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1 RESUMEN

Los meniscos de la rodilla, interno y externo son estructuras fibrocartilaginosas con
forma de medialuna entre los condilos femorales distales y tibiales proximales que
proporciona congruencia estructural y absorbe las fuerzas mecanicas. [1] Las
lesiones en el menisco son el diagndstico ortopédico mas frecuentemente
registrado. Ma&s de 1.5 millones de personas en los Estados Unidos y Europa
reciben meniscectomia total o parcial anualmente. Sin embargo, el estrés fisioldgico
anormal que se ejerce sobre el cartilago articular en el posoperatorio a menudo
conduce a osteoartritis de rodilla y la morbilidad relacionada. El trasplante de
menisco proporciona una alternativa a la meniscectomia, pero los resultados a largo
plazo de dichos trasplantes no son satisfactorios debido a la remodelacién tisular
deficiente y son controvertidos por cuestiones de compatibilidad y riesgo de
transmision de enfermedad. [2]

Actualmente, se han desarrollado diferentes biomateriales para reemplazar érganos
o tejidos dafados. Una de las técnicas de fabricacibn de biomateriales mas
innovadoras es la impresion 3D de materiales como hidrogeles, en un concepto de
medicina personalizada mediante segmentacion de imagenes. A pesar de las
propiedades Unicas de este tipo de biomaterial, los hidrogeles presentan problemas
gue limitan su uso en la impresién 3D (bajas viscosidades antes de la reticulacion,
limitando su capacidad para formar estructuras mas grandes sin colapsar),
motivando la incorporacion de hanomateriales que mejoran estas limitaciones. [3]

Los nanotubos de carbono de paredes multiples (MWCNT) exhiben una estructura
atomica, relacion de aspecto y propiedades eléctricas y mecanicas Unicas, lo que
los convierte en una fibra de refuerzo ideal. [4] Mediante la funcionalizacién de
MWCNT se pueden obtener cambios en las propiedades fisicas, como la solubilidad
y la dispersion, que son importantes pues permite tener una mejor interaccién con
las moléculas biolégicas. [5][6] Por otro lado, la Gentamicina (GENT) se utiliza por
sus propiedades antibiéticas para prevenir posibles infecciones. [7]

Por lo anteriormente mencionado, el objetivo de este trabajo es sintetizar un hidrogel
con MWCNT y GENT, para ser utilizado como biotinta en la impresion 3D de protesis
de menisco, mediante el uso de monémeros como quitosano (CS) y 2-acrilamida-2-
metilpropanosulfonato de sodio (AMPS).

Con el propésito de obtener un hidrogel de doble red, se dispersé una nanoarcilla
en acido acético y solucién salina, posteriormente, los monémeros (CS, AMPS) se
mezclan mecanicamente con el reticulante, fotoiniciador, MWCNT o MWCNT
funcionalizado (f-MWCNT) y finalmente se afiade GENT. El hidrogel se utilizara para
construir una prétesis de menisco mediante impresion 3D, realizando su
polimerizacién por radiacién UV para aportar rigidez a la pieza.
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La funcionalizacion de MWCNT se caracteriz0 por espectroscopia Raman
obteniendo los fonones caracteristicos a 1337 y 1564 cm™ correspondientes a las
bandas D y G, ademas, las bandas caracteristicas de modos vibracionales C=C
encontradas en 1628 y 1636 cm™ permitieron monitorear el proceso de “curado”
(polimerizacion) del polimero resultante; encontrando 48 horas como tiempo éptimo
de polimerizacion. Para establecer interacciones entre GENT y CS, asi como la
activacion de BENT, las muestras se caracterizaron por FTIR-ATR. Finalmente, se
obtuvo un factor de hinchamiento del 300% en peso en los hidrogeles sintetizados.
Los materiales se caracterizaron por ensayo de resazurina obteniendo valores de
actividad metabdlica celular del 84%. La viscosidad del material se obtuvo alrededor
de 7 kPa*s que garantiza la viscosidad para ser extruido por impresion 3D. Como
producto final, se llevo a cabo la impresion de meniscos lateral y medial, a través de
segmentacion de imagenes haciendo uso de imagenes de resonancia magnética y
el programa 3D slicer.

Los hidrogeles sintetizados tienen la capacidad de ser utilizados como biotintas para
la impresion 3D de prétesis de menisco, ya que presentaron viscosidades
adecuadas para ser usadas como biotintas y una vez polimerizados, al ser
expuestos en solucion salina a una temperatura de 37 °C presentaron un factor de
hinchamiento mayor al 300% el cual se mantuvo con el tiempo. Ademas, mediante
pruebas de actividad metabdlica celular en células HEK293T, una vez afadida
GENT, se considera que estos materiales son adecuados para Su uso como
prétesis. La adicion de MWCNT 6 f-MWCNT tuvieron gran influencia en la mejora
de las propiedades mecanicas. Por lo que los hidrogeles aqui sintetizados
representan un punto de partida para ser utilizados como biotinta de tejidos del tipo
cartilaginoso en impresién 3D.
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2 INTRODUCCION

La impresion 3D, esta captando cada vez mas atencion para su uso en el campo
biomédico. La capacidad de disefiar e imprimir objetos con practicamente cualquier
forma utilizando una amplia gama de materiales, ha permitido la utilizacién de esta
tecnologia para aplicaciones biomédicas tanto en investigacion basica como en
entornos clinicos. La impresion 3D tiene muchas ventajas en comparacion con las
tecnologias tradicionales, como la capacidad de fabricar componentes complejos
especificos, utilizacion de materiales diversos, fabricacion de soportes para
crecimiento de tejidos, y un servicio personalizado Unico. [3]

Unas de las técnicas de fabricacion de biomateriales mas innovadoras es la
impresion 3D de materiales como hidrogeles, en un concepto de medicina
personalizada mediante el uso de segmentacion de imagenes.

Un hidrogel es una red tridimensional (3D) de polimeros (moléculas de gran tamafio,
constituidas por la uniéon de un gran nimero de moléculas mucho mas pequefas
denominadas mondmeros) hidrofilos que pueden hincharse en un medio acuoso o
agua y retener una gran cantidad de ésta mientras mantienen la estructura debido
a la reticulacién quimica o fisica de cadenas de polimeros individuales. [8]

A pesar de las propiedades Unicas de este tipo de biomaterial, los hidrogeles
presentan problemas que limitan su uso en impresion 3D, motivando la
incorporacion de nanomateriales que mejoran estas limitantes y que ademas
puedan incrementar su biocompatibilidad.

Asi los hidrogeles que mas se han utilizado en ingenieria de tejido articular por sus
propiedades mecanicas son los IPNs (redes interpenetrantes o0 semi-
interpenetrantes) y de doble red. Sin embargo, aparte de los hidrogeles ya
mencionados, también se encuentran los hidrogeles de nanocompuestos, en donde
se incorpora materiales nanoestructurados para mejorar sus propiedades logrando
mimetizar el tejido a replicar.

Asi pues, en 1991, S. lijima [9] descubri6 los nanotubos de carbono (CNT por sus
siglas en inglés) inspirando a miles de investigadores a explotar sus mdltiples
aplicaciones en distintas ramas del conocimiento. Tal es el caso del area médica,
en donde su estructura atémica Unica, relacion de aspecto, propiedades eléctricas
y mecanicas, los hace una fibra de refuerzo ideal en nanocompositos, en este
sentido se ha reportado que la adicién de CNT en matrices poliméricas, realza las
propiedades del polimero [4]. Sin embargo, la falta de solubilidad de MWCNT en
medios acuosos ha sido un factor técnico importante. Métodos de funcionalizacién
permiten la posibilidad de solubilizar y dispersar MWCNT en medios acuosos,
abriendo asi el camino para su manipulacion y procesamiento en entornos
fisiologicos. [6]
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Por lo anteriormente mencionado, se fabricé un hidrogel del tipo IPN haciendo uso
de un monoémero natural como lo es Quitosano y un monomero artificial, AMPS.
Ademas de agregar MWCNT o f-MWCNT con el fin de obtener hidrogeles con
propiedades viscoelasticas semejantes a las del menisco. Finalmente, fue agregado
GENT teniendo como propdsito principal incrementar la biocompatibilidad del
hidrogel.

Debido a la complejidad del hidrogel creado, se caracterizardn sus propiedades.
Mediante espectroscopias FTIR-ATR y Raman se caracterizaran los hidrogeles con
el fin de verificar interacciones entre sus componentes, asi como su proceso de
fotopolimerizacion. Ademés, mediante pruebas de hinchamiento (swelling) se
comprueba la sintesis de un hidrogel, es decir, que retenga al menos 10% de su
peso en agua.

Reologia es la ciencia del flujo y la deformacion de la materia, describe la
interrelacion entre fuerzas, deformaciones y tiempo, es decir, estudia el
comportamiento de los fluidos sometidos a diferentes tipos de esfuerzos.

En reologia, la viscosidad es una propiedad que determina el flujo de un fluido y se
define como la resistencia que tienen ciertas sustancias para fluir y para sufrir
deformaciones graduales producto de tensiones. Este parametro determinara si es
posible ser usado como biotinta y por lo tanto poder fabricar una prétesis. [10]

Las propiedades dinamicas de los materiales, incluido su rendimiento de
amortiguacién, son comunmente estudiadas, en el que el médulo de
almacenamiento (G') y el médulo de pérdida (G”) de la muestra bajo una carga
oscilante se controlan en funcion del tiempo, la temperatura y la frecuencia de la
oscilacion. Estos modulos cambian con la frecuencia y la temperatura a medida que
cambian los movimientos moleculares dentro del polimero. La relacion de G '/ G =
tan & , que define la capacidad inherente de disipacién de energia del material, se
usa comunmente para caracterizar su capacidad de amortiguacion. [11]

Mediante ensayos de actividad metabdlica celular se buscara obtener hidrogeles
aptos para ser usados en prétesis de menisco. Resazurina es un indicador de la
capacidad metabdlica celular que se ha utilizado desde finales de la década de 1920
para estimar la infestacion bacteriana de la leche. Desde entonces, este colorante
redox se utiliza como indicador del actividad celular metabdlica en cultivos celulares
en diversas aplicaciones.[12]
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3 MARCO TEORICO

3.1 Menisco
311  Anatomia

Los dos fibrocartilagos que los griegos denominaron pnviokog (meniscos) por su
aspecto de medialuna, son estructuras de aproximadamente 34 mm de diametro,
interpuestas entre el fémur y la tibia, que promedian 110 mm de longitud cuando los
medimos en su borde mas periférico, considerando también sus ligamentos de
insercion. El menisco medial tiene un aspecto similar a una C en comparacion con
el menisco lateral que presenta un aspecto mas circular, mientras este ultimo tiene
las inserciones de sus cuernos anterior y posterior en el area no articular de la
meseta tibial, las del menisco medial se insertan en los extremos anterior y posterior
del &rea intercondilea (Figura 1). [13]

Fémur ———uL__
Condilo

\1‘ N ‘ Menisco interno
Ligamentos ] N o medial

N

cruzados L ,,«\\
anterior y — S
A — ~——

posterior
Peroné / ;
B~ T O ) Menisco externo
‘ JE o lateral
Tibia
Figura 1. - Anatomia de la rodilla. (Creado con BioRender.com)

3.12 Composicion

El menisco esta compuesto por una matriz extracelular densa (ECM) compuesta
principalmente por 72% agua, 22% colageno, 0.8% glucosaminoglicanos. Su
composicién en seco es de colageno (75%), proteinas no colagenas (8-13%),
glucosaminoglicanos y glucoproteinas. Las fibras de elastina, que representan el
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0.6% del peso seco del menisco, facilitan la recuperacion de la forma original del
menisco después de una deformacion. [13]

Los colagenos son principalmente responsables de la resistencia a la traccion del
menisco, contribuyendo hasta el 75% del peso seco de la ECM. En la zona roja,
predomina el colageno de tipo | (composicion del 80% en peso seco), con otras
variantes de colageno (de tipo Il, lll, IV, VI y XVIII) presentes en menos del 1%. Las
fibras de colageno tipo | estan orientadas circunferencialmente, en las capas mas
profundas del menisco, paralelas al borde periférico (figura 2). En la region mas
superficial de los meniscos, las fibras de tipo | estdn orientadas en una orientacién
mas radial. Las fibras de "atadura" colocadas radialmente también estan presentes
en la zona profunda y tejidas entre las fibras circunferenciales para proporcionar
integridad estructural. En la zona blanca, el colageno (75% en peso seco) esta
compuesto por solo dos tipos de colageno: los tipos Il (60%) y | (40%). Las fibras de
coldgeno estan fuertemente reticuladas y son ideales para transferir cargas de
compresion verticales en "tensiones de aro". [14]

Red-red region

Cells of the
superficial zone

o sr—- 30 o

White-white region ~ Ve55¢'S £ B lastlike 8. Crcadrocyie
ondrocyte-like

\ cells 00,
\ \ \‘- ‘@ cells
{ / »

L4

STes

LA
beQ 2.

1l
|

White-red
region

Figura 2. Variacién anatémica de la vascularizaciéon y poblacién celular del menisco. [14]

3.1.3 Biomecanica y funciones

Las funciones complejas del menisco estan intrinsecamente relacionadas con su
composicion, estructura y morfologia. Estas funciones incluyen la transmision de
carga, absorcion de impactos, estabilidad, nutricion, lubricacion de las articulaciones
y propiocepcion. También sirven para disminuir las tensiones de contacto y
aumentar el area de contacto y la congruencia de la rodilla.
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Los estudios biomecanicos han demostrado que aproximadamente 40 a 60% de la
carga gue actua sobre la articulacion de la rodilla extendida se transmite al menisco
(65 a 70% lateral y 40 a 50% medial). En flexion, esto aumenta hasta en un 90%.
Durante la carga de peso, las fuerzas axiales comprimen los meniscos, lo que
genera tensiones en forma de "aro" (circunferenciales). Las tensiones de aro se
basan en la conversion de la fuerza axial en tension de traccion a través de las fibras
de colageno circunferenciales del menisco (figura 3). El menisco lateral se desplaza
mas que el menisco medial durante la compresion, pero debido a la anatomia
semilunar, la carga se transmite desde el centro de los céndilos femorales, lo que
produce una tensién de traccion hacia la meseta tibial.

