letras iguales indican que no existe diferencias significativas
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9.9.3. Observacion de Superficie de Fractura de las probetas de los andamios
de PCL«c/MWCNT mediante SEM

Una vez realizado el ensayo de traccion de los andamios de PCLcy/MWCNT, las
probetas quedan fracturadas. Estas fracturas permiten un acercamiento a las
propiedades del material. Por ejemplo, si una fractura fue gradual genera hilos,

mientras que si una fractura fue directa no genera hilos.

De acuerdo con lo anterior, se observaron las fracturas de las probetas de todos los
porcentajes de los andamios de PCL«c/MWCNT mediante SEM (Figura 9.38 (a), (b)

y (©)).

Vac-High PC-SId., 10 kV x 200
TECNOPARQUE-SENA

Vac-High PC-Std. 10kV x50 —— 500 [ 011370
TECNOPARQUE-SENA

Figura 9.38. Fractura de la probeta del andamio PCL«c/MWCNT 1%. La probeta

presenta porosidad y se observan hilos en su fractura.
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Vac-High PC-Std. 10 kV x 100 — 200 pm
TECNOPARQUE-SENA

Vac-High PC-Std. 10kV x50 —5 00 [T 011378
TECNOPARQUE-SENA

Figura 9.38b. Fractura de la probeta para ensayo de traccion del andamio
PCL«c/MWCNT 3%.

La probeta es aun mas porosa que la del 1% y se evidencia que este andamio es
mucho mas rigido, lo que concuerda con los datos de mdédulo de elasticidad

obtenido de 3.59 MPa obtenido anteriormente.

Vac-High PC-Std. 10kV x 500 — 50 ym 011384
TECNOPARQUE-SENA

Figura 9.38c. Fractura de la probeta del andamio PCL«cy/MWCNT 5% (Karen

Astudillo, Tecnoparque, Sena)

La probeta es porosa y se evidencia la presencia de hilos que pueden servir como

un refuerzo ante una posible ruptura del material.

El andamio de PCL)/MWCNT al 5% (Figura 9.38c), muestra unos hilos generados
en la fractura y no una fractura plana longitudinal; estos hilos generados en la
fractura se deben al reforzamiento de los MWCNT del material sin que el andamio
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se fatigue tan rapidamente (Figuras 9.38a y 9.38b), debido a que en la region
plastica se observan unas “escaleras” que no permiten que el material se fracture

de lleno sino por partes generando hilos (Figura 9.39).

.;E

Figura 9.39. Fractura de una probeta del andamio de PCL)/MWCNT al 3%, con

forma de hilo

El resultado descrito fue corcondante para el resto de los andamios que también se
fracturaron de esta manera. Se infiere que este tipo de fracturas son muy comunes
encontrarlas en materiales viscoelasticos como polimeros, en especial aquellos que
estan fabricados con PCL debido a su alta flexibilidad. La fractura nos abre las
puertas para determinar que tanta dureza tienen estos andamios de

PCL«c/MWCNT, por lo que se realizaron pruebas de nanoindentacion.

9.10. ANALISIS MECANICO MEDIANTE INDENTACION INSTRUMENTADA
(NANOINDENTACION) A LOS ANDAMIOS DE PCL /MWCNT

Las pruebas de nanoindentacion se utilizan para determinar dos parametros muy
importantes, uno de estos es la dureza del material y el otro es el desplazamiento
gue sufren los andamios cuando se les aplica una carga. Los andamios de

PCLc/MWCNT, tienen una dureza excelente del orden de los GPa. El parametro
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de desplazamiento aumenta a medida que se aumenta el porcentaje de nanotubos

de carbono en los andamios de PCL«c)/MWCNT (Figura 9.40).

10000

Nanoindentacién PCL/IMWCNT

1%
3%
5%

8000

6000 -

Carga (mN)

4000

2000 -

OI"I'I'I'I'I'I'I'I'I'
0 30 60 90 120 150 180 210 240 270 300 330

Desplazamiento (nm)

Figura 9.40. Desplazamiento de los andamios de PCL«c)/MWCNT obtenida por

nanoindentacion.

Se encontré6 un aumento de los parametros de dureza de los andamios de
PCL«c/MWCNT a medida que aumento el porcentaje de MWCNT (Figura 9.41).

20
Dureza de PCL(C)/MWCNT

18- 1

=
[}
1

<

a

e

© 14 -

N

g

>

a
12 -
10 1

—m—PCL_/MWCNT

1 2 3 4 5
Porcentaje de MWCNT (%)

Figura 9.41. Dureza de los andamios de PCLc/MWCNT obtenida por

nanoindentacion.
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Los resultados de las pruebas de nanoindentacion establecen que, a medida que
se aumenta la cantidad de MWCNT en los andamios, aumenta su dureza (la
resistencia de un material a ser deformado plasticamente). En consecuencia, el
andamio de PCL«/MWCNT al 5% es el que mayor dureza posee, lo que indica un
andamio rigido, mientras que el andamio de PCL«)/MWCNT al 1% es el andamio
mas blando. Esto es corroborado por Huang (2019), donde se registro un
incremento en la dureza de los andamios a medida que se incrementaba la cantidad
de MWCNT. Huang, registré para sus andamios de PCL«/MWCNT al 0.25 % una
dureza de 0.04 GPa, para los andamios de PCL/MWCNT al 0.75%, una dureza de
0.05 GPa y una dureza similar para los andamios de PCL«/MWCNT al 3%. Dichos
resultados estan muy por debajo de los registrados en esta tesis, indicando que los
MWCNT utilizados en esta investigacién no solo sirven como refuerzo de la matriz
de PCL, sino que contribuyen enormemente a las propiedades mecanicas de los

andamios (Huang, 2019).