Figura 3. Diagrama de cuerpo libre de las fuerzas que actian sobre el menisco de la rodilla durante la carga.
[14]

La carga, sin embargo, cuando la rodilla esta al andar o subir escaleras, ocurren
variaciones en las tensiones de contacto. Durante la carga normal, el menisco se
comprime por la fuerza descendente del fémur. EI menisco se deforma radialmente,
pero esta anclado por sus cuernos anterior y posterior (Fant y Fpost). Durante la carga,
se generan fuerzas de traccién, compresion y cortante. Una tension de aro de
traccion (Fcir) resulta de la deformacion radial, mientras que las fuerzas verticales y
horizontales (Fv y Fn) resultan de que el fémur comprime la superficie superior
curvada del tejido. Una fuerza de reaccion radial (Frad) equilibra la fuerza horizontal
femoral (Fn).[14]
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3.2 Hidrogeles

Los polimeros son macromoléculas, constituidas por la unién de un gran nimero de
moléculas mucho més pequefias denominadas monoémeros. La reaccién por la cual
estos mondmeros se combinan es llamada polimerizacion.

Un hidrogel es una red tridimensional (3D) de polimeros hidrofilos que pueden
hincharse en un medio acuoso o agua y retener una gran cantidad de esta mientras
mantienen la estructura debido a la reticulacion quimica o fisica de cadenas de
polimeros individuales. Los hidrogeles fueron reportados por primera vez por
Wichterle y Lim (1960). Por definicion, se considera a un material como hidrogel
cuando este retiene al menos un 10% del peso (volumen) total. La hidrofilia de la
red se debe a la presencia de grupos hidrofilicos como -NHz, -COOH, -OH, -CONHz,
-CONH"y -SOsH. [15]

Los hidrogeles experimentan una transicion de fase de volumen significativa o una
transicion de fase gel-sol en respuesta a ciertos estimulos fisicos y quimicos. Los
estimulos fisicos incluyen temperatura, campos eléctricos y magnéticos,
composicién del solvente, intensidad de luz y presion, mientras que los estimulos
quimicos o bioquimicos incluyen pH, iones y composiciones quimicas especificas.
Sin embargo, en la mayoria de los casos, estas transiciones conformacionales son
reversibles. La respuesta de los hidrogeles a los estimulos externos esta
determinada principalmente por la naturaleza del monémero, la densidad de carga,
las cadenas y el grado de reticulacion. La magnitud de la respuesta también es
directamente proporcional al estimulo externo aplicado.

O‘ ‘COO

Monémero
Co o®

Homopolimero

Copolimero

Figura 4. Tipos de hidrogeles

Segun los métodos de preparacion, los hidrogeles pueden clasificarse en
homopolimero, copolimero, red semi-interpenetrante (semi-IPN) vy red
interpenetrante (IPN). (Ver figuras 4 y 5)

Los homopolimeros contienen solo un tipo de monémero en su estructura y, segin
la naturaleza del mondémero y la técnica utilizada para la polimerizacién, pueden
tener una estructura reticulada también conocida como red tradicional.

Pdgina 21 | 104



Los hidrogeles copoliméricos se componen de dos tipos de mondmeros, de los
cuales al menos uno es de naturaleza hidrofilica.

El concepto de IPN se remonta al menos hasta 1914, cuando Aylsworth invento la
primera red de polimeros interpenetrantes, sin embargo, el término IPN fue
introducido por primera vez por Miller en la década de 1960 en un estudio cientifico
sobre redes de poliestireno.

Una red de IPN se define como una mezcla de dos o més polimeros en una red con
al menos uno de los sistemas sintetizados en presencia de otro. Esto da como
resultado la formacion de una red fisicamente reticulada cuando las cadenas
poliméricas del segundo sistema se entrelazan o penetran en la red formada por el
primer polimero. Cada red individual conserva sus propiedades individuales, por lo
gue se pueden ver mejoras sinérgicas en propiedades como resistencia o tenacidad.
Un IPN se puede distinguir de una mezcla de polimeros en la forma en que un IPN
se hincha, pero no se disuelve en solventes y se suprime la fluencia y el flujo.

El IPN se puede distinguir de los otros sistemas mdltiples por su estructura
bicontinua idealmente formada por reticulacion de dos polimeros que estan en
contacto intimo, pero sin ningun contacto quimico y produce un material con
propiedades mejoradas dependiendo de la composicién y grado de reticulacion
(figura 5). [8]

a) b) c)

@ Cross-links
@ Polimero 1
O Polimero 2

Figura 5. Tipos de hidrogeles (a) red de polimero; (b) semi-IPN; (c) IPN completo

3.3 Impresion 3D

La impresion 3D (término introducido a la terminologia MeSH en 2015) se define
como “un conjunto de procesos usados para realizar un objeto fisico tridimensional,
también conocido como “prototipado rapido”. Esto en algunos casos se realiza
mediante la aplicacion capa por capa de un material sélido a temperatura ambiente,
con un punto de fusién conocido controlado por un sistema computarizado para
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crear dicho objeto. Esta técnica fue desarrollada originalmente para imprimir capas
secuenciales finas de material, seguido de un proceso de curado con luz ultravioleta
para formar estructuras solidas tridimensionales al que se denomino
“estereolitografia”, descrita por primera vez en 1986 por Charles W. Hull. [16]

Los materiales actualmente utilizados en el campo de la medicina regenerativa para
la reparacién y regeneracién se basan principalmente en el empleo de polimeros de
origen natural o sintéticas. [16][17] Las ventajas de los polimeros naturales para
bioimpresién son su similitud con la MEC (matriz extracelular) humana y su
bioactividad inherente. La ventaja de los polimeros sintéticos con propiedades
fisicas especificas es que pueden adaptarse para aplicaciones particulares. Los
desafios en el uso de polimeros sintéticos incluyen una baja biocompatibilidad,
productos de degradacion toxica y pérdida de propiedades mecanicas durante la
degradacion. [16]

3.4 Implantes de menisco e ingenieria de tejidos.

En busca de una solucion clinica para las lesiones meniscales se han investigado
numerosos materiales con el objetivo es construir un implante meniscal permanente
0 un andamio para la ingenieria de tejidos meniscales.

A mediados de los ochenta, Veth et al iniciaron una investigacion aplicando
polimeros sintéticos para la ingenieria de tejidos meniscales. Su objetivo era
proporcionar un andamio para reemplazar todo el menisco. La experiencia obtenida
en la busqueda de una prétesis vascular en cirugia cardiovascular los llevé al uso
de poliuretanos en la ingenieria de tejidos meniscales.

Uno de los primeros trabajos de investigacion que informaron sobre un sustituto
permanente del menisco utilizando materiales a base de polimeros fue el de
Toyonaga, et al. en 1983. Utilizaron una red de teflén (politetrafluoretileno (PTFE))
hecha de fibras que posteriormente se dobld y enrollé en un cilindro y finalmente
fue insertado en la articulacion de la rodilla de los perros.

A principios de los 90, Stone, et al. comenzaron a investigar una plantilla de
colageno reabsorbible para la regeneracién meniscal. La razén y la base para el uso
de estos andamios reabsorbibles fue el trabajo pionero de Yannas, et al. en el
reemplazo de la piel humana y la regeneracién de los nervios. [18]

Actualmente, existen prétesis de menisco para uso clinico como lo son:

e Implante de menisco de colageno (CMI® (Collagen Meniscal Implant).
Desarrollado y comercializado por Steadman y su grupo el cual esta
compuesto por colageno tipo | con un grosor de 8 mm y longitud de 7.5 cm,
procedente del tenddén de Aquiles bovino joven, al que afiaden acido
hialurénico y condroitin sulfato (figura 6). Esta quimicamente reticulado con
formaldehido y esterilizado usando radiacion gamma. [19]
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Figura 6. El implante de menisco de coldgeno. a) De izquierda a derecha: implante de menisco de coldgeno
(CMI) medial y lateral. b) Microscopia electrénica de barrido de CMI. En la superficie superior (tridngulo) se
interponen algunas crestas regulares con surcos en espiga de unos 70 Um de ancho. La superficie lateral (signo
de gato) muestra lagunas de 60 a 90 Um de ancho, formadas por |dminas de coldgeno interconectadas por
fibrillas més delgadas (barra V4 250 um).[18]

e Actifit ® (Orteq Ltd, Londres, Reino Unido) es un andamio acelular hecho de
poliuretano y policaprolactona polimérica de degradacion lenta (porosidad del
80% y poros que varian en tamafio de 150 a 355 um) (Figura 7). El armazon
meniscal Actifit de Orteq se ha implantado en mas de 4000 pacientes con
dafio irreparable del cartilago meniscal en 30 paises de todo el mundo.

Figura 7. Implante de menisco Actifit®. a) Implante de menisco Actifit medial y lateral. b) Microscopia de
estructura porosa y esponjosa del implante de andamio Actifit en una seccién transversal. [18]

e NUsurface ™ (figura 8). Este es un dispositivo flotante libre (no esta fijado)
de polietleno de alto peso molecular (UFMWPE) reforzado con
policarbonato-uretano (médulo elastico 98 GPa). Se demostré que este
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implante de menisco puede redistribuir las cargas en un patron similar al del
menisco natural en condiciones axiales estaticas. Este material es
permanente, sin degradacion apreciable del tejido o capacidad de infiltracion
celular.[20]

Polycarbonate-Urethane bulk

Reinforcement fibers

Figura 8. Implante de menisco Nusurface compuesto por una matriz de PCU de policarbonato-uretano, reforzada
con polietileno circunferencial, fibras de PE. [18]

3.5 Materiales que componen al hidrogel

3.5.1 Nanotubos de carbono y su funcionalizacion

Los nanotubos de carbono (CNT) se pueden visualizar como una hoja de grafito que
se ha enrollado en un tubo, se forma como una hoja 2-D de atomos de carbono
dispuestos en una matriz hexagonal. Existen como estructuras de pared simple
(SWCNT) o de paredes multiples (MWCNT) se componen simplemente de
nanotubos de carbono de pared simple concéntricos (figura 9) [21][22].

Poseen un amplio rango de caracteristicas electronicas, térmicas y estructurales en
funcién de su diametro, longitud y quiralidad (dngulo de enrollamiento respecto de
la direccion axial del cilindro resultante). Una de sus caracteristicas de mayor interés
en este caso son sus propiedades mecanicas en donde se ha reportado que
presentan el médulo de rigidez y la tensién de rotura de 1.5 TPa y 150 GPa,
respectivamente [23].

Funcionalizacion se define como la modificacion de propiedades por la adsorcion
de atomos o moléculas en las paredes exteriores de los nanotubos de carbono. Se
pueden obtener cambios en las propiedades fisicas, como lo son la solubilidad y
dispersion, las cuales son importantes en las propiedades biologicas de los CNT,
ya que les permite tener una mejor interaccion con moléculas biolégicas
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Debido a lo mencionado, se han desarrollado distintas metodologias de
funcionalizacion de CNT, las cuales pueden clasificarse de manera general en dos
tipos:

e No covalente
e Covalente

En la funcionalizacion covalente los nanotubos primero son oxidados mediante el
uso de acidos fuertes. Esta oxidacion crea defectos en las paredes de los CNT, de
tal manera que se generan grupos carboxilicos que incrementan la dispersion y
solubilidad en soluciones acuosas. En algunas ocasiones estos defectos
superficiales afectan las propiedades estructurales y electronicas de los CNT, razén
por lo cual se utilizan reacciones no covalentes.

La funcionalizacion no covalente hace uso de biomoléculas y algunos tipos de
detergentes. En estos casos estas moléculas “envuelven” al CNT mediante
interacciones no covalentes como fuerzas de van der Waals e interacciones de
apilamiento -1 (ver figura 9). [24] La funcionalizacion no covalente de CNT se
puede lograr mediante el establecimiento de interacciones -1 (utilizando
compuestos aromaticos o polimeros), interacciones electrostaticas e interacciones
CH-1 entre CNT y biomoléculas. [25] La alta relacién superficie-volumen de los CNT
permite una alta carga de biomoléculas por unidad de area geométrica.

Figura 9. Funcionalizacién no covalente de CNT. [24]
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352 Quitosano

El quitosano es un copolimero compuesto de unidades de 2-Acetilamina-2-desoxi-
B-D-(+)- Glucopiranosa y 2-amino-2-desoxi-p-D Glucopiranosa (figura 10). Su
principal fuente es la quitina, la cual es sometida a un proceso de desacetilacion
termoquimico en un medio alcalino, las condiciones de temperatura, presion,
concentracion y tiempo determinan el peso molecular del polimero y su grado de
desacetilacion. [26]

CH,OH

=0

CH,

(a)

CH;

(c)

Figura 10. (a) Estructura quimica de la quitina (2- Acetilamina-2-desoxi-[-D-(+)- Glucopiranosa), (b) del quitano

(2-amino-2- desoxi-f-D-Glucopiranosa), (c) del quitosano parcialmente desacetilado (copolimero).[27]

Este biopolimero adquiere el nombre de quitosano cuando el grado de
desacetilacion de la quitina es mayor o igual al 50% y quitano cuando es del 100%,
Sus grupos amino permiten que se solubilice facilmente en medios &cidos,
confiriéndole una innumerable cantidad de aplicaciones.

Cuando el numero de unidades desacetiladas en la quitina es 250%, pasa de ser
completamente insoluble a soluble en medios acuosos acidos, siendo entonces
considerado quitosano.

Lo anterior sucede gracias a que sus grupos amino permiten que se solubilice
facilmente en medios &cidos

R —NHz2 + H3O" <> R — NHs"
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Al introducir el quitosano en estado sdélido en una solucion &cida se ionizan sus
grupos amino con los iones HsO * disponibles en la solucién (ver reaccion de
equilibrio). Al protonarse los grupos amino el quitosano se convierte en un
polielectrélito cationico soluble. Lo que le sucede fisicamente, es que, al estar
ionizadas las aminas, estas son incapaces de formar puentes de hidrogeno con los
acidos carboxilicos del monémero siguiente, adicionalmente, la molécula acetilo es
mas pesada que la amina y al reducirse la presencia de estas, se ofrece una mayor
rotacion estérica, incrementandose la flexibilidad de la cadena polimérica y
facilitando que el quitosano pase a ser un fluido.[27]

Por otro lado, el paso al estado liquido también se da gracias a que se altera el
estado de carga del quitosano y este se convierte en un poli-ion positivo, por lo
tanto, empieza a formar parte de los iones disueltos en el medio acuoso. El
quitosano es normalmente soluble a un pH menor de 6. [27]

353 Acido 2-acrilamido-2-metilpropano sulfénico (AMPS)

En los dltimos afios, se ha investigado una amplia variedad de mondmeros hidroéfilos
gue contienen grupos funcionales como -COOH, -OH, -CONH2, SOszH, aminas o
R4N* para sintetizar hidrogeles.

O OO0

\\ 7/
NN N S\OH
H

Figura. 11. Estructura quimica de dcido 2-acrilamido-2-metilpropano sulfénico (AMPS).[28]

El &cido 2-acrilamido-2-metilpropano sulfénico (AMPS) ha recibido atencién en los
ultimos afios debido a su estabilidad hidrolitica, no toxicidad y bajo precio (figura
11). Contiene un grupo funcional de &cido sulfénico hidréfilo (SO2) y un grupo amida
no iénico en su estructura molecular, ademas, se disocia completamente en el rango
de pH general. Por tanto, los hidrogeles basados en AMPS exhiben un
comportamiento de hinchamiento independiente del pH. AMPS se ha utilizado a
menudo como aditivo en la sintesis de resinas para mejorar su rendimiento.[28]

Pagina 28 | 104



3.5.4 Nanoarcilla (bentonita)

Una arcilla es un agregado de minerales y sustancias coloidales resultante de la
descomposicion quimica de rocas aluminicas.[29]

Bentonita es un tipo de arcilla compuesta principalmente de montmorillonita que es
un aluminosilicato de tipo 2: 1[29]. Una de las clasificaciones posibles de las
bentonitas naturales es entre bentonitas altamente hinchables y poco hinchables,
también llamadas sodicas y calcicas, respectivamente. Las bentonitas sodicas
contienen principalmente sodio como cation interlaminar, mientras que las
bentonitas célcicas contienen principalmente tanto calcio como magnesio (aunque
este Ultimo generalmente es menos abundante que el primero) como cationes
interlaminares.

La estructura de los minerales de arcilla 2:1 se encuentra representada en la figura
12. Se puede apreciar la estructura antes descrita: tetraedros y octaedros con
atomos centrales, coordinados por cuatro y seis atomos de oxigeno,
respectivamente. Entre las capas de mineral, para balancear la carga negativa neta,
se acomodan iones, como sodio o calcio, que pueden ser intercambiados por otros
iones o por sustancias organicas.

“a (AlLSI)O
OXOO ( ') 4

coordinacion tetraédrica

NN 8'08 (Al,Mg,Fe)Og
{ o (S ]

coordinacion octaédrica

capa silicato 2:1

intercapa

capa silicato 2:1

Figura 12. Estructura cristalina genérica de las esmectitas. [30]

La estructura en capas de la arcilla se expande después de humedecerla, Na* y
Ca?* estan fuertemente hidratados en presencia de agua, lo que genera un
ambiente hidrofilo en la superficie de la bentonita.

Las aplicaciones industriales de este grupo de minerales se basan en ciertas
propiedades fisicoquimicas, como su alta superficie especifica, su capacidad de
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intercambio cationico, su capacidad de absorcidn, hidratacion e hinchamiento y
plasticidad. Convencionalmente, las arcillas modificadas con alquilamonios no son
adecuadas para aplicaciones biologicas debido a su toxicidad.[31]

3.5.5 Activacion de bentonita

Un tratamiento &cido permite eliminar impurezas y reemplazar los iones
interlaminares por iones hidrégeno, mejorando sus propiedades adsorptivas y
absorbentes. Por ultimo, un tratamiento organofilico reemplaza los iones
intercambiables por iones organicos, como compuestos de aminas. [29]

Para ello es necesario desarrollar su capacidad de adsorcién mediante un proceso
de activacion acida de la arcilla. Durante la reaccion con el &cido, el area superficial
de la arcilla se incrementa debido a la descomposicion de la estructura esmectita. El
magnesio y, en menor medida, el aluminio son los elementos que se eliminan con
mayor facilidad durante la modificacion acida. De manera similar, la activacion de la
bentonita es un fendbmeno complejo que involucra la sustitucion de cationes
intercambiables, Al 3*, Mg 2* y Fe 2* contra los protones de la hoja octaédrica, lo que
mejora la eficacia del blanqueo, mayor hidrofobicidad y estructura de porosidad,
superficie mineral de arcilla fuertemente protonada, aumento de la superficie
especifica de los 20-130 m?/g originales a mas de 200 m?/g, y generan una mayor
afinidad por las moléculas orgénicas.

3.5.6 Fotoiniciador (12959)

Un fotoiniciador es aquel compuesto que permite efectuar mediante iluminacion la
polimerizacién, entrecruzamiento de aquellos componentes que contengan dobles
enlaces C=C.

Las reacciones de fotopolimerizacién son impulsadas por sustancias quimicas que
producen radicales libres cuando se exponen a longitudes de onda de luz
especificas. Un fotén de una fuente de luz excita o disocia al fotoiniciador en un
estado radical de alta energia. Este radical luego induce la polimerizacion de una
solucién de macrémero.

Esta polimerizacién transcurre mediante un mecanismo en cadena donde un
intermediario de reaccién ataca a un doble enlace C=C de una molécula presente,
generando a su vez otro intermediario de la misma naturaleza que el anterior, pero
de mayor peso molecular ya que incorpora en su estructura una nueva molécula de
precursor. El ciclo de propagacién del mecanismo en cadena tiene lugar un nimero
suficiente de veces para producir la unién covalente a través de los dobles enlaces
C=C del numero necesario de componentes individuales que conduzcan al
entrecruzamiento.[32]
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El desarrollo de polimeros fotopolimerizables biocompatibles para aplicaciones de
ingenieria de tejidos tiene el potencial de reducir la invasividad y el costo de muchos
procedimientos quirdrgicos ya que los polimeros se pueden fabricar a temperaturas
y valores de pH cercanos a los rangos fisiologicos e incluso en presencia de
materiales biologicamente activos. Ademas, la capacidad de dirigir la exposicion de
la luz ultravioleta es particularmente ventajosa para la formacién de dispositivos
complejos.[33][34]

HO o CHj

L T \

O

Figura 13. Estructura quimica de Irgacure® 2959 (CAS 106797-53-9, 2-hydroxyl-[4-(2-
hydroxyethoxy)phenyl]-2-methyl-1-propanone) usado como fotoiniciador.[34]

El fotoiniciador usado en este trabajo es 2-hydroxy-1-[4-(hydroxyethoxy)phenyl]-2-
methyl-1-propanone (Irgacure 2959). (figura 13)

Christopher G. Williams y colaboradores [35] evaluaron la toxicidad celular de tres
fotoiniciadores  sensibles a los rayos  ultravioleta  2-hydroxy-1-[4-
(hydroxyethoxy)phenyl]-2-methyl-1-propanone (Irgacure 2959), 1-
hydroxycyclohexyl-1-phenyl  ketone (Irgacure 184) 'y 2,2-dimethoxy-2-
phenylacetophenone (Irgacure 651) en seis poblaciones de células diferentes que
se utilizan para la ingenieria de numerosos tejidos (condrocitos de bovinos, células
madre mesenquimales derivadas de la médula ésea de cabra, células madre
mesenquimales derivadas de la médula 6sea humana (Clonetics), células epiteliales
corneales de conejo (ATCC), osteoblastos fetales humanos (ATCC) y células
germinales embrionarias humanas (linea celular LVEC)). Irgacure 2959 provoco una
toxicidad minima en una amplia gama de tipos y especies de células de mamiferos.
Dedujeron que, si bien las diferencias inherentes en las lineas celulares pueden
contribuir a la citotoxicidad variable, se observé una correlacion entre la tasa de
proliferacion celular (tiempo de duplicacion de la poblacion) y el aumento de la
citotoxicidad del fotoiniciador. Las lineas celulares que se dividieron mas
rapidamente fueron mas sensibles a la muerte celular inducida por fotoiniciadores.

3.5.7 Reticulador (crosslinker)

La reticulacion es una reaccion quimica por la que los polimeros se unen en
cadenas tridimensionalmente formando una especie de red. Tras esta reaccion, las
propiedades quimicas del polimero inicial cambian.[36]
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El grado de reticulacion juega un papel importante influyendo en la estructura del
hidrogel y la capacidad de hinchamiento. Cuanto mayor es el grado de reticulacion,
menos flexible es un hidrogel para contraerse, hincharse o cambiar de fase en
respuesta a los estimulos.

En los ultimos afos, los hidrogeles derivados de la acrilamida (AAm) han recibido
una atencion considerable para su uso como sorbentes especificos y como
vehiculos de soporte en ingenieria biomédica. Los hidrogeles basados en AAm se
preparan principalmente mediante reticulante de copolimerizacion de reticulacion
por radicales libres. Para aumentar su capacidad de hinchamiento (swelling),
también se incluye un comondémero idnico en la mezcla de monémeros.[37]

O O

NN N/\N =

H H

Figura 14. Estructura quimica de N, N '-metilenbisacrilamida (MBA) usado como reticulador.[38]

Pelton y Chibante [39] informaron de la sintesis de los primeros microgeles
sensibles a la temperatura de N-isopropilacrilamida (NIPAAm) reticulada con N, N'-
metilenbisacrilamida (MBA). Desde entonces, la mayoria de los estudios han
utilizado MBA (figura 14) como reticulante. Karg y col. observaron que los nanogeles
PNIPAAmM-co-alilacético reticulados con 5% molar de MBA tienen mayor capacidad
de hinchamiento que los nanogeles de PNIPAAm-co-acido vinilacético reticulados
con 2% molar de MBA de un estudio anterior. Los autores encontraron el resultado
notable ya que, de acuerdo con la teoria del hinchamiento del gel, un aumento en
la densidad del reticulante aumenta la entropia elastica, por ejemplo, disminuyendo
la capacidad de hinchamiento. Los estudios con hidrogeles (macro) han demostrado
que su swelling aumenta a medida que aumenta la proporcion de MBA, utilizado
como reticulante. Esto se ha atribuido al caracter hidréfilo del MBA que hace que la
entalpia de mezcla sea un factor mas fuerte que la entropia elastica producida por
la reticulacion, lo que resulta en un aumento neto en el grado de hinchamiento a
medida que aumenta la proporcién de MBA.

3.5.8 Solucion salina amortiguada por fosfatos (PBS)

Constituye una solucién amortiguadora de pH comunmente empleada para
procedimientos bioquimicos. Su osmolaridad y concentraciéon de iones (Cl, Na* y
K*) es muy semejante a la del liquido extracelular de los mamiferos.
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Esta solucion es isotonica y no-téxica para las células de los mamiferos. El PBS se
emplea como vehiculo neutro para células, ya que no modifica el perfil de expresion
y funcionamiento celular normal. [40]

359 Sulfato de Gentamicina

Gentamicina pertenece al grupo farmacéutico JO1H. Es un antibiético del grupo de
los aminoglucdsidos producido por el actinomiceto micromonospora purpurea. Su
accion es bactericida. EI mecanismo de accion de gentamicina se debe a su
capacidad de penetrar en la bacteria y unirse a las subunidades 30S y 50S de los
ribosomas inhibiendo la sintesis proteica. La separacion cromatografica del
complejo de gentamicina mostré que consta de 3 componentes principales
designados como C1, C2y Cia.[7] [41] (figura 15)

R PURPUROSAMINE

& CHNHR, -
0

-
-~

2-DEOXYSTREPTAMINE

GENTAM|C|N C] R = R] = CH3 C2'| H43 N507
GENTAMICIN C; R = CHg; Ry =H CooH4q) N5O7

Figura 15. Férmula estructural del complejo de gentamicina. [7]

Gentamicina ha demostrado ser activa frente a muchas cepas de los siguientes
microorganismos:
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- Gram-negativos: Brucella sp., Calymmabacterium sp., Campylobacter sp.,
Citrobacter sp., Enterobacter sp., Escherichia coli, Serratia sp., Salmonella sp.,
Shigella sp., Klebsiella sp., Proteus sp. (indol positivo e indol negativo), Providencia
sp., Pseudomonas aeruginosa, Vibrio y Yersinia.

- Gram-positivos: Staphylococcus sp. (incluyendo cepas resistentes a penicilina y
meticilina), Listeria monocytogenes y algunas cepas de Staphylococcus
epidermidis.

El rango terapéutico de gentamicina esta comprendido entre 5y 10 pug/ml, siendo el
pico no superior a 10-12 pug/ml (medido de 15 a 30 minutos después ser inyectado)
y el valle inferior a 2 pg/ml (medido justo antes de la dosis siguiente). Las dosis se
expresan en términos de gentamicina base. [41]

La concentraciéon minima inhibitoria (CMI) para los microorganismos mas sensibles
a gentamicina (algunos estafilococos, enterobacterias y cepas sensibles de
Pseudomonas aeruginosa) esta entre 0.03 y 2 pg/ml. Los aminoglucésidos son
normalmente bactericidas a concentraciones no muy por encima de la CMI. Los
microorganismos con CMI de hasta 8 ug/ml son sensibles a gentamicina. [41]

Cuando se administra gentamicina en infusién intravenosa de 1 mg/kg de peso
corporal durante un periodo de 2 horas, las concentraciones séricas alcanzadas son
similares a las obtenidas por via intramuscular (aproximadamente 4 pg/ml). La
concentracion plasmatica maxima en adultos con funcién renal normal tras la
administracion intravenosa de 1.5 mg/kg es de 6 pg/ml. Las concentraciones
plasmaticas maximas se alcanzan a los 30 minutos y a los 15 minutos después de
una infusién intravenosa de 30 minutos y 1 hora, respectivamente.[41]

Se debe evitar el uso de gentamicina tanto conjuntamente como en forma
secuencial con medicamentos neuro o nefrotdxicos y diuréticos potentes.