Los resultados de dureza obtenidos en el presente trabajo se comprueban con las
curvas de desplazamiento (Figura 9.41), donde el desplazamiento para el andamio
PCL«/MWCNT al 5% es menor que el desplazamiento en nm registrado para los
andamios de PCL«/MWCNT 3% y los andamios de PCL«/MWCNT 1%, siendo este
altimo el mas blando de todos los andamios. Lo anterior no es concordante con el
modulo elastico reportado para los andamios de PCL«/MWCNT al 5%, que fue de
0.74 MPa, indicando un material flexible. Esto se explica debido a que el ensayo de
traccion es una medida macro, donde se evalla todo el sistema, mientras que
cuando se hace nanoindentacion, las areas que toma la medida son muy pequefias.
Por otro lado, el equipo de nanoindentacion puede haber tomado una regién donde

haya aglomeracion de MWCNT cuya dureza es mayor y registre esos datos.

Con la nanoindentacién también se calcula el E de los andamios de PCL«cy/MWCNT
de la porcion que se nanoindento (ver figura 9.42).
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Figura 9.42. Modulo Elastico de los andamios de PCLc/MWCNT calculados por

nanoindentacion.

Como se aprecia en la figura 9.42, el modulo elastico es muy elevado del orden de
los 220 GPay éste aumenta a medida que aumentan la cantidad de nanotubos, esta
misma tendencia se visualiza en el calculo de la resistencia de la regién plastica de
los andamios. Para aplicaciones cardiacas lo importante es la flexibilidad, por lo que
se puede argumentar que se deben tomar los valores del médulo elastico y no los
valores de dureza ya que ésta Ultima se halla en la regién plastica del material y lo

que interesa para este tipo de aplicaciones es la region elastica.

Los nanotubos de carbono ejercen un incremento de esta resistencia a medida que

éstos se incrementan (ver figura 9.43).
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Figura 9.43. Resistencia de la deformacion plastica de los andamios de
PCLc/MWCNT

Lo que se observa en la Figura 9.43 es que los andamios de PCL«c)/MWCNT al 1%
son los que menor resistencia a la deformacion plastica, mientras que a medida que
se va incrementando el porcentaje de nanotubos de carbono esta resistencia
aumenta. Esto quiere decir que, a medida que se incrementa el porcentaje de
nanotubos mayor sera la resistencia plastica del material, lo que es favorable porque
soportara mayores cargas de fuerza que es lo que se busca para este tipo de

aplicaciones cardiacas.

Otro parametro importante para analizar de los andamios de PCL«c)/MWCNT es el
porcentaje de recuperacion elastica (%R) (Figura 9.44). Esta recuperacion se mide
mediante la ecuacion 9.1 y se calcula con base en el porcentaje de MWCNT

contenidos en los andamios fabricados.

5 -6
%R = —= P 4100% Ecuacion 9.1

6max

Donde:
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Omax= €s el desplazamiento maximo

Op = es el desplazamiento plastico

Recuperacion Plastica de los andamios de PCL(C)/MWCNT
]

57,55

57,50

Recuperacion Plastica (%)

—=— PCL _/MWCNT |

1 2 3 ' 4 5
PCL ,/MWCNT

Figura 9.44. Recuperacion Plastica de los andamios de PCLcy/MWCNT.

Aunque los resultados de la recuperacion plastica son casi constantes para todos
los porcentajes de los andamios de PCLc/MWCNT (Figura 9.44), se aprecia que a
medida que se incrementan los MWCNT en los andamios su recuperacion plastica
disminuye esto es debido a que los MWCNT le aportan mas rigidez a los andamios
(Piedrahita, 2017); siendo el andamio de PCL«c)/MWCNT 5% el mas rigido de todos,

por lo que este andamio se deforma poco elasticamente.

Los andamios de PCL«c/MWCNT en todos sus porcentajes pueden ser utilizados

en aplicaciones de ingenieria de tejidos, mas aun en el area de recuperacion de
tejidos musculares.

Con la nanoindentacién se terminan todas las pruebas de revision de las

propiedades, térmicas y mecanicas de los andamios de PCLc)/MWCNT. Como se

trata de aplicaciones cardiacas, se debe revisar la conduccion de estos andamios.
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9.11. DETERMINACION DE LA CONDUCTIVIDAD ELECTRICA DE LOS
ANDAMIOS DE PCL«/MWCNT MEDIANTE IMPEDANCIA.

La conductividad eléctrica de la PCL() y de los andamios de PCLc/MWCNT (1%,
3% y 5%) se determinaron mediante impedancia. Una vez hallada la impedancia,

se procedi6 a calcular la resistividad mediante ajuste de circunferencia.

Al determinar la conductividad eléctrica de la PCL() se encontr6 que no presenta
resultados consistentes de impedancia, lo que quiere decir que la PCL(«) no es
conductora y por lo tanto debe presentar valores de resistencias altos (Figura 9.45-
Tabla 9.7).

Impedancia PCL(C)

2x10°

1x10° 1

Value Standard Error
D2 Intercept 1,13761E8 2,73217E7
D2 Slope -40,88468 21,74594

T T T T T T T T T T T
0 1x10° 2x10° 3x10° 4x10° 5x10° 6x10°
7

Figura 9.45. Comprobacion de la conduccién eléctrica de la PCL) mediante la

prueba de Impedancia de las 4 puntas.

La impedancia del andamio de PCL«c)/MWCNT 1%, tuvo un comportamiento similar
al de la PCL() y por tanto tampoco conduce la corriente eléctrica ya que su gréafica

presenta datos inconsistentes con la curva de impedancia (Figura 9.46).
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Impedancia de PCL,_/MWCNT 1%
2x10"° ©
| — PCL /MWCNT 1%
1x10"
Value Standard Error
D4 Intercept 8,06564E8 2,14937E8
D4 Slope -289,88372 171,07273
O -
T T T T T T T T T T T T
0 1x10° 2x10° 3x10° 4x10° 5x10° 6x10°
7

Figura 9.46. Comprobacién de la conduccion eléctrica de la PCL«cy/MWCNT 1%

mediante la prueba de Impedancia de las 4 puntas.

Caso contrario ocurrié con los andamios de PCLcy/MWCNT 3% y con el de
PCL«c/MWCNT 5% que si mostraron datos coherentes de conductividad eléctrica
mediante impedancia (Figura 9.47-Figura 9.48).