He li y colaboradores, sintetizaron hidrogeles haciendo uso de coldgeno, CNT y
sulfato de gentamicina, en donde la carga del farmaco se llevé a cabo hinchando el
peso conocido de la muestra de hidrogel en solucion de sulfato de gentamicina en
tampon fosfato (pH 7.4) a 37° C bajo atmdsfera de nitrdgeno durante 24 h.[42]

3.6 Tecnicas de caracterizacion

3.6.1 Espectroscopia Raman

La espectroscopia Raman es una herramienta muy util para la caracterizacion de
materiales de carbono. El andlisis de las vibraciones moleculares puede proveer
informacion sobre la estructura que se tiene del material, permitiendo su
identificacion. [43]
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En un espectrometro Raman la muestra se irradia con una fuente intensa de
radiacion monocromatica, normalmente en la region visible del espectro. Desde el
punto de vista cuantico, la espectroscopia Raman es el resultado de la colision
inelastica del foton incidente con los electrones de las moléculas del material, lo cual
genera vibraciones cuantizadas llamadas fonones. Cada material dispondra de un
conjunto de frecuencias vibracionales diferentes, propios de su composicion
molecular. El conjunto de dispersiones producido por cada molécula del material
formara el espectro Raman caracteristico de la muestra (figura 16). Una de las
mayores ventajas de esta técnica es que el andlisis se realiza directamente sobre
la muestra sin necesitar ningun tipo de preparacion especial. Uno de los obstaculos
que pueden presentarse durante la medicion es la presencia de impurezas
fluorescentes, sin embargo, esto puede corregirse en algunos casos.[44]
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Figura 16. a) Espectro Raman caracteristico de CNT.[21]

La espectroscopia Raman ha sido ampliamente utilizada para caracterizar distintos
procesos en CNT, asi como para evaluar sus propiedades. La posicion, el ancho
medio y la intensidad de las bandas se modifican de acuerdo con la forma del carbén
gue se esté analizando. Las bandas caracteristicas de los CNT se resumen en el
espectro mostrado en la figura 16 de la manera siguiente:

1. Modo de respiracion radial (RBM por sus siglas en inglés): Banda de baja
frecuencia (<200 cm™), su frecuencia depende esencialmente del
diametro del tubo (este modo ha sido observado solamente en CNT de
pared simple)

2. Banda D (desorden): Se aprecia a 1340 cm™ y se asigna al grado de
desorden en el grafito
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3. Banda G o modo tangencial: Banda localizada a altas frecuencias entre
1500 y 1600 cm, la cual aparece en varios sistemas de carbono. En CNT
esta banda se atribuye al modo de estiramiento E2g del grafito.

4. También pueden observarse modos de segundo orden entre 2450 y 2650
cm® asignados al primer sobretono de la banda D (con frecuencia recibe
el nombre de banda G’) y un modo correspondiente a la combinacion de
modos de las bandas D y G entre 2775 cm y 2950 cm-*. [21]

3.6.2 Espectroscopia infrarroja reflectancia total atenuada FTIR-ATR

ATR es un método de muestreo por contacto que involucra un cristal con un alto
indice de refraccidon y excelentes propiedades de transmision de IR. ATR es una de
las técnicas de muestreo mas populares utilizadas por espectroscopistas FT-IR
porque es rapido, no destructivo y no requiere preparacion de muestras.[45]

Sample

Figura 17. Diagrama de un cristal ATR de reflexién dOnica que representa los principios bésicos de la técnica.
[45]

El tiempo total de analisis del polimero mediante la técnica ATR es de menos de 1
minuto. Con el muestreo ATR se dirige el haz de infrarrojos hacia un cristal de indice
de refraccion relativamente mas alto. El haz de infrarrojos se refleja en la superficie
interna del cristal y crea una onda evanescente, que se proyecta ortogonalmente en
la muestra en intimo contacto con el cristal ATR. Parte de la energia de la onda
evanescente es absorbida por la muestra y la radiacion reflejada (parte ahora
absorbida por la muestra) se devuelve al detector (figura 17). [46]

La profundidad de muestreo del método ATR es de aproximadamente 2 a 15 ym,
depende de la longitud de onda y aumenta al disminuir el nUmero de onda.
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3.6.3 Espectrofotometria de absorcion ultravioleta visible UV-VIS

La espectrofotometria de absorcion ultravioleta visible (UV-VIS) se encarga de
medir la atenuacion de un haz de luz después de su paso a través de una muestra.
Esta técnica es comunmente usada para la deteccion de grupos funcionales,
deteccion de impurezas, andlisis cualitativo y cuantitativo de analitos,
medicamentos con grupos croméforos entre otras aplicaciones. El principio basico
de la técnica de UV-VIS es la absorcién de radiacion de una frecuencia determinada
en el rango de longitudes de onda de UV-VIS, realizada por una molécula para
producir una transicion de un nivel de baja energia a un nivel de mayor energia.

El fundamento de la espectroscopia se debe a la capacidad de las moléculas para
absorber radiaciones, entre ellas las radiaciones dentro del espectro UV-visible. Las
longitudes de onda de las radiaciones que una molécula puede absorber y la
eficiencia con la que se absorben dependen de la estructura atdmica y de las
condiciones del medio (pH, temperatura, fuerza idnica, constante dieléctrica), por lo
que dicha técnica constituye un valioso instrumento para la determinacion y
caracterizacion de biomoléculas. [47]

3.6.4 Microscopia electronica.

Las imagenes de microscopia electronica se obtienen mediante la deteccion,
procesamiento y visualizacién de las sefales resultantes de las interacciones entre
un haz de electrones de alta energia con la materia. Estas interacciones pueden
proporcionar informacion sobre topografia, composicidn y estructura cristalografica.
[48]

3.6.5 Microscopio Electronico de Barrido (SEM)

Todos los microscopios electronicos de barrido (Scanning Electron Microscope
SEM) constan de un cafién electrénico en una columna de alto vacio, del orden de
10> mm de Hg, en la cual se genera un haz de electrones de alta energia (5 - 40
keV). Este haz es colimado por una serie de lentes electronicas y focalizado sobre
la muestra analizada. Los detectores registran las sefales originadas por la
interaccién entre el haz de electrones y la muestra, que son procesadas Yy
visualizadas en el sistema final de observacion (monitor o pantalla de
computadora).[48]

La formacion de la imagen depende de las diferentes sefales recogidas que se
dispersan como consecuencia de la interaccion del haz de alta energia con la
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muestra. Los electrones retrodispersados y los electrones secundarios se generan
dentro del volumen interactivo de la muestra del haz primario y son las dos sefiales
principales que se utilizan para formar imagenes.

Los principales requerimientos que deben presentar las muestras para ser
observadas mediante SEM son: ser compatible con operaciones bajo vacio y ser un
conductor eléctrico. En el caso de las muestras no conductoras se procede
depositar (recubrir) una capa muy fina (nm) de un metal conductor sobre la
superficie de la muestra. [49]

La funcion de las capas delgadas de material conductor es:
1. Incrementar la conductividad eléctrica superficial de la muestra.
2. Incrementar la conductividad térmica de la superficie.

3. En algunos casos, para aumentar la sefial SE (secondary electrons) y BSE
(back-scattered electrons) de la muestra.

3.6.6 Microscopio electronico de transmision de barrido (STEM).

El microscopio electrénico de transmision de barrido (Scanning Transmission
Electron Microscope STEM) es una herramienta que proporciona una gama de
diferentes modos de imagen con la capacidad de proporcionar informacion sobre la
composicidén elemental y la estructura electrénica con la maxima sensibilidad, la de
un solo atomo. STEM funciona segun el mismo principio que el microscopio
electronico de barrido (SEM). La diferencia con SEM es que se utilizan muestras
delgadas para que también estén disponibles los modos de transmisién de
imagenes. Una de las grandes ventajas es que la preparacion de la muestra no
requiere mas que simplemente rociar o distribuir las nanoestructuras en una pelicula
de soporte de carbén perforada delgada disponible comercialmente.

Una de las ventajas clave de STEM es tener varios detectores funcionando
simultdneamente para recopilar la méaxima informacion posible de cada escaneo.
Existen ventajas importantes al aumentar el voltaje de aceleraciébn. Una mayor
penetracion de la muestra significa que se pueden tolerar muestras mas gruesas;
pero lo que es mas importante, la disminucioén de la longitud de onda del electron
conduce a una mayor resolucion espacial y la capacidad de ver las configuraciones
atomicas reales dentro de la nanoestructura.[50][51]

3.6.7 Hinchamiento (swelling).

La capacidad de mostrar un cambio medible de volumen en respuesta a estimulos
externos es una propiedad fundamental de los hidrogeles. Algunos hidrogeles
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exhiben este cambio de volumen por hinchamiento (figura 18), mientras que otros
experimentan transiciones entre las fases sol y gel.

El grado de reticulacion influye en el area permitida para la difusion a través de la
red de hidrogel y, posteriormente, en la capacidad de los hidrogeles para absorber
agua. La capacidad de absorber agua se representa a partir de la relacion de
hinchamiento de equilibrio que se muestra en la Ecuacion 1, como la relacion de la
masa de un hidrogel completamente hinchado (en equilibrio con medio acuoso) a la
masa de un hidrogel deshidratado (xerogel).[36]

Ecuacion 1;

M, — M,
S(%)=T
0

Donde S es swelling ratio, Mt es la masa del gel hinchado en el tiempo t, y Mo es la
masa del xerogel en el tiempo 0. [37]

B

b) c)

Figura 18. Hidrogel deshidratado (a), hinchado (b) y encogido (c) como resultado de pequefios cambios en los
estimulos externos. (Creado con BioRender.com)

3.6.8 Reologia

La palabra reologia proviene del griego peiu (reos) la cual significa fluir. La reologia es
entonces la rama de la fisica que estudia el comportamiento de los fluidos sometidos
a diferentes tipos de esfuerzos.

La reologia de fluidos es usada para describir la consistencia de diferentes fluidos,
normalmente mediante dos componentes, la viscosidad y la elasticidad.

36.9 Viscosidad

La viscosidad dinamica o molecular, y, se puede definir como una medida de la resistencia
a fluir de un fluido. Dicho concepto esté definido por la Ley de Newton (ecuacién 2), que
relaciona el esfuerzo cortante con la velocidad de deformacion (gradiente de velocidad).[10]

Ecuacion 2: T=U"Y
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donde, p, es la viscosidad dinamica (Pa-s), 1, es el esfuerzo cortante o de cizalla
(Pa), y, velocidad de deformacion (s)

AX

Superficie fija

Figura 19. Esfuerzo de cizalla. (Creado con BioRender.com)

Cuando la fuerza F que actla sobre el cuerpo es paralela a una de las caras
mientras que la otra cara permanece fija, se presenta un tipo de deformacion
denominada de cizallamiento, en el que no hay cambio de volumen, pero si de
forma.

Definimos el esfuerzo (1) 6 shear Stress (en inglés), como F/S la razén entre la
fuerza tangencial y el area S de la cara sobre la que se aplica. La deformacion por
cizalla se define como el cociente Ax/h, donde Ax es la distancia horizontal que se
desplaza la cara sobre la que se aplica la fuerza y h, la altura del cuerpo, tal como
vemos en la figura 19. [10]

La velocidad de cizalla nos aporta la velocidad de variacién de la deformacion,
también se llama velocidad de deformacién y la definimos matematicamente de la
siguiente forma:

Ecuacion 3: y

212

_du _ . -1
D= (s

En la tablal se presenta un sumario de algunos comportamientos de flujo.
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Tabla 1. Modelos reométricos. [11]

Fluidos . Plasticos
Ideales Pseudo-plasticos
Newtoniano Ostwald Steiger / Ory Bingham Casson Otros
Comportamiento N N
de Flujo L8 j /-
D:f (T) ' T 1 . T L . T T T :
Caracteristicas
D=L  |Dwwskt"(1)| Dy=av’+1 | Dy=t:le D.-'ﬁ"(mz D=k(t-) " (n<1)
D:t() 1 n »
Viscosidad -
n=% ns= % N a T "’ﬂ':

Nt D , D

Valor de .
doblegacién f 0 0 0 f,=1-D,", L-(.,ﬁ'm
Limite de la

Viscosidad PL=1 " = ; n - " -

no(D - ao) 0 ¢ no—_- c 0 (] 0
Representacion logaritmica | | log 1| log M }_b& ﬂ 1 { l&“/
del comportamiento de flujo

logm : f (log D) oo D log D gD gD - gD gD

3.6.10 Modulo de almacenamiento y modulo de pérdida.

Para un sélido elastico perfecto, se puede utilizar la ley de Hooke, la cual establece
que el esfuerzo de corte es proporcional al desplazamiento (digamos en x) dividido
entre el espesor y. Esta es la deformacién vy, la cual se define mediante:

Ecuacion 4: y=I=%

y dy
donde en la ultima igualdad se ha considerado “x”, “y” como cantidades
infinitesimales. Para un sélido ideal (Hookeano), se puede calcular la deformacion
a partir de las distancias macroscopicas X, y debido a que esta es constante a lo
largo de la muestra, aunque en general se tendra que usar la version diferencial.

Para un sdlido Hookeano: T = Gy es el llamado “mddulo de elasticidad”

Sin embargo, los hidrogeles son llamados materiales viscoelasticos, los cuales son

los formados por la suma de un componente elastico (Hookeano o no) que absorbe

la energia aplicada, transformandola durante la deformacién en energia potencial,
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de forma que cuando esta cesa, la deformacion vuelve a su estado inicial, y un
componente viscoso (Newtoniano o no), que absorbe la energia aplicada
transformandola en calor y fluyendo.