5x10°
Impedancia de PCL(C)/MWCNT 3%
4x10° 4
3x10° 1
N
2x10°
3
o
0

T T T T T T T T T T T T T T T
0 1x10° 2x10° 3x10° 4x10° 5x10° 6x10° 7x10° 8x10°
7

Figura 9.47. Comprobacion de la conduccion eléctrica de la PCL«c/MWCNT 3%

mediante la prueba de Impedancia de las 4 puntas.
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Figura 9.48. Comprobacion de la conduccion eléctrica de la PCL«c/MWCNT 5%
mediante la prueba de Impedancia de las 4 puntas.

Es muy importante resaltar, que en todas las mediciones de impedancia tanto de la
PCL«) como de los andamios de PCLcy/MWCNT hubo datos que no mostraron
ningan comportamiento (ninguna tendencia), estos fueron eliminados. Por lo tanto,
se tomo el primer segmento de datos donde realmente hubo algun tipo de tendencia

y no el conglomerado de datos arrojados por el impedancimetro.

Una vez determinada la impedancia se encontraron los valores de resistividad
(Tabla 9.7).

Tabla 9.7. Valores de resistividad hallados en el ensayo de impedancia

. _ Resistividad
Material compuesto o andamio
Q)
PCL(c) 1.14x108
PCL«/MWCNT 1% 8.07x108
PCLc/MWCNT 3% 265
PCLc/MWCNT 5% 4.60
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Los datos de resistividad (Figura 9.49) muestran que para la PCL«c) y para el
andamio de PCLc/MWCNT 1% son muy altos, lo que permite deducir que los
materiales mencionados no son conductores, mientras que los datos de los
andamios de PCLc/MWCNT 3% y PCLc/MWCNT 5%, registran datos de
resistividad bajos, conducen la corriente, de donde se resalta el andamio de
PCLc/MWCNT 5% como el mejor conductor.

Resistividad de los andamios de PCL(C)/MWCNT
8,0x10°
6,0x10°%
S
<
8
Q 4,0x10°
(]
»
2
@ 2,0x10°
n
0,01 [ ] ]
T T T T T T T T T T T
0 1 2 3 4 5
PCL /MWCNT

Figura 9.49. Resultados de Resistividad de los andamios de PCL«c)/MWCNT
comparado con PCLc).

El corazdon tiene como funcién principal el bombeo de sangre para todo el
organismo. Sin embargo, este bombeo no se realiza de forma homogénea a un ritmo
fijo, sino que depende a las necesidades puntuales de la persona. Cuando la
persona necesita un mayor aporte de oxigeno, el corazon es capaz de aumentar la
frecuencia y el vigor de la contraccion para suministrar un mayor flujo de sangre,
por consiguiente, se incrementa el niamero de litros que se bombea por minuto. En
reposo, el corazon bombea de 4 a 5 | de sangre por minuto (Ipm), durante actividad
fisica, el bombeo llega a mas de 10 (Ipm). Con base en lo anterior, el corazon tiene

la capacidad de regular el nimero de contracciones segun las demandas del
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organismo y debe ser capaz de acelerar o desacelerar de manera automatica. Para
gue esto ocurra el corazon debe generar de manera espontanea e independiente
impulsos eléctricos a 50, 60 o 70 latidos por minuto (Ipm); estos impulsos
generalmente se aceleran a unos 200 Ipm con el incremento de la edad para
satisfacer la necesidad que el cuerpo requiere y deben de abarcar todo el corazén,
para que no solo sea una zona que se active a una frecuencia determinada sino
todo el corazén. Lo anterior implica que el corazon tiene la capacidad de estar
conectado eléctricamente para que, si una zona se activa a 60 Ipm, los impulsos
generados se expandan por todo el corazén y este tenga un latido a la misma

frecuencia (Moreno, 2021).

De lo argumentado se desprende que es muy importante verificar si los andamios
fabricados de PCL«c/MWCNT tienen algun tipo de conduccion eléctrica que les
permita, una vez implantados en corazén, potenciar esos impulsos eléctricos
generados y asi poder brindar una solucion a la falla cardiaca. Con esta idea se le
realizaron pruebas de impedancia eléctrica a la PCLc) y a los andamios
PCLc/MWCNT de 1%, 3% y 5%. La prueba realizada a la PCLc) (Figura 9.45) no
presentd datos consistentes de impedancia eléctrica, lo que la hace no conductora.
Esto se corrobor6 con los resultados de conductividad (Tabla 9.7) que registra una
resistividad muy alta de 1.14x108 Q, oponiéndose al flujo de corriente de corriente
eléctrica. Lo anterior significa que esta PCL(c) no es apta para la aplicacion en
recuperacion de la falla cardiaca. Continuando con la prueba de impedancia para el
andamio de PCL«c/MWCNT 1% (Figura 9.46), tampoco hay conduccion de corriente
eléctrica mediante impedancia, teniendo una resistividad alta de 8.07 x108 Q,
impidiendo que los electrones pasen de un lado a otro libremente.

Para que el corazon funcione correctamente, se requiere que el nodo sinusal genere
los impulsos, que el resto del tejido los transmita mediante las células cardiacas que
poseen canales idnicos en forma de tinel que comunican el interior con el exterior

de la célula (Figura 9.50).
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Figura 9.50. Flujo de corriente eléctrica en el corazén (Tomada de Moreno, 2016).

Como se observa, a traves de estos tuneles pasan de manera pasiva iones; que en
el exterior de la célula abundan los iones sodio (Na*) y calcio (Ca?*) con cargas
eléctricas positivas de +30 mV, mientras que en el interior de la célula abundan los
iones de carga negativa de -80 mV y otros iones como el K*. La diferencia en
concentracion de estos iones tanto del interior como del exterior de la célula es
fundamental para que la electricidad pueda transmitirse y generarse en el corazon.
De acuerdo con lo anterior, es muy importante que los andamios sean conductores
para que las células cardiacas puedan realizar sus funciones normales. Con
respecto a la prueba de impedancia de PCL«c/MWCNT de 3% (Figura 9.47) registra
una resistividad alta de 265 Q. Este resultado, pese a que es muy alto, se evidencia
que estos andamios presentan impedancia a frecuencias altas, producto del
incremento de la cantidad de MWCNT. A los andamios de PCL«c)/ MWCNT de 5%
se les realiz6 pruebas de impedancia (Figura 9.48) mostrando un resultado de 4.60
Q valor muy adecuado para que los CM puedan activar estos tuneles y realizar las

contracciones de forma adecuada.

Vale la pena resaltar que los datos registrados de impedancia fueron a frecuencias
altas ya que a frecuencias bajas no se registraron valores congruentes. Esto se

debe a que la prueba de impedancia se realiza a muestras con superficies lisas y
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los andamios de PCLc/MWCNT tienen estructura rugosa debido al acoplamiento.
Ademas, por ser materiales porosos, la impedancia no se registro al pasar por estos

poros, por este motivo se registré impedancia Unicamente a frecuencias altas.
Por lo anterior, se puede decir que los andamios de PCL«c)/MWCNT 5% son los que

mejor conductividad poseen, por lo que pueden ser andamios ideales para la

aplicacion deseada en esta investigacion doctoral.

9.12. DIFERENCIACION CELULAR DE MSC A CM

Antes de realizar el proceso de diferenciacion celular, se tenian MSC sin diferenciar
(Figura 9.51).

Figura 9.51. MSC sin diferenciar vistas desde un microscopio éptico

Una vez realizado el proceso de diferenciacion reportado en la seccion 8.9, se

obtuvieron células diferenciadas a CM (Figura 9.52).

Figura 9.52. Células diferenciadas a cardiomiocitos (CM) vistas desde un
microscopio optico
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Los CM diferenciados fueron utilizados para celularizar los andamios de
PCL«c/MWCNT 1% y PCL«c/MWCNT 5% para realizar las pruebas de implantacion

en el musculo EDL de biomodelos murinos y sus pruebas de contraccion muscular.

Estos CM fueron utilizados en la parte de citotoxicidad, celularizacién de los

andamios de PCL«cy/MWCNT, implantacion, ensayo de contraccion muscular.

9.13. DETERMINACION DE LA CITOTOXICIDAD POR MTT DE LOS ANDAMIOS
DE PCL«/MWCNT

Una vez se realizaron todas las caracterizaciones de los andamios, se procedi6é a
realizar las pruebas de citotoxicidad por el método MTT de todos los porcentajes de
los andamios (Figura 9.53).

Los resultados muestran que la PCL sintetizada en el laboratorio tuvo una viabilidad
celular del 97.24%, mientras que la PCL comercial registré una viabilidad méas baja
de 81.24%. Con respecto a la viabilidad celular de los andamios, los andamios de
PCLc/MWCNT 1% y PCLc/MWCNT 3%, presentaron viabilidad celular muy
parecida de 51.12% y 57.74% respectivamente. Mientras que el andamio de
PCL«c/MWCNT 5% registré una viabilidad celular del 89.71%.

Este método fue desarrollado por Mosmann en 1983 siendo modificado en 1986 por
Francois Denizot y Rita Lang (Li, 2015). Se observa (Figura 9.53) que la PCLs)
registra un porcentaje de viabilidad celular de 97.24%, seguido de los andamios de
PCLc/MWCNT 5% con un 89.71%, mientras que los andamios de PCL«c)/ MWCNT
1% y PCL«c)/ MWCNT 3%, registraron una viabilidad celular muy similar, de 51.12%
y 57.74% respectivamente. Los datos indican que la cantidad de células vivas es
proporcional a la cantidad de formazan producido, por lo que si se observa
presencia de formazan las células estan realizando actividad catalitica y por ende
estan vivas. Este caso ocurri, en su gran mayoria, para el andamio de

PCL«c)/ MWCNT 5% mencionado anteriormente.
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Figura 9.53. Resultado de la prueba de citotoxicidad de los andamios de
PCL«/MWCNT

Los datos obtenidos en esta prueba de citotoxicidad MTT fueron concordantes con
los resultados obtenidos por Mattioli-Belmonte (2012) para los andamios de
PCL«c/MWCNT 5%; pero inconsistentes para los resultados de los andamios de
PCLc/MWCNT 1% y PCL«c/MWCNT 3%; ya que los andamios de PCL/CNT de
Mattioli-Belmonte, 2012, arrojaron valores de compatibilidad celular mayores del
75%. En dicha investigacion también se resalté que se tuvo problemas de adhesién
celular a los andamios obtenidos. Dado que los resultados registrados para los
andamios de PCLc)/MWCNT 1% y PCL«c/MWCNT 3% son muy parecidos y para
minimizar costos en la parte de implantacion de los andamios en biomodelos se

decidio descartar el andamio de PCL«c)/MWCNT 3% para la parte de implantacion.
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9.14. COMPROBACION DE LA VIABILIDAD CELULAR EN LOS ANDAMIOS DE
PCL«/MWCNT

Una vez comprobado que los andamios de PCL«c/MWCNT no son citotoxicos, se
procedié a comprobar si las células diferenciadas a cardiomiocitos se anclarian a
los andamios y pudiesen crecer en ellos. Para comprobarlo, se realizé la siembra
de estas células a los andamios y se observd por el microscopio Optico el
crecimiento de estas células en los dias 4, 8 y 15, para andamios de PCLc/MWCNT
1% (Figura 9.54) y PCL«cy/MWCNT 5% (Figura 9.55).

Andamio PCLc/MWCNT 1% Andamio PCLc)/MWCNT 1% Andamio PCLc/MWCNT 1%
Células 4 dias Células 8 dias Células 15 dias

Figura 9.54. Viabilidad celular del andamio de PCLcy/MWCNT 1%

Se observdé un crecimiento celular proporcional al tiempo en el andamio
PCL«c/MWCNT 1%.

Andamio PCLc)/MWCNT 5% Andamio PCLc/MWCNT 5% Andamio PCL(c)/MWCNT 5%
Células 4 dias Células 8 dias Células 15 dias

Figura 9.55. Viabilidad celular del andamio de PCLcy/MWCNT 5%

163



Tesis Doctoral

Universidad José Pefiaranda Armbrecht 2023
del Valle

Se observd un crecimiento celular proporcional al tiempo en el andamio
PCL«c/MWCNT 5%.