Para obtener informacion de las propiedades de los hidrogeles se someten a
experimentos oscilatorios, los cuales consisten en aplicar un esfuerzo o deformaciéon
sinusoidal:

Ecuacion 5: Y = Yosin (wt)

donde yo, es la amplitud de la onda de deformacion y w es la frecuencia de
oscilacion. El esfuerzo resultante a la deformacion es:

Ecuacion 6: T = 15sin (wt + )

donde & es el angulo de fase. Las ecuaciones para y, T, en estos casos, se han
representado en la figura 20. El angulo de fase d es cero para los solidos elasticos
y 90° para los liquidos Newtonianos. Un fluido viscoelastico exhibe un angulo de
fase entre cero y 90°.

YT

Figura 20. Deformacién oscilatoria y respuesta del esfuerzo, mostrando el dngulo de fase entre estimulo y
respuesta.[11]

Este tipo de comportamiento puede ser descrito mediante nUmeros complejos; en
tal sentido, el esfuerzo puede descomponerse en dos componentes, un componente
en fase y un componente fuera de fase. Puede definirse entonces un moédulo de
elasticidad complejo, G* = G' + i G”. La sefal G’ se denomina el mdédulo de
almacenamiento (elastico) o energia almacenada por ciclo y G” como el mddulo de
pérdidas (viscoso) o energia disipada por ciclo.

A bajas frecuencias G’< G” implica que el material se comporta como un liquido. Al
aumentar la frecuencia esta tendencia se invierte y cuando G”’< G’ el material se
comportara como un sélido. [10], [11], [52]
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3.6.11 Actividad metabdlica celular: Ensayo de resazurina.

Resazurina es un indicador de capacidad metabdlica celular que se ha utilizado
desde finales de la década de 1920. Desde entonces, este colorante redox se utiliza
como indicador del metabolismo activo en cultivos celulares.[12]

El ensayo de resazurina se basa en la reduccion intracelular de resazurina a
resorufina por células viables metabolicamente activas. Se describen varios
mecanismos para la reduccién de resazurina por células viables que utilizan NADH
y NADPH como fuente de electrones. Estos incluyen la reduccion por enzimas
mitocondriales o microsomales, por enzimas en la cadena respiratoria [26], 0 por
agentes de transferencia de electrones. (figura 21)

La resazurina se puede disolver en tampones fisiologicos, lo que permite su uso
directo en cultivos celulares. La solucion de resazurina es una solucion de color azul
profundo que muestra poca o ninguna fluorescencia intrinseca. Cuando la
resazurina se difunde a través de las membranas celulares, las células viables la
reducen metabdlicamente al producto fluorescente de color rosa, resorufina, que
también es permeable. La formacién de este producto fluorescente soluble en agua
es la principal ventaja en comparacion con los ensayos basados en sales de
tetrazolio.

Este colorante es poco toxico para las células (no asi otras técnicas descritas), y
permite la continuidad de estudios en las mismas células, economizando tiempo y
dinero, especialmente en cultivos primarios donde las células son muy escasas y
preciadas. Ademas, es sensible y altamente reproducible. Es posible obtener una
medida de absorbancia a una longitud de onda de 570 nm y/o fluorescencia en 530
NMex y 590 Nnmem, ya que este colorante tiene propiedades tanto croméforas como
fluoréforas. Pero solo la resorufina se puede determinar fluorimétricamente, en
oposicion a la resazurina.[53] [54]

H
N v
NADH/H* NAD'/M .0 NADH/HE NAD'/H,0

HO ) O HO™ ~o” “OH
Resazurin Resorufin Dihydroresorufin

(colorless)

Figura 21. Reduccidn de resazurina a resorufina y reduccién reversible de resorufina a dihidroresorufina. [54]

La curva de aumento de concentraciénde resorufina tiene solo un rango lineal
limitado que depende en gran medida de la temperatura, el pH y la concentracion
inicial de resazurina. La reduccion de resazurina a resorufina no es el paso final de
la reaccion en algunos casos. Algunas células pueden reducir mas activamente la
resorufina a dihidroresorufina (figura 21). Este compuesto no muestra fluorescencia
y es muy toxico para las células. La dihidroresorufina puede revertirse
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espontaneamente a resorufina, pero la velocidad de reaccion de esta reaccion
inversa es mucho mas lenta.

4 HIPOTESIS

¢ Mediante un proceso de fotopolimerizacion se formara una red polimeérica la
cual serd usada como biotinta para obtener como producto final una protesis
con propiedades adecuadas para remplazar el menisco.

e La agregacion de MWCNT modificara las propiedades viscoelasticas del
hidrogel.

e La funcionalizacion de MWCNT con CS favorecera al hidrogel aumentando
su actividad metabolica celular, ademas, al ser afiadidos al hidrogel, se veran
modificadas sus propiedades viscoelasticas.

e Alafadir GENT al hidrogel se vera favorecida su actividad metabdlica celular.

5 OBJETIVOS

5.1 General

Obtener protesis de menisco a través de impresion 3D, haciendo uso de f-
MWCNT, los polimeros 2-acrilamida-2-metilpropanosulfonato de sodio y
quitosano, asi como del farmaco gentamicina.

5.2 Secundarios.

a) Funcionalizar nanotubos de carbono de paredes mudltiples (f-MWCNT) con
quitosano (CS), caracterizar y comparar sus propiedades respecto a nanotubos de
carbono de paredes multiples (MWCNT).

b) Activar bentonita (BENT) y caracterizar mediante espectroscopia FTIR-ATR.

C) Sintetizar hidrogeles con mondmeros como 2-acrilamida-2-
metilpropanosulfonato de sodio (AMPS) y CS incorporando MWCNT 6 f-MWCNT.

d) Polimerizar hidrogeles mediante radiacion de luz UV y dar seguimiento a este
proceso mediante espectroscopia Raman.

e) Verificar interaccion de compuestos mediante espectroscopia infrarroja por
transformada de Fourier de reflexion total atenuada (ATR-FTIR).

f) Analizar morfologia mediante Microscopia Electronica de Barrido.
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s)] Analizar la variaciéon de swelling en cada hidrogel.
h) Caracterizar propiedades viscoelasticas del hidrogel.
)] Realizar ensayos de actividad metabdlica celular.

)] Anadir GENT al hidrogel, caracterizar y comparar sus propiedades respecto
hidrogeles que no la contengan.

k)  Analizar la morfologia por microscopia electronica de barrido.

) Realizar segmentacién de menisco e impresion 3D.

6 METODOLOGIA
6.1 Funcionalizacion de MWCNT

A continuacion, se describe el proceso llevado a cabo para funcionalizar MWCNT
con quitosano (CS) (figura 22):

1. Preparar 20 mL de acido acético al AA (1%)

2. Pesar 20 mg de quitosano, los cuales se afiaden a la solucion de AA
previamente preparada y son mezclados mediante agitacion magnética.

3. Pesar 5 mg de MWCNT

4. Agregar MWCNT a la solucion de AA/CS anteriormente preparada
5. Sonicar durante 15 min

6. Mediante agitacion magnética mezclar durante 60 min.

Finalmente, para su uso en la fabricacion de hidrogeles, se secan a una temperatura
de 80 °C, obteniendo asi f-MWCNT a una concentracion 1:4 (MWCNT:CS).

e > —— 4

e

Pesar CSy afadir Mezclar mediante Afvadit Mezclar mediante

a Ia:zlacoi/o)n de agitacion magnética MWCNT Sonicar agitacion magnética

Figura 22. Proceso de funcionalizacién de nanotubos de carbono multicapa (MWCNT) (Creado con
BioRender.com)
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6.2 Activacion de bentonita

El proceso de activacion del reactivo bentonita (BENT) fue realizado basandose en
el proceso descrito en la patente “Procesos para obtener arcillas activadas” (WO
2017/195121 Al) [29]. A continuacion, se describe el proceso llevado a cabo.

Activacion de Bentonita:

Primeramente, en un matraz bola, crear una pequefia cama de agua destilada.
Haciendo uso de una pipeta de vidrio, se afiade H2SOa4de tal manera que finalmente
se obtenga una solucién de 200 ml a una concentracion 1:1 v/v, a la cual se afladen
15 g de BENT y el agua destilada necesaria para obtener la solucion anteriormente
mencionada. Someter a reflujo durante dos horas a una temperatura constante de
60 °C, enfrie a temperatura ambiente, recupere el reactivo activado y haga lavados
con agua destilada hasta obtener un pH=7.5. Finalmente secar a una temperatura
de 80°C durante 3 horas.

En la figura 23 se muestra el proceso de activacion.

[
| T
\) j : : ’ ~ > 2 hrs -
| | 60
1 °(~
— U — | — g1:1 V/V‘ — -
e ¢ D
Crear cama Anadir Anadir Agregar agua -2

de agua H2SO4 BENT hasta obtener una
destilada solucién de 200 ml

Someter a reflujo

AT

=

Hacer lavados hasta obtener un pH=7.5 Recuperar y secar material
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Figura 23. Proceso de activaciéon de bentonita. (Creado con BioRender.com)

6.3 Sintesis de hidrogeles.

Los pasos seguidos para llevar a cabo la sintesis del hidrogel CS/AMPS se
describen a continuacion y se muestran en figura 24. La sintesis del hidrogel fue
basada en el método seguido por Feichen Yang et al [55].

1.

5.
6.

Se disuelve CS y BENT activada en &cido acético (AA) al 1%, bajo agitacion
mecanica a una temperatura de 80 °C.

Una vez que se forma un gel (10 min aprox.), se aflade MBA e 12959,
ademas, se agrega el PBS correspondiente a la sintesis. Se deja mezclando
mecanicamente hasta incorporar totalmente.

Al tener una mezcla homogénea, se afiade gota a gota AMPS.

Una vez elaborado el hidrogel, por medio de extrusion mecanica por piston
se elabora la pieza deseada

Mediante luz ultravioleta, polimerizar la pieza fabricada.

Finalmente se obtiene un xerogel.

Se sintetizaron distintos tipos de hidrogeles, teniendo de manera general, 0.12 gr
de fotoiniciador (12959), 0.122 gr de crosslinker (MBA) y 1.33 mL de AMPS.

Finalmente, se obtienen sintesis con una relacién 1:1 de CS: BENT activada y
sintesis con relacién 5:1 de CS: BENT activada. Tanto f-MWCNT como MWCNT
pueden ser agregados en el paso 1, dependiendo de la sintesis y la cantidad a
agregar.
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Figura 24. Proceso de sintesis de hidrogel CS/AMPS. (Creado con BioRender.com)

Se prepararon hidrogeles de tres concentraciones 10,50 y 80 pg / cm?
(concentracién en pug / cm 2 x 1.6 = concentracion en yg/mL) de MWCNT, las cuales
fueron propuestas por ensayos de resazurina hechos por otros autores y
comprobado en este trabajo. [56][57]

A continuacioén, en la tabla 2 se muestran las variables hechas.

Tabla 2. Sintesis de hidrogeles realizadas

7 /

0 0 15 25 0 0 13.5 2.0
10 0 15 25 10 0 13.5 2.0
50 0 15 25 50 0 13.5 2.0
80 0 15 25 80 0 13.5 2.0
0] 10 15 25 0 10 13.5 2.0
0] 50 15 25 0 50 13.5 2.0
0] 80 15 25 0 80 13.5 2.0

Ademas, se realizaron 6 sintesis a las cuales fue agregado Sulfato de Gentamicina
(GENT) a una concentracion de 5 ug/mL con respecto al contenido de PBS presente
en la sintesis. Tres de las sintesis con concentracion 1:1 (0.06 gr/mL : 0.06 gr/mL)
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y tres mas con concentracion 5:1 (0.07 gr/mL : 0.014 gr/mL) de CS:BENT activ. Las
sintesis fueron las siguientes:

1. INICIAL [0 pg/cm?].
2. MWCNT [80 pg/cm?].
3. f-MWCNT [80 pg/cm?].

Estas sintesis fueron seleccionadas debido a su desempefio en pruebas de
actividad metabolica celular.

6.4 Impresion de hidrogel

La elaboracién de objetos mediante impresion 3D se realiza a partir de un archivo
cuya base estructural es un modelo tridimensional virtual viable, en el caso de su
aplicacion en medicina, son requeridos los estudios de imagen de un paciente para
crear un molde a la medida.

La resonancia magnética nuclear (RMN), la tomografia axial computarizada (TAC)
y otras imagenes radiogréaficas son las principales fuentes para obtener informacion
volumétrica tridimensional de tejidos y 6rganos. La informacion obtenida mediante
estos recursos se almacenan en un archivo de imagenes digitales (archivo.DICOM,
por sus siglas en inglés) que después se utilizan para desarrollar el modelo CAD
mediante un proceso de ingenieria inversa. Asi, este proceso transforma la
“anatomia analitica” en “anatomia sintética”.

En este caso particular, el archivo MRI se descargd de
old.mridata.org/fullysampled/knees, mediante el uso del programa 3D Slicer se
realiz6 el proceso de segmentacion de imagenes, como se muestra en la captura
de pantalla en figura 25.

Figura 25. Proceso de fabricacién de prétesis de menisco mediante segmentacién de imdagenes.
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A continuacion, se describe el proceso llevado a cabo para obtener dicha
segmentacion (figura 26).

1.

Una vez descargado el archivo MRI, dar clic en DATA vy elegir el archivo
correspondiente, en donde automéaticamente se observaran diferentes vistas
(superior, sagital y frontal)

Dar clic en segment editor y agregar los tejidos de interés, en este caso solo
seleccione hueso y menisco, etiquetados con ese mismo nombre y colores
llamativos para hacer mas notoria la diferencia entre ambos.

Acto seguido, dar clic en threshold y ajustar el range threshold de manera
gue sea favorable para el tejido seleccionado.

Una vez seleccionado el tejido deseado, dar clic en keep select island, dar
clic en scissors/ erase outside y seleccionar el area de interés, es decir, el
area en donde se encuentra el menisco.