Las pruebas de viabilidad celular se les realiz6 a los andamios de PCL«c/MWCNT
1% y PCL«c/MWCNT 5% que implantarian en biomodelos. Se observo (Figura 9.54)
que las células diferenciadas a CM se implantaron exitosamente en los andamios
de PCL«c)/MWCNT 1%, y al cuarto dia se observo crecimiento celular. No obstante,
al octavo dia se observa un mayor nimero de células con un mayor crecimiento;
hasta que el dia 15 se observan CM con 100% de crecimiento listos para ser

implantados.

Por otra parte, se observd, para el andamio de PCL«c/MWCNT 5% (Figura 9.55),
que en el dia cuatro habia pocas células. Sin embargo, se dio un crecimiento celular
significativo al dia ocho, finalizando con un aumento importante del nimero de
células para el dia 15. Lo anterior, comprueba que los andamios de PCLc)/MWCNT
1% y PCL«c/MWCNT 5% no son citotoxicos. Se evidencié mediante SEM que las
células, una vez implantadas en los andamios, pueden crecer, proliferarse y realizar
sus funciones especificas. Por esto se infiri6 que estos andamios pueden ser

implantados en biomodelos murinos.

Una vez comprobada la viabilidad celular en los andamios de PCL«c)/ MWCNT, se

realizd la implantacién de los andamios en los muslos EDL de biomodelos murinos.

9.15. IMPLANTACION DE LOS ANDAMIOS EN LOS MUSCULOS DIGITORUM
EXTENSOR LONGUS (EDL) DE BIOMODELOS MURINOS.

Una vez realizada la implantacién de los andamios en los EDL de los biomodelos
murinos, sacrificados a los 15 dias, se procedi6 a la extraccion del EDL de la rata,
para verificar si los andamios de PCL«cy/MWCNT 1% y PCLc/MWCNT 5%,

presentaban algun tipo de reaccién inflamatoria o si éstos no se integraban a la
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fraccion electro fulgurada de los EDL de los biomodelos. Resultados de la
verificacion para el andamio de PCL«c/MWCNT 1% (Figura 9.56).

Figura 9.56. Integracion del andamio de PCL«c/MWCNT 1% al EDL del biomodelo

murino.
No se observd ninguna reaccién adversa al tejido ni inflamacién que pudiese
comprometerlos, ademds, el andamio de PCLc/MWCNT 1% muestra una

excelente integracion al tejido.

Resultados de la verificacion para el andamio de PCL«c/MWCNT 5% (Figura 9.57).

Figura 9.57. Integracion del andamio de PCL«c/MWCNT 5% al EDL del biomodelo

murino.

No se observé ninguna reaccion adversa al tejido ni inflamacién que pudiese
comprometer los tejidos, ademas, el andamio de PCL«c/MWCNT 5% muestra una
excelente integracion al tejido. Lo anterior significd que estos tejidos estaban listos
para ser sometidos a pruebas de estimulacién eléctricas de contraccibn muscular.

165



Tesis Doctoral

Universidad José Pefiaranda Armbrecht 2023
del Valle

Los andamios de PCLcy/MWCNT 1% y PCL«c)/MWCNT 5% fueron implantados en
el masculo EDL de ratas wistar (Figuras 9.56 y 9.57). Los andamios implantados no
presentaron ninguna respuesta inmune y su integracion a 15 dias de sacrificio de
las ratas fue muy apropiado. Lo anterior indica que los andamios pueden ser
puestos a prueba en regeneracion de tejido cardiaco sin que los biomodelos
presenten ningun tipo de respuesta inmune (o rechazo); esto da a entender, que los
WMCNT en combinacién con la PCL no presentan ninguna actividad citotoxica que

pueda impactar el tejido implantado en el biomodelos.

No se encontraron articulos de PCL/IMWCNT para aplicaciones cardiacas donde se
hayan implantado en EDL en biomodelos murinos; sin embargo, si se encontraron
reportes como el de Leong, (2015) que implantd sus andamios de PCL en EDL de
biomodelos murinos con el objetivo de ver la recuperaciéon del ligamento cruzado

anterior (LCA), dando resultados promisorios.

Vale la pena resaltar que esta parte de implantacion de andamios de
PCL«c/MWCNT en EDL para aplicaciones cardiacas es unico e innovador, ya que

no se pudo encontrar literatura similar a lo realizado en esta tesis doctoral.

9.16. PRUEBAS DE CONTRACCION MUSCULAR CON LOS ANDAMIOS DE
PCL/MWCNT

Los musculos estriados esqueléticos en su interior poseen fibras, filamentos y
proteinas muy importantes como la miosina, actina, tropomiosina y la mioglobina,
gue son necesarios para que la contraccibn muscular se realice de manera
adecuada (Brun, 2007; Carter, 2018).

La contraccidon muscular esquelética es regida por varias etapas que se resumiran
a continuacion (Brun, 2007; Carter, 2018):
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Las células nerviosas que estan en reposo (potencial de reposo) deben
activarse y adquirir la fuerza suficiente como para realizar la contraccion
(potencial de accion).

Estas células nerviosas activadas liberan acetilcolina sobre las células
musculares provocando una despolarizacion en la membrana que se
transmite a lo largo del musculo.

La contracciéon dependera de los iones Ca?*, este ion calcio se une a la
troponina que recubre la actina, deja libre los puntos de unién de la actina
con la miosina; esto provoca una despolarizacion en la membrana que se
transmitira a lo largo del musculo.

Como la concentracion de Ca?* no es suficiente para producir la contraccion,
se permite la entrada de Ca?* extracelular por los canales de calcio que se
abren.

Los puntos de union miosina-actina estan libres y al unirse se produce la
contraccion. Una vez producida la contraccion viene la relajacion, donde se
rompen los enlaces para que el misculo no esté contraido. Esta ruptura del
enlace se produce gracias a la accion de la miosina y el ATP, que mediante
hidrolisis rompe los enlaces. Este proceso se favorece, Gnicamente cuando

la concentracion de calcio disminuye.

El mecanismo descrito anteriormente, se muestra en la figura 9.58.

Acetylcholine- ‘;_/
gated cation -
channel

Acetyicholine

J

Myosin cross bridge

Figura 9.58. Representacion grafica de la contraccion muscular, descrita

anteriormente (Carter, 2018).
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En la tabla 9.8 se muestran las pruebas de contraccion muscular con los andamios
de PCLc/MWCNT

Tabla 9.8. Condiciones experimentales para las pruebas de contraccion muscular
con los andamios de PCLc/MWCNT

Condiciones de
Tipo de muestra _ »
experimentacion
Blanco EDL sin ninguna lesion
Control EDL electrofulgurado
PCLc/MWCNT 1% Con Células
PCLc/MWCNT 1% Sin Células
PCLc/MWCNT 5% Con Células
PCLc/MWCNT 5% Sin Células

De acuerdo con la anterior tabla 9.8, se realizaron pruebas de contraccion muscular
para los andamios PCL«c/MWCNT 1% y PCL«c)/MWCNT 5% con y sin células. La
Figura 9.59 muestra que la fuerza de contraccion de los andamios de
PCL«c/MWCNT 1% es inferior a la reparacion natural, por lo que los andamios no
serian adecuados en recuperacion de la funcion contractil. No obstante, la fuerza
de contraccién de los andamios de PCL«c)/MWCNT 5% con células supera la fuerza
de contraccion de la reparacion natural hasta en un orden de magnitud y en ordenes
de magnitud a la fuerza de contraccion del musculo electrofulgurado; estos
resultados son muy promisorios, porque permiten la reparacién natural de la funcion

contractil de musculo estriado esquelético y en musculo estriado cardiaco.
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1,0
0,9—-
0,8—-
0.7

0,6

Prueba de contraccion muscular

= Control Blanco (musculo Fulgurado)
— Andamio PCL /MWCNT 5% sin células

= Andamio PCL ./MWCNT 1% con células

—— Control (reparacion natural)
— Andamio PCL . /MWCNT 1% sin células

— Andamio PCL . /MWCNT 5% con células

Tiempo (s)

Figura 9.59. Resultados de la prueba de contraccion muscular de los andamios de
PCL/MWCNT del masculo EDL de biomodelos murinos.

Los andamios de PCL«/MWCNT al 1% sin células y con células no tienen un efecto

recuperador de la funcién contractil comparadas con la reparacion natural y con

musculo electrofulgurado de la rata wistar (figura 9.60).
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1.0

Comparacién Andamios PCL(C)/MWCNT con células y sin células

0.9+

Musculo electrofulgurado

0.8 — Andamio de PCL ,/MWCNT 1% con células
" —— Reparacion Natural

— Andamio de PCL /MWCNT 1% sin células

% Fuerza Contractil (N)

T T T T T
0.00 0.05 0.10 0.15 0.20

Tiempo (S)

Figura 9.60. Comparacion entre la fuerza de contraccion muscular de los andamios
de PCL/MWCNT al 1% sin células y con células con respecto a la contraccion

muscular del musculo electrofulgurado y la contraccién natural.

Ante la inquietud si el andamio de PCL/MWCNT al 1% con células mejora la
contraccion muscular con respecto al PCL/MWCNT al 1% sin células (Figura
9.61), se puede afirmar que aunque el valor de fuerza de contraccién de los
andamios de PCL«/MWCNT al 1% con células (0,5086 N) es mayor que el valor de
fuerza de contraccion de los andamios de PCL/MWCNT al 1% sin células (0,5083)
su diferencia es tan minima que no hay incidencia significativa que el andamio de
PCL/MWCNT al 1% con células mejore la contraccion muscular ya que los

resultados de fuerza de contraccion son muy similares.
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0,50865 Comparacion contraccion andamios de PCL(C)/MWCNT 1%

—u— PCL(C)IMWCNT 1% con células

0,50860 1 .
0,50855 -
050850
050845

0,50840

0,50835

% Fuerza de contraccion (N)

0,50830 +

0,50825 T T T
con células Sin células

Andamios de PCL(C)/MWCNT 1%

Figura 9.61. Comparacion entre la fuerza de contraccion muscular de los andamios
de PCL«/MWCNT al 1% sin células y con células.

Por lo que esta prueba de contraccion comprueba que estos andamios no son
adecuados en la reparaciéon de musculo estriado ni esquelético ni cardiaco. Pero

pueden utilizado para otro tipo de aplicaciones que pueden ser estudiadas en
trabajos de investigacion a futuro.

La fuerza de contraccion de los andamios de PCL«/MWCNT al 5% con células
mejora la contraccién muscular con respecto al PCL«/MWCNT al 5% sin células, a
la reparacion natural y a la contraccién muscular con electrofulguraciéon (Figura
9.62). Siendo estos andamios PCL«/MWCNT al 5% candidatos promisorios para
ser utilizados en recuperacion de la contraccién de musculos no solo cardiacos sino

también en musculos esqueléticos.
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4 Comparacién Andamios PCL(C)/MWCNT 5% con células y sin células
0,941
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Figura 9.62. Comparacion entre la fuerza de contraccidbn muscular de los andamios
de PCL/MWCNT al 5% sin células y con células con respecto a la contraccion

muscular del musculo electrofulgurado y la contraccién natural.

Los andamios de PCL/MWCNT al 5% con células presentan una excelente
capacidad de recuperacion de fuerza en la contraccidbn muscular (0,789 N) si los
comparamos con respecto a los PCL/MWCNT al 5% sin células (0,562 N).
Representando en una recuperacion de la fuerza contractil de un 28.77% mayor con

respecto al andamio de PCL«/MWCNT al 5% sin células (Figura 9.63).

Comparacién contraccién andamios de PCL.,/MWCNT 5%
0,80 ©
[ ]

—m—PCL /MWCNT 5% con células

0,75 4

0,70 4

0,65

0,60

0,55 4

con clélulas Sin cé’:lulas
Andamios de PCL(C)/MWCNT 5%

Figura 9.63. Comparacion entre la fuerza de contracciébn muscular de los andamios
de PCL«/MWCNT al 5% sin células y con células.
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Comparando la fuerza de contraccion de los andamios de PCL/MWCNT al 5% con
células (0,789 N), respecto a la fuerza de contraccion del musculo electrofulgurado
(0,622 N), representando una fuerza de contraccion de un 21.16% mayor (Figura
9.64).