Repetir el mismo proceso, seleccionando otro tipo de tejido, como se muestra
en las imagenes.

Finalmente, mediante draw y paint detallar los tejidos seleccionados imagen
por imagen con el fin de obtener el mismo resultado obtenido en la figura 25.
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Figura 26. Secuencia de proceso llevado a cabo para realizar segmentacién de imégenes.

Un modelo no es sino la representacion digital de lo que se planea imprimir mediante
algun programa computarizado para modelarlo. En la actualidad existe una amplia
variedad de programas de cémputo especializados, Utiles en este proceso
principalmente los de tipo CAD (computer-aided design o disefio asistido por
computadora) y los de tipo CAM (computer-aided manufacturing o fabricacion
asistida por computadora).

&) Repetier-Host V2.2.2 - meniscus! 5% a X
Archivo  Ver  Configuracion Impresora  Senvidor  Hemamientas  Ayuda

I,E,Dy.Dfs 3 @

Desconectar | Archivo | Imprimir Registro Configurar Impresora Modo Facil Parada de Emergencia

Vieta 30 | Curva de Temperatura | Objetos i | PimProview | Conrol Manual | Tareta D |

(D Detener Slicing

DXIVDRNLODD

mm

B Y

Sl xemel oroaram, which can For futher informations.

@ Eroes O ACK @ AuoScrol i LimpiarRegisto () Copiar
ula/AME Mano N1 bienO.gcode 26848080
ARS_Mano N1.qcode 26848080

Conectado: anet a8 Extrusor: 154.1/180°C Plataforma: 23.6°C/OM Idle

Figura 27. Archivo .STL de prétesis de menisco, previo a proceder a ser impresa.

Este tipo de archivos son, por definiciébn, un constructo tridimensional, virtual e
intangible. Para esto es necesario convertir el disefio o modelo a un formato o
‘idioma” conocido por la impresora con un archivo de extension.STL
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(Stereolitography). A partir de este formato, la impresora ejecuta los comandos para
la construccion de cualquier modelo, en coordenadas milimétricas englobadas en el
espacio de impresion conforme a los ejes X, Yy Z.[16]

Una vez hecha la segmentacion por medio del programa Meshmixer se arreglan los
imperfectos de relleno, obteniendo finalmente un archivo.STL.

Para poder llevar a cabo la impresion 3D de piezas con los hidrogeles se hizo una
adaptacién a una impresora Prusa i3, obteniendo un extrusor mecéanico, dicho
aditamento se maneja por medio del programa Repetier Host, como se observa en
la captura mostrada en la figura 27, el cual ademas controla la impresora 3D ANET
8, permitiendo asi controlar aspectos como la velocidad de impresion, ancho de
filamento, temperatura de la cama, relleno de la pieza, etc.

Figura 28. Proceso de impresién 3D

Se encontr6é que para este hidrogel la velocidad apropiada es de 800 mm/min. En
la figura 28 se observa el proceso de impresion por medio de un aditamento
procedente de una impresora Prusa i3, la cual fue conectada a la impresora ANET
8, como anteriormente se menciona.

6.5 Caracterizacion de proceso de funcionalizacion de MWCNT.

Las muestras CS, MWCNT y f-MWCNT se caracterizaron primeramente realizando
mediciones de espectroscopia Raman, se utilizé6 un equipo Raman Focal Horiba
XploRA ONTM™ (Horiba Scientific, Ltd.) a temperatura ambiente, utilizando un laser
de 532 nm con filtro del 100%, se utilizé un lente de 20X, haciendo un barrido de
800 a 1800 cm™ , una rejilla de 1800 gr/mm, y un tiempo de adquisicion de 20s en
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4 acumulaciones con el fin de identificar tanto los modos vibracionales de CS como
las bandas caracteristicas de MWCNTSs. (figura 16)

Ademas, haciendo uso de espectrofotometro UV-3600i Plus UV-Vis-NIR, a una
temperatura ambiente, en un rango de longitud de onda de 200-900 nm se hicieron
mediciones de absorcion. Los espectros correspondientes a las mediciones de
espectrofotometria UV-VIS fueron obtenidos a partir de disoluciones en &cido
acético al 1%.

Finalmente, f-MWCNT fueron observados gracias a el uso de microscopia
electronica de barrido de transmision (STEM) con una magnificacion de 50000X,
corriente de 0.17nA y voltaje de 30kV (figura 31).

6.5.1 Evaluacion de la actividad metabolica de las células HEK293T en presencia
de MWCMT y -MWCNT

Ensayos de resazurina permitieron llevar a cabo el estudio de actividad metabdlica
celular haciendo uso de células HEK293T.

Las células de rifion embrionario humano 293 (HEK293) son células HEK que se
han transformado exponiéndolas a fragmentos cortados de ADN de adenovirus tipo
5. Las células HEK293T se derivan de células HEK293 que expresan el antigeno T
grande del virus simio 40 (SV40), que permite la replicacion de plasmidos que
contienen el origen de replicacién SV40, lo que conduce a una alta expresion de
proteina. Por estas razones, las células HEK293T crecen bien y pueden
transfectarse bien con vectores de expresion de proteinas.[58]

En la figura 29 se describe el procedimiento previo que se llevé a cabo para preparar
las muestras antes de ser sometidas al ensayo. En donde las muestras en polvo
fueron expuestas a luz ultravioleta con el fin de esterilizar el material. Se disolvio el
material en medio de cultivo para obtener concentraciones finales de
aproximadamente 10,50 y 80 ug / cm 2 (dosis en ug/cm 2 x 1.6 = dosis en ug / mL).
Finalmente, mediante el uso de vortex y ultrasonido se traté de disolver lo mejor y
mas uniforme posible.

— |

| L |

Disolver material en

Esterilizacion de materiales medio de cultivo Sonicar hasta disolver

Figura 29. Proceso de preparacién de muestras (MWCNT, CS, f-MWCNT) utilizadas en ensayo de
resarzurina. (Creado con BioRender.com)
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Para la evaluacion de actividad metabdlica celular por medio de resazurina de CS,
MWCNT y f-MWCNT se siguié el procedimiento descrito en la figura 30. El
experimento fue realizado por triplicado y de manera independiente. Se cultivaron
células HEK293T y posteriormente se sembraron a una placa de 96 pozos a una
concentracion de 10000 células por pozo. Después de 24 horas se agregaron
MWCNT y f-MWCNT en tres concentraciones diferentes de MWCNT vy f-
MWCNT/CS (10,50 y 80 pg/cm?). Se incluy6 en todos los experimentos un control
negativo de muerte y una muestra de CS a una concentracion de 200 pg/cm?. Se
incubaron a 37°C bajo una atmoésfera 5% CO2. Pasadas las 24 horas se agregaron
100 pL de resazurina previamente preparada para realizar la medicion de
fluorescencia tres horas después.

]
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2 : : Anadir los materiales
Se adhieren las células a la placa Se lleva a la incubadora 24 hrs .
previamente preparados
i
1\
{ ! “i' 1
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~ - | 2 é 83¢
= 1] :
i - oo
X 24 h
Se lleva a la incubadora 24 hrs Agregar resarzurina y llevar a Lectura de placa a
incubacion durante 3 hrs A=560 nmy T=25°C

Figura 30. Procedimiento de ensayo de resazurina en MWCNT, CS y f-MWCNT. (Creado con BioRender.com)
6.6 Caracterizacion de bentonita activada

Las muestras de bentonita activada y sin activar se caracterizaron mediante
espectroscopia FTIR-ATR, las mediciones se realizaron en un rango de 400-3800
cm en la zona del mediano infrarrojo (MIR), con una resolucién de 4 cm, haciendo
64 escaneos a temperatura ambiente.
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6.7 Caracterizacion de hidrogeles

Los hidrogeles se caracterizaron realizando mediciones de espectroscopia Raman,
se utilizé un equipo Raman Focal Horiba XploRA ONTM™ (Horiba Scientific, Ltd.) a
temperatura ambiente, utilizando un laser de 785 nm con filtro del 50%, se utiliz6 un
lente de 20X, haciendo un barrido de 200 a 1700 cm, una rejilla de 1800 gr/mm
haciendo 2 acumulaciones un tiempo de adquisicion de 10s. Todo esto, con el fin
de identificar modos vibracionales caracteristicos tanto de los materiales usados en
la sintesis del hidrogel y a su vez dar seguimiento del proceso de polimerizacion.
Las mediciones se llevaron a cabo a distintos periodos de tiempo (0,24 y 48 hrs) de
exposicion a luz UV.

Se secaron hidrogeles antes de ser llevado a cabo el proceso de polimerizacion
durante 15 min a 80°C, obteniendo asi muestras sin polimerizar, es decir O hrs de
polimerizacién. Por otra parte, hidrogeles fueron expuestos a luz UV durante 24 hrs
con el fin de realizar caracterizaciones de espectroscopia FTRI-ATR a distintos
tiempos de polimerizacion (0 y 24 hrs). Las mediciones se hicieron en el rango de
400-3800 cm en la zona del mediano infrarojo (MIR), con una resolucién de 4 cm-
1, haciendo 64 escaneos.

Para las pruebas de hinchamiento “swelling” las muestras se polimerizaron bajo luz
ultravioleta (365 nm) durante distintos periodos de tiempo (24 y 48 hrs). Para cada
hidrogel se polimerizaron 2 muestras cada una correspondiente a un periodo de
tiempo distinto, ademas cada muestra se peso en su estado seco (xerogel) y se
introdujeron en recipientes separados, los cuales contenian 20 ml de PBS a una
temperatura controlada de 37°C. Cada muestra se mantuvo un tiempo determinado
en PBS y cada cierto periodo de tiempo fueron pesadas las muestras.

La caracterizacion reoldgica de los hidrogeles se llevo a cabo haciendo uso de un
redmetro Anton-Paar MCR 300.

Las mediciones de viscosidad de los hidrogeles se tomaron antes de polimerizarse,
ya que conocer el pardmetro de viscosidad es importante debido a su aplicacion en
impresion 3D (biotinta). Las mediciones se llevaron en geometria plato-plato a una
temperatura ambiente (25 °C) y a una altura de 5 mm aproximadamente. Se
corrieron a una frecuencia de 1Hz en un intervalo de tazas de corte entre 0.1y 100
1/s.

Las mediciones correspondientes al modulo de almacenamiento, modulo de perdida
y factor de amortiguacion “damping factor” se llevaron a cabo haciendo uso del
peltier PP25, a una temperatura constante de 37 °C (temperatura corporal), con una
amplitud gamma de 0.001%, se tomaron 100 puntos en un intervalo de frecuencia
de 0.1-100 Hz.
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Todas las mediciones fueron centradas en muestras que contienen GENT, dado
que estas muestras obtuvieron mejores resultados en pruebas de actividad
metabdlica celular. Las mediciones fueron hechas sobre el material previo a ser
polimerizado y después de ser polimerizado durante 48 hrs con un tiempo de
swelling de 24 hrs.

Finalmente, se observo la morfologia de los hidrogeles con concentraciones 5:1 por
medio de microscopia electrénica de barrido (SEM) se utiliz6 un Microscopio
Electronico FEI-Dual Beam. Se realizaron las micrografias en hidrogeles
polimerizados con 48 hrs de polimerizacion. Por medio de la técnica sputtering,
llegando a un vacio de 1° Pa, se agregdé una capa fina de aluminio durante un
tiempo de 12 min, con el fin de hacer conductoras las muestras y asi poder observar
de mejor manera su morfologia. Las mediciones se llevaron a cabo con una
aceleracion de haz entre 15y 30 kV, corriente de 0.17 nA.

6.7.1 Evaluacion de la actividad metabolica de las células HEK293T en presencia
de hidrogeles.

La evaluacion de actividad metabdlica celular por medio de resazurina de hidrogeles
se llevé a cabo siguiendo el procedimiento descrito a continuacion y se muestra en
la figura 31.

Experimento de ensayo de viabilidad celular para hidrogeles se realiz6 por triplicado.
Como se describi6 anteriormente las células HEK293T se sembraron en una
concentracion de 10,000 células por pozo en donde previamente se polimerizaron
los hidrogeles.

Tres transferencias de células HEK293T se adhirieron a una placa de 96 pozos y
se dejaron en incubacién durante 24 horas:

1. Rellenar moldes (previamente disefiados) con hidrogel.
2. Polimerizar hidrogeles durante aproximadamente 48 hrs.

*Esterilizar materiales haciendo uso de luz UV una noche previo a dar comienzo al
experimento, de igual manera se esterilizan todos los materiales que se haran uso
para poder llevar a cabo el experimento (pinzas, micropipetas, etc.)

3. En las placas p96 introducir los hidrogeles y agregar 100 yuL de PBS con el
fin de hidratar (hinchar) los hidrogeles y llevar a la incubadora durante 24 hrs
a 37 °C.

4. Retirar PBS y agregar 100 pL de medio de cultivo, nuevamente llevar a la
incubadora durante 24 hrs a 37 °C.
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5. Extraer el sobrenadante y sembrar células HEK293T (10000 células /pozo).
Llevar a la incubadora durante 24 hrs a una temperatura de 37 °C.

6. Retirar medio de cultivo y afadir resazurina para realizar la medicion de
fluorescencia.

Posteriormente se transfiere el sobrenadante de cada pozo y se coloca en otra
placa, teniendo especial cuidado en el orden en el cual se traspasa. Una vez
realizado el proceso anterior se procede a medir en la absorbancia en el equipo
Synergy H1 con una frecuencia de excitacion de 560 nm y de emisién de 590 nm.

Se realizaron experimentos de actividad celular metabdlica en todas las sintesis
realizadas, es decir, las sintesis mencionadas en la tabla 1, los cuales fueron
divididos en 3 experimentos distintos que fueron repetidos 2 veces con el fin verificar
reproducibilidad. En todos los experimentos se incluyd un control positivo de muerte,
(peréxido de hidrogeno (H202) a una concentracién de 10% en peso) y un control
negativo de muerte.
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Figura 31. Procedimiento llevado a cobo en experimentos de actividad celular metabédlica mediante ensayo de
rezasurina en hidrogeles. (Creado con BioRender.com)
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6.7.2 Analisis estadistico.