0.80 - Comparacion Andamios PCL(C)/MWCNT 5% con células con contraccién Fulguracion
1 L} —m— PCL,_/MWCNT 5%
0,78 - ©
~ 0,76 1
Z ]
N—r
c 0,74
© 1
3 0,72 1
© ]
€ 0,701
o
o J
@ 0,68
N ]
2 0,66 1
L ]
X 0,64
0,62 ]
0,60 T T T
con células Contraccion fulguracion

Andamios de PCL(c)/MWCNT 5%

Figura 9.64. Comparacion entre la fuerza de contraccion muscular de los andamios
de PCL«/MWCNT al 5% con células con respecto a la fuerza de contraccion del
musculo fulgurado.

Los resultados obtenidos de la figura 9.64, quieren decir que si a una persona con
lesion cardiaca se le implanta este biodispositivo de PCL/MWCNT al 5% con
células diferenciadas, no solamente regenerard tejido, sino que reduciria el tiempo
de recuperacion enormemente. Disminuyendo asi costos de hospitalizacion y de

rehabilitacion postinfarto.

Finalmente, se realizd la comparacion entre la fuerza de contraccion del andamio
de PCL/MWCNT al 5% con células (0,789 N), con respecto a la fuerza de
contraccion ejercida naturalmente por el musculo (0,701 N), representando una

fuerza de contraccién de un 11.15% mayor (Figura 9.65).
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% fuerza contraccion (N)
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Figura 9.65. Comparacion entre la fuerza de contraccion muscular de los andamios
de PCL«/MWCNT al 5% con células con respecto a la fuerza de contraccion del
musculo natural.

Con base en los resultados obtenidos en la figura 9.65, los andamios de
PCL«/MWCNT al 5% con células mejorarian la fuerza de contraccion, por lo que
para el caso de deportistas de alto rendimiento se veria representado en un

mejoramiento de la potencia muscular en sus respectivos deportes.

9.16.1. Analisis estadistico de los datos de contraccion muscular obtenidos
paralos andamios de PCL/MWCNT

En la Tablas 9.9 y 9.10 se presentan los resultados del analisis de varianza para el
modelo GAMM ajustado, donde se sugiere mediante los términos suavizados que
la Contraccion muscular cambian en funcion del tiempo (Términos suavizados:
valor-p < 0.05).

Mediante la Tabla 9.9 se evidencia que la PCL(c) con MWCNT tiene un efecto

significativo sobre la contraccion muscular (Término paramétrico: valor-p <
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0.05), encontrandose diferencias entre todas las condiciones evaluadas,
donde los valores medios mas elevados se obtienen en las condiciones
experimentales PCL(c))MWCNT 5% con células y Control EDL
electrofulgurado, mientras que los valores medios méas bajos se obtienen en
las condiciones experimentales PCL(c)/MWCNT 1% con/sin células y
PCL(c)/MWCNT 5% sin células (ver Tabla 9.14).

Tabla 9.9. Analisis de varianza de la Fuerza en el tiempo segun PCL(c) con

MWCNT.
o Estadistico
Términos - Valor-p | Resultado
Parameétricos:
Tratamiento 3729 <2.0E-16 | Significante
Suavizados:
s(Tiempo): 1% - Con o
) 1270 <2.0E-16 |Significante
células
s(Tiempo): 1% - Sin o
) 2452 <2.0E-16 |Significante
células
s(Tiempo): 5% - Con o
11692 <2.0E-16 |Significante
células
s(Tiempo): 5% - Sin o
) 2209 <2.0E-16 |Significante
células
s(Tiempo): 1% - Blanco 4573 <2.0E-16 | Significante
s(Tiempo): 1% - Control 5553 <2.0E-16 |Significante
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Tabla 9.10. Prueba de contrastes mdltiples entre tratamientos con valores-p

ajustados por el método de Bonferroni para la variable Fuerza.

Factor Media Desviacion |Agrupacion*
1% - Con

colulas 0.1343 0.0996 |a

1% - Sin

células 0.1265 0.1429 "

5% - Con

células 0.2695 0.3114 ©

5% - Sin

células 0.1115 0.1353 d
Blanco 0.1591 0.1951 e
Control 0.1930 0.2145 f

Lo anterior que permite analizar que el andamio de PCL«c)/MWCNT 5% no solo tiene
propiedades mecéanicas y térmicas aptas para ser utilizado en regeneracion
muscular, sino que, una vez se completen las investigaciones de rigor y protocolos,
a futuro podria aumentar la velocidad de recuperacién de aquellas personas que
hayan tenido alguna lesibn muscular o cardiaca, como también de deportistas de

alto rendimiento.

En suma, esta tesis presenta evidencias que soportan la hipétesis enunciada,
lograndose que el material compuesto de PCL soportado con MWCNT-NH: sirviera
como andamio para crecimiento de células de musculo estriado incluyendo
cardiomiocitos. Este trabajo es innovador, ya que las aplicaciones de PCL/MWCNT
mas importantes han sido para hueso (ver estado del arte) y para uso odontologico,
aungue se reconoce que este es un primer paso para la cadena de investigaciones

gue se podrian derivar del presente trabajo.
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10. CONCLUSIONES

» En el laboratorio, es posible realizar exitosamente la sintesis de PCL de alto

peso molecular mediante ROP por coordinacion-insercion utilizando e-
caprolactona como mondémero y Sn(OCT)2 como iniciador. La PCL
sintetizada es muy similar al PCL comercial, a juzgar por las bandas
resultantes del analisis por FT-IR, RAMAN.

Las propiedades térmicas de la PCL sintetizada y PCL comercial son muy
similares, al ser comparadas por medio de DSC. Este comportamiento

térmico similar se extiende a las temperaturas Tm, Tc y Ta de las dos PCL.