De manera general, los analisis estadisticos se pueden dividir en paramétricos y no
paramétricos. Las pruebas paramétricas asumen una distribucion normal de
valores, o una “curva en forma de campana” esta distribucion también se denomina
distribucion gaussiana. Por lo tanto, una estadistica no paramétrica que se utilizan
para probar hipotesis cuando los datos no cumplen uno o0 mas de los supuestos de
los procedimientos paramétricos, es decir, si la varianza en la poblacion es
asimétrica o sesgada, si los datos generados a partir de las medidas son ordinales
o nominales, o si el tamafio de la muestra es pequefio, el investigador debe
seleccionar una estadistica no paramétrica.[59][60]

Debido a que se tienen mas de dos muestras independientes y su tamafio es
pequefio (N=6) se hara uso de las pruebas no paramétricas Kruskal-Wallis,U de
Mann-Whitney y finalmente una correccion de Bonferroni. Cabe mencionar que se
realizaron pruebas de normalidad.

El test de Kruskal-Wallis, también conocido como test H, se utiliza para comparar
tres 0 mas grupos en una variable dependiente que se mide al menos en un nivel
ordinal. Si el test de Kruskal-Wallis es significativo, implica que al menos dos grupos
de entre los comparados son significativamente diferentes, pero no indica cuales.
Para saberlo es necesario compararlos todos entre ellos. Esto implica realizar una
correccion del nivel de significancia 6 prueba “post-hoc” .[61]

Uno de los métodos de comparacion post-hoc mas empleados para un test de
Kruskal-Wallis es el test U de Mann-Whitney (también llamada prueba de Mann-
Whitney-Wilcoxon (MWW). El test U de Mann-Whitney, prueba las diferencias entre
dos grupos en una sola variable ordinal sin distribucién especifica. La correccién
de Bonferroni ajusta los valores de p debido al mayor riesgo de un error de tipo |
(concluir que una diferencia significativa esta presente cuando no lo estd) al realizar
multiples pruebas estadisticas.

Es asi como todos los experimentos cuantitativos se realizaron por triplicado (N = 3,
tres transferencias diferentes) y a su vez replicados (hechos dos veces, N=6) los
resultados se expresaron como valores medios +/- desviaciones estandar. Para los
ensayos de rezasurina, su andlisis estadistico fue realizado mediante el uso del
programa STATISTICA. La prueba no paramétrica U de Mann-Whitnay fue usada
para comparar dos grupos, en donde cada muestra fue comparada con un control
negativo de muerte correspondiente a cada ensayo. Mientras que la comparacion
entre mas de dos grupos se realizé mediante la prueba de Kruskal-Wallis.
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7 RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 Sintesis y caracterizacion de nanotubos de carbono multicapa
con quitosano (f-MWCNT)

7.1.1 Cinética de reaccion: funcionalizacion de nanotubos de carbono.

Durante este proceso, el uso de AA tiene una doble funcién, primeramente, en el
caso de las cadenas de quitosano, se pueden realizar modificaciones quimicas
gracias a la presencia de los grupos funcionales amino (-NH,), hidroxilo (-OH) y N-

acetilo (-NH-CO-CH,) pues sus grupos amino permiten que solubilice facilmente en

medios &cidos.[27] Su segunda funcién es oxidar a MWCNT, dado que al reaccionar
AA ocurre un proceso de oxidacidon que crean diferentes grupos funcionales en la
superficie del tubo, como —OH, —COH y —COOH en sus extremos y paredes,
permitiendo el acoplamiento de moléculas por medio de unién covalente formando
enlaces tipo éster y amidas con CS. [24][62] [63]

El ultrasonido es una fuente utilizada para dispersar en solucion los nanotubos,
mejorando la interaccion entre los diversos grupos funcionales y los orbitales de
carbonos sp? de los MWCNT. [64]

Este proceso es descrito en la siguiente figura 32:

2&) Quitosano :: Acido acético _==MWCNT

Figura 32. Proceso de funcionalizacién de MWCNT con quitosano. (Creado con BioRender.com)
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7.12 Espectroscopia Raman

En la figura 33 se muestran los espectros Raman correspondientes a tres
materiales: MWCNT (pristinos), quitosano y f-MWCNT. Este dltimo mencionado
corresponde a el producto de la sintesis descrita en la seccidén 6.1” funcionalizaciéon
de MWCNT”. Cabe sefalar que, a los espectros mostrados, se les sustrajo una linea
base haciendo uso del programa Vancouver Raman Algorithm.

En la tabla 3, se resumen los modos vibracionales correspondientes a CS [26]. En
la figura 33 se sefalan con (*) los modos vibracionales correspondientes a la
muestra quitosano y con una linea punteada se sefialan las bandas D y G de los
CNT ubicadas en 1337 y 1564 cm! respectivamente.

Tabla 3. Modos Raman reportados asociados a quitosano. [26]

Raman Shift Asignacién Raman Shift Asignacion

3362w v(OH)HB 1377s 6(CH3) + §(CH) + §(OH) + v(d)

3308w 1325m v(CN) + 6(CH)

2932vs v(CH3) 1263m 6(OH..0O) + v(C-C) + v(C-O) + §(CH) + p(CH2)

2885vs v(CH2) 1146m v(C-O-C) + v(p) + v(C-OH) + v(C- CH2) + §(CH) +
p(CH2) + p(CHs)

2818shm v(CH3) 1114s v(C-O-C) + v(p) + v(C-OH) + v(C- CH2) + §(CH) +
p(CH2) + p(CHs)

2743w v(CH) 1093s v(C-O-C) + v(p) + v(C-OH) + v(C- CH2) + §(CH) +
p(CH2) + p(CHs)

1654w v(CO) 1044shm p(CHa) + 8(CH) + §(OH)

1591m 6(NH2) 991shm v(d) + 6(CH)

1458m 5(CH) 936m v(CN)

1411m 8(CH3) + 8(CH) 896m v(®) + p(CH2)
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Los espectros Raman de los MWCNT (espectro negro) y f-MWCNT (espectro azul)
se pueden observar en la (figura 33), se identificaron las bandas caracteristicas D y
G, denominadas, banda de desorden inducido y banda de elongacion o vibracion
tangencial respectivamente. La banda D es indicadora de la presencia de defectos
en las paredes, de manera que de la relacion de intensidades entre las bandas D y
G sugiere que MWCNT presenta CS en sus alrededores. La relacion de
intensidades de las bandas G (vibracion tangencial) y D (desorden inducido) de
MWCNT y f-MWCNT fueron de 0.1772 y 0.3699 respectivamente. El aumento en el
valor de la relacion de las intensidades | o/c es un indicio de la funcionalizacion de
MWCNT con CS. Cabe sefalar que esto fue comprobado mediante Scanning
Transmission Electron Microscopy (STEM).

A continuacion, en la tabla 4 se muestra una comparacion entre estas relaciones:

Tabla 4. Relacién I p ; ¢ obtenidas a partir de grdfica 32.

0.1772 0.3699
Banda D Banda G
1337 1564

Intensidad (U.A.)

v T v T v T v T v
800 1000 1200 1400 1600 1800

Corrimiento Raman (cm™)
— -MWCNT —— QUITOSANO —— MWCNT

Figura 33. Espectros Raman de las muestras MWCNT, Quitosano y f-MWCNT. Las lineas punteadas sefialan las
bandas D y G correspondientes a MWCNT y con * se sefialan los modos vibracionales correspondientes a quitosano.
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7.13 Espectrofotometria de absorcion UV-VIS

El espectro de MWCNT (espectro negro) en solucion mostré una fuerte absorbancia
a ~230 nm (figura 34), que se atribuy6 a las transiciones 17— de los enlaces C-C

aromaticos, los cuales se han reportado previamente para este tipo de
materiales.[10][66]

Tanto el espectro de CS (espectro rojo) y -MWCNT (espectro azul) muestran una
absorcion caracteristica de CS en ~200 nm, revelando asi la presencia de CS en
ambas muestras, sin embargo, el espectro correspondiente a f-MWCNT muestra
una mayor absorcion, lo cual puede ser atribuido a la presencia de MWCNT. En
~293 nm existe otra banda de absorcion en la muestra quitosano, la cual presenta
un corrimiento negativo en la muestra f-MWCNT que de igual manera podria
atribuirse a procesos de oxidacién. [67]

222
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| —— Quitosano MWCNT —— f-MWCNT |

Figura 34. Espectros de absorciéon UV-VIS de las muestras MWCNT, Quitosano y f-MWCNT.

7.1.4 Scanning Transmission Electron Microscope (STEM)

Por medio de microscopia STEM se pudo comprobar la morfologia obtenida de la
sintesis f-MWCNT (figura 35) en donde de acuerdo a lo reportado por la literatura,
se puede concluir que lo que se observa es un “nanotubo decorado” con quitosano,
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imagenes similares a la obtenida fueron observadas por Yuyang Liu [62] y Huiren
Xu [68].

De la imagen ampliada que se muestra, podemos ver que las superficies de
nanotubos de carbono estan cubiertas con protuberancias de quitosano después de
la decoracion de la superficie. Esto concuerda con el estado fisico de la solucién de
f-MWCNT dado que el comportamiento hidrofébico de MWCNT que tienen como
una de sus mas grandes caracteristicas, se elimina después de la funcionalizacion.

et € aq 1 WD FW

129 AM 0.17 nA 30.00 kV STEM 3+ Custom 49994x 49mm 0.0° 8.29 ym

@ 12/8/202( T HV i mode mag O WI tit | HFW
U 10:4544 AM 0.17nA 30.00 kV STEM 3+ Custom 50000x 5.0 mm 0.0° 8.29 ym

Figura 35. Micrografias STEM de MWCNT funcionalizados con quitosano
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7.1.5 Actividad metabolica celular: ensayo de resazurina

La tabla 4 muestra imdgenes obtenidas previo a afiadir resazurina, en donde se
observa que las muestras en donde son afadidas distintas concentraciones de
MWCNT, las células estan rodeadas por MWCNT.

Tabla 5. Imagenes obtenidas previo a anadir resazurina.

Muestra Objetivo 20x Objetivo 40x Muestra Objetivo 40x
Control Lo CSs
MWCNT f-
10 MWCNT
Hg/cm? 10
Hg/cm?
MWCNT f-
50 ug/cm? MWCNT
§ 50
@78 lg/cm?
MWCNT -
80 l,jg/cm2 MWCNT
80
Mg/em?

La figura 36 y tabla 6 muestra los resultados obtenidos del ensayo de resazurina
realizado, en donde, se observa claramente que las muestras MWCNT tienen una
menor actividad celular metabdlica que -MWCNT en todas las concentraciones, f-
MWCNT en todas las concentraciones mostré una viabilidad mayor al 80%, por lo
cual se puede deducir que el proceso de funcionalizacion se llevé a cabo.
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Tabla 6. Resultados de ensayo de resazurina en MWCNT

CONDICION MEDI  DESV. ESTANDAR (DE)
A

A CONTROL NEGATIVO DE MUERTE (CNM) 100 0

B MWCNT (10 pg/cm?) 91.1 8.7

C  MWCNT (50 Hg/cm?) 487 2.3

D MWCNT (80 Hg/cm?) 39.2 5.5

E f-MWCNT (10 Hg/cm?) 101.7 6.6

F f-MWCNT (50 Hg/cm?) 98.5 5.7

G f-MWCNT (80 Ug/cm?) 86.3 1.4
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Figura 36. Actividad metabdlica de las células HEK293T expuestas a MWCNT y f-MWCNT. Se muestra la
media * DE. * p <0,05, ** p <0,01, *** p <0,001 en comparacién con las células de control (solo medio de
cultivo).

Al hacer el andlisis estadistico Krusskal-Wallis mediante el programa statistica se obtuvo
un valor de H(6, N=42)=23.59 y p=0.0002, por lo cual se prosiguio a realizar el test U de
Mann-Whitney en donde se compard cada una de las muestras con el control como se
muestra en la figura 36.

En donde las muestras MWCNT 50 pg/cm? y MWCNT 80 pg/cm? presentan valores
significativos respecto al control negativo de muerte (p<0.05). Confirmando asi el
proceso de funcionalizacion de MWCNT, ya que todas las muestras de f-MWCNT
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presentan porcentajes de actividad metabdlica celular por encima del 80% y a su
vez sus valores no son significativos, permitiendo asi su uso en hidrogeles.

7.2 Activacion dcida de bentonita: espectroscopia FTIR-ATR

La figura 37 muestra los espectros FTIR-ATR correspondientes a las muestras de
bentonita activada a distintos pH y de igual manera en su presentacion reactivo sin
ser activada. En la figura 37 la muestra correspondiente al reactivo bentonita sin ser
activado (linea negra), presenta bandas caracteristicas al reactivo, localizadas en
443 cm (Si-O-Al), 523 cm* (Si-O-Si), 930 cm™ (Si amorfo),1040 cm (Si amorfo) y
1650 cm? (Al-Al-OH) [69]-[71]. Ademas, en la muestra BENT activ. con pH = 7
(linea azul) se observa en la zona por encima de 3000 cm™ una banda
correspondiente a grupos -OH y/o humedad de la muestra, esto puede atribuirse a
el elevado pH de la muestra, pues como se sabe la concentracidén de iones OH esta
dada por p[OH]= 14 - p[H]. [72]

S
©
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c - |
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c
g T
g
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500 1000 1500 31000 3500
Numero de onda (cm™)
| —— BENT pH=7 —— BENT pH=3 —— BENT (reactivo)]

Figura 37. Espectros FTIR-ATR de Bentonita sin activar y activada a distinto pH

La figura 38 muestra los mismos espectros analizados anteriormente, centrandose
en el area de 400-1800 cm, en donde se sefialan con lineas punteadas las bandas
anteriormente identificadas.
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Como se observa, la banda situada en 443 cm! (Si-O-Al) presenta corrimiento hacia
la derecha y la banda 523 cm™ (Si-O-Si) desaparece practicamente cuando la
bentonita es activada y su pH se ve aumentado. Ademas, las bandas 930 y 1040
cm? (Si amorfo), presentan un corrimiento hacia la derecha y se vuelven mas
intensas al llevarse a cabo el proceso de activacion y verse aumentado su pH. Estas
bandas son sefialadas con una linea punteada en el espectro correspondiente a la
bentonita en su modo reactivo (linea negra), haciendo mas evidente los corrimientos
y aumento de intensidades mencionados.