La pérdida de peso de la PCL sintetizada es muy similar a la PCL comercial,
con lo cual se comprueba que la PCL sintetizada es de alto peso molecular.
No obstante, en la espectroscopia de masas se encontr6 que la PCL
comercial posee peso molecular mas elevado que la PCL sintetizada, esto
se debe a que el tiempo de polimerizacion de la sintetizada fue de 48 h y ésta
no posee plastificante. Aun asi, las sintetizada registré6 un peso molecular

elevado de 451 g/mol

Mediante ultrasonido es posible lograr la funcionalizaciéon de la PCL
comercial y sintética con los MWCNT, dando como resultados materiales
compuestos de PCLs/MWCNT y membranas de PCL«cy/MWCNT. Los
acoplamientos mas adecuados para los objetivos de esta tesis se realizaron
con tres porcentajes, 1%, 3% y 5% de MWCNT con respecto a la PCL.
Mediante RAMAN se verific6 el correcto acoplamiento quimico de los
materiales compuestos de PCLs)/MWCNT y membranas de PCL«c)/MWCNT.

Los andamios de PCL©/MWCNT y membranas de PCLc/MWCNT
registraron propiedades térmicas que disminuyen a medida que se
incrementa la cantidad de MWCNT
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El porcentaje de pérdida de peso de los andamios PCLs)/MWCNT vy los del
PCLc/MWCNT fueron muy similares, con un leve descenso en la
temperatura de degradacion a medida que se incrementa la cantidad de
MWCNT.

El médulo eléstico de los andamios de PCL«c/MWCNT registraron que el
andamio mas flexible es el de PCL«c)/MWCNT 1%, mientras que el andamio
mas rigido es el de PCL«c)/MWCNT 5%.

Las resistencias maximas de los andamios registraron que el andamio que
mas resistencia tiene es el PCL«c)/MWCNT 5% y el de menor resistencia es
el andamio de PCL«cy/MWCNT 1%.

En las fracturas de los andamios de PCLc/MWCNT se pudo comprobar la
presencia de hilos, lo que supone que los MWCNT actuaron como refuerzo

ante una ruptura del andamio.

Las pruebas de nanoindentacion arrojaron que los andamios de
PCLc/MWCNT presentan durezas muy elevadas de 10 a 12 GPa, siendo
andamios muy estables a la hora de ser implantados. Las pruebas de
desplazamiento muestran un material viscoelastico con un porcentaje de

recuperacion alto.

Los XRD mostraron que a medida que se aumenta la cantidad de MWCNT
los andamios se vuelven mas cristalinos, lo que hace potenciar sus

propiedades térmicas y mecéanicas.

Los andamios de PCL«c)/MWCNT al 1%, mostraron baja interconectividad de
poro, por consiguiente, una mayor densidad; mientras que la porosidad y la
interconectividad fue aumentando a medida que fue aumentando la cantidad
de MWCNT en los andamios hasta obtener poros de tamafio adecuado para
gue las células musculares se puedan anclar y puedan tener una adecuada

funcionalidad.
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» Las pruebas de conductividad eléctrica mediante impedancia mostraron que

tanto la PCL«c) como los andamios de PCL«c)y/MWCNT 1% no poseen
conductividad, mientras que los andamios de PCLc)/MWCNT 3%, mostraron
una conductividad media y los andamios de PCLc)/MWCNT 5%, mostraron

una conductividad adecuada.

En la prueba de citotoxicidad por MTT se determiné que la PCL(c) no es
citotoxica con un valor de viabilidad del 82%, mientras que los andamios del
PCLc/MWCNT 1% y PCL«c/MWCNT 3% mostraron toxicidad alta con un
58% de viabilidad. Caso contrario ocurri6 con los andamios de
PCLc/MWCNT 5% que registraron una citotoxicidad muy baja, con una
viabilidad del 90%.

Los andamios en los tres porcentajes (1%, 3% y 5%) mostraron viabilidad

celular a los 4, 8 y 15 dias de haber implantado las células diferenciadas.

Las pruebas de contraccion muscular mostraron que los andamios de
PCL«cy/MWCNT 5%, fueron los que mejores resultados de fuerza de
contraccion registraron, incluso por encima de la reparacion natural, lo que
indica su potencial en la disminucién del tiempo de recuperacion en pacientes

con algun tipo de lesiébn muscular.

Se desarrollé un andamio de PCL/nanotubos de carbono conductor eléctrico,
y absorbible, que permitié la adherencia de células musculares estriadas

cultivadas, como cardiomiocitos.
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11. IMPACTOS DEL PROYECTO DE INVESTIGACION

No existe en el mundo un biodispositivo implantable que sea bioabsorbido y
completamente funcional para recuperar la capacidad contractil, por condiciones
metabdlicas, por lo anterior, se han realizado numerosas publicaciones tanto
nacionales como internacionales en regeneracion de tejidos, abarcando
especificamente el &rea de remodelacién cardiaca jugando un papel significativo en
el desarrollo de la investigacion y conocimiento en este especifico tema. Pero no se
ha llegado a un andamio de este tipo que tenga en cuenta caracteristicas como
flexibilidad, biodegradabilidad, no citotoxicidad, propiedades eléctricas vy
conductoras, asi como la diferenciacion celular de cardiomiocitos. desarrollar este
andamio de PCL/MWCNT y que puedan sobrevivir puedan ser funcionales,
mejorando el funcionamiento. De poder ponerse a prueba la hipotesis y lograr los
objetivos se contribuiria enormemente a la baja de la tasa de mortalidad y morbilidad
asociada a la insuficiencia cardiaca crénica, mejorando la calidad de vida de las
personas y disminuyendo los costos de incapacidad causados por esta enfermedad
en el sistema de salud y social.
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12. ESTRATEGIAS DE COMUNICACION

Los resultados de este proyecto de tesis seran divulgados y transferidos por medio

de las siguientes actividades:

v" Presentacion de los resultados del proyecto a nivel nacional e internacional

mediante ponencias y congresos.

v' Transferencia al sector cientifico y productivo de los resultados mediante
sometimiento de articulos en revistas especializadas en el tema de ingenieria

de tejidos.

v' Transferencia al sector cientifico y productivo de los resultados mediante la
publicacién de un articulo de la rubrica sobre la seleccion de articulos
esenciales para su trabajo de investigacién en revistas especializadas en el

tema de educacién y salud.
v' Presentacion de un programa para un curso de Introducciéon a los

Biomateriales en ingenieria de tejidos que podra ser dictado a estudiantes de

pregrado en Ingenierias y postgrado salud.
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