Cabe sefialar que aparece una banda en 1650 cm™ (AI-Al-OH) solamente en la
muestra de BENT activ con un pH=7.

Lo anteriormente mencionado se sugiere que es debido a que, durante el proceso
de modificacién, los protones penetran en las capas de bentonita para atacar los
grupos OH, lo que provocaria la alteracion de la vibracion de OH y los cationes
octaédricos. La deshidroxilacion resultante esta relacionada con la liberacion
sucesiva de los atomos centrales de la superficie octaédrica y la eliminacion de Al®*
de las ldminas tetraédricas. Mientras tanto, se produce una transformacion gradual
de la lamina tetraédrica estratificada a una estructura tridimensional, donde se
pueden observar cambios en las caracteristicas de los grupos hidroxilo y los aniones
silicato, detectados por la alteracién de las bandas FTIR. Estas transformaciones
ayudada a la formacion de silice amorfa proporcionando varios sitios de unién a la
superficie para el proceso de adsorcion.[69][31]
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Figura 38. Espectros FTIR-ATR de Bentonita sin activar y activada a distintos pH centrdndose en el érea de
mayor interés (400-1800 cm!)

7.3 Sintesis y caracterizacion de hidrogel con nanotubos de carbono
multicapa y gentamicina para el disefio de protesis de menisco
mediante impresion 3-D

7.3.1 Cinética de formacion de hidrogel propuesta.

El mecanismo propuesto de formacion de hidrogel por medio de polimerizacion de
radicales libres se ilustra en la figura 39.

Se sabe que, al introducir el CS en estado sélido en una solucion &cida se ionizan
sus grupos amino con los iones H3O * disponibles en la solucion, produciéndose asi
un poli-ion positivo, debido a que son ionizadas las aminas procedentes de CS.[27]
Es una de las razones por las cuales es agregado AA (1%), pues esto permite que
CS interaccione con BENT activada debido a la presencia de los grupos amina
ionizados procedentes de CS'y el proceso previo de activaciéon acida de la bentonita.
Ademas, en las sintesis que son agregados tanto MWCNT como f-MWCNT, al ser
disueltos y previamente sonicados en AA (1%), se espera que interactie con CS,
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esto debido a que al ser agregados a la mezcla estos ya cuentan con una carga
negativa en sus paredes producto de los radicales COOH-, COH"y OH, en especial
f-MWCNT, ya que estos ya cuentan con un proceso de funcionalizacidén previamente
hecho.[63][62]

Cabe senalar que debido a la activacion de Bentonita (BENT activ) podria dar lugar
a una interaccion con MBA (crosslinker) este enlace se lleva a cabo por el grupo -
CHz2 de los extremos de la cadena del reticulador. Como se sabe AMPS contiene un
grupo funcional de acido sulfénico hidréfilo (SO2) y un grupo amida no iénico en su
estructura molecular el cual se disocia completamente en el rango de pH general,
es importante sefialar esto debido a que una vez que se inicie el proceso de
fotopolimerizacion, estos grupos son puntos de unién con BENT activ. [28]

Una vez que la muestra es expuesta a luz UV (365 nm), debido a reacciones de
fotopolimerizacion, 12959 (fotoiniciador) produce radicales libres como benzoilo y
alquilo, los cuales comienzan el proceso de fotopolimerizacion, es decir, se rompen
enlaces dobles de carbono del crosslinker (C=C) para formar las cadenas
poliméricas con CS y AMPS, dando origen a una red dual debido a la presencia de
ambos monomeros CS y AMPS.

Bentonita
activada

‘\47 Quitosano

4/ MWCNT

-~ MBA
12959

AMPS

j f-MWCNT

Figura 39. Proceso de sintesis de hidrogel CS/AMPS. (Creado con BioRender.com)

7.3.2 Espectroscopia Raman

La figura 40 muestra los espectros Raman correspondientes a hidrogeles que
contienen MWCNT (80 gr/cm?) con concentracién 5:1 (CS:BENT activ) en donde se
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varié el tiempo de polimerizacion de entre O (linea negra) ,24 (linea roja) y 48 horas
(linea azul). Como se observa en la grafica se sefialan los modos vibracionales
correspondientes a las bandas D y G de f-MWCNT.[21][73]

Modos de vibracion caracteristicos de BENT fueron encontrados en 537, 768,
920,1040 y 1105 cm™ correspondientes a la deformacién de Si-O-Al, estiramiento
Al-O-Si, deformacion de Al-OH y estiramiento de Si-O los cuales fueron marcados
con asteriscos rosas (*). De manera similar, con cruces negras (+) se sefialan
modos vibracionales correspondientes a CS los cuales corresponden a 351 cm
Y(OH) + Y(9), 1409 cm™ §(CHs) + &(CH) y 1454 cm™ 5(CH) + w(CH2) + 8(OH).
Ademas, se identific6 el modo de flexion del enlace vinilo C-H a 1254 cm™
correspondiente a MBA que es sefialada con una linea verde punteada.[74][75][26]

En la gréfica 6 se observan dos bandas distintivas a 1636 y 1628 cm'sefiadalas
con lineas rojas punteadas en las graficas, y se atribuyen a los modos vibracionales
de C=C. Tras la polimerizacion, los enlaces C=C se desdoblan o rompen y se
convierten en enlaces C—C. Por tanto, como consecuencia de la concentracion
disminuida de los enlaces C=C, la intensidad de los modos se reduce durante la
polimerizacién. Modos de intensidad del enlace doble C=C, el modo de flexién del
vinilo C-H correspondiente a la acrilamida y el modo de intensidad correspondiente
al doble enlace C = C de bisacrilamida a 1628 cm* disminuy6 al mismo tiempo. [74]

Por lo anteriormente mencionado, se muestra en la figura 40 el intervalo de 1550-
1700 cm? haciendo énfasis en las bandas asociadas al proceso de
fotopolimerizacion. En donde es mas evidente como los modos vibracionales
correspondientes a enlaces C=C, disminuyen su intensidad dependiendo del tiempo
en el cual fueron expuestos a luz UV, sugiriendo que se lleva a cabo el proceso de
fotopolimerizacion.
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Figura 40. A) espectros Raman correspondientes a Hidrogel con MWCNT (80 gr/cm?2) con concentracién 5:1
(CS:BENT activ) a distintos tiempos de polimerizacién B) Acercamiento correspondiente a bandas asociadas
al proceso de fotopolimerizacién.

7.3.3 Espectroscopia FTIR-ATR

La figura 41 muestra los espectros FTIR-ATR de hidrogeles tanto polimerizados
como sin polimerizar, los materiales sin polimerizar fueron secados previamente a
una temperatura de 80 °C durante 15 min, esto con el fin de evitar sefiales que
opaqguen bandas que realmente son de interés.
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Figura 41. Espectros FTIR-ATR de hidrogeles polimerizados y sin polimerizar

Lo anteriormente mencionado fue hecho con el fin de observar interacciones entre
los componentes de las muestras, como es el caso de GENT, en donde se observan
bandas caracteristicas de su interaccion con CS previamente reportadas.[8][9]

Los espectros que contienen GENT denotan varias bandas caracteristicas,
evidenciando la presencia de GENT como lo es en 1058 cm ! (deformacién -OH),
1637 cm ! (amida I, amidas formadas por el estiramiento C=0) y 2352 cm -
Y(sefialada con un ovalo amarillo) [77][76]

En 3267 cm™ se encuentra un pico que evidencia la interaccién entre CS y GENT
correspondiente al estiramiento OH, es por ello que el area de 2800-3400 cmse
encuentra sombreada, evidenciando esta banda.

De igual manera se encontraron bandas correspondientes a BENT activ. 446 cm -
1(Si-O-Al), 523 cm  (Si-O-Si), 796 cm “L(estiramiento de (Al,Mg)-OH) y 1040 cm 1
(Si amorfo), ademas, en 1554 cm 1 se encuentra la vibracion de flexion N—H
seflalado con oOvalos verdes en el espectro, proveniente de la posible union entre
CS y BENT activ. o MBA y BENT activ. asi como a las amidas Il provenientes de
GENT. Los picos de absorciéon en las regiones de 3100 y 3500 cm™ estan
relacionados con las bandas N—H que interfieren con las bandas de estiramiento de
los grupos OH y el grupo NH2.[69][71] [31][76][77] [78][79]
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En la figura 42 se muestran los espectros en un intervalo mas corto (400-1750 cm-
1), en la regién de ~900-1150 cm™! existen una variedad de bandas caracteristicas
relacionados a materiales existentes en la muestra los cuales se muestran en la
tabla 7.

Tabla 7. Bandas relacionadas a materiales existentes en hidrogeles

No. de onda (em’)  Asignacién

894 GENT, deformacién -OH [76]

930 BENT, Si amorfo [69]

948 AMPS [28]

1040 BENT, Si amorfo [69]

1042 AMPS, estiramiento simétrico del grupo S = O [28]
1058 GENT deformacién -OH [76]

1077 AMPS [78]

1150 GENT, deformacién -OH [76]

1.00

0.95
. 090 2
S 1653
~ Amida |
8 1554 AMida
5 54 1654
c 0.85 Amida Il c=c
= -
£ 1559
= -NH
2 080-
5 o
'_

0.75

0.70

T T T T T T T T T T T T
400 600 800 1000 1200 1400 1600

NUmero de onda (cm™)

—— H-GENT 24 hrs de polimerizacién
—— H. 24 hrs de polimerizacion

H-GENT sin polimerizar
H sin polimerizar

Figura 42. Espectros FTIR-ATR de hidrogeles polimerizados y sin polimerizar en el intervalo de 400-1750

Ademas, se sefialan con una flecha en 1559 y 1654 cmbandas relacionadas al
proceso de fotopolimerizacién. En donde los espectros de muestras sin polimerizar
(rosa y azul) denotan un cambio considerable en comparacién con los espectros
gue cuentan con 24 horas de polimerizacién (negro y rojo), esto evidencia que se
esté llevando a cabo el proceso de fotopolimerizacion.
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7.3.4 Hinchamiento (swelling)

A continuacion, se muestran las gréficas correspondientes a las distintas sintesis
realizadas, en general se puede dividir las sintesis en dos tipos:

1. Sintesis con concentraciones 1:1 (Quitosano: Bent. activ.)
2. Sintesis con concentraciones 5:1 (Quitosano: Bent activ.)

Todos los materiales sintetizados presentan porcentajes de hinchamiento que
sobrepasan el 10% caracteristico de un material del tipo hidrogel. La mayoria de las
sintesis con una concentracion 1:1 (Figura 43), el mayor porcentaje de swelling se
presenta cuando las muestras cuentan con 48 horas de ser hidratadas y este se
mantiene practicamente constante. Sin embargo, como se puede observar las
sintesis que cuentan con 24 hrs de polimerizacion presentan un mayor % de
swelling, lo cual podria ser debido a que en 48 hrs de polimerizacion, el grado de
reticulacion es mayor, por lo cual su red es mas densa y por tanto su swelling es
menor.

En el caso de las sintesis con una concentracion 5:1 (Figura 44), las muestras
correspondientes a 24 y 48 hrs de polimerizaciébn de manera general presentan un
mayor % de swelling en comparacion con los mostrados anteriormente (Figura 43),
esto es atribuido a la elevada concentracion de CS. Cabe mencionar que, a las 24
hrs de polimerizacion presentan un mayor % de swelling en comparacion con las
muestras que tienen 48 hrs de polimerizacion.
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Swelling (%)
Swelling (%)

200 A) 200 H B)

o~ 24 hrs de pqlim erizacién & 48 hrs de polimerizacion
oI | CS:Bent activ. (1:1) o:[ 4 CS:Bent activ. (1:1)
T T T T T T T T T T T T T T T
50 100 150 200 250 0 50 100 150 200 250
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—#— INICIAL —@— MWCNT [80Ug/cm?2] —&—f-MWCNT [80ug/cm?]
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Figura 43. Hinchamiento de hidrogeles a distintos periodos de tiempo. A) Sintesis con concentracién 1:1
(CS/BENT activada) a 24 hrs de polimerizacién y B) Sintesis con concentracién 1:1 (CS/BENT activada) a 48
hrs de polimerizacion.
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Figura 44. Hinchamiento de hidrogeles a distintos periodos de tiempo. A) Sintesis con concentracién 5:1
(CS/BENT activada) a 24 hrs de polimerizacién y B) Sintesis con concentracién 5:1 (CS/BENT activada) a 48
hrs de polimerizacién

La muestra que mayor % swelling present6 fue la correspondiente a la sintesis
MWCNT [80 pg/cm?] con una concentracion 5:1 con 429% en un tiempo de 15 dias,
y la muestra -MWCNT [80 pg/cm?] con una concentracién 1:1 present6 el menor %
de swelling teniendo 244% en un periodo de 10 dias.

7.3.4.1 Swelling en hidrogeles con gentamicina.

De acuerdo con los resultados obtenidos en los ensayos de resazurina, se eligieron
solamente tres sintesis para afiadir GENT a una concentracién de 5 pg/mL.

A continuacién, se muestran las figuras 45 y 46 en donde podemos observar, los
hidrogeles con mayor concentracion de CS (5:1) presentan mejores rendimientos
de swelling. De manera general, hidrogeles sin MWCNT o f-MWCNT (color negro)
presentan mejor rendimiento en el caso de hidrogeles con concentraciones 5:1
(CS/BENT activ) ya sea a 24 o 48 hrs de polimerizacion, seguido de hidrogeles con
MWCNT (color azul) y finalmente con menor rendimiento f-MWCNT (color rojo).
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Figura 45. Hinchamiento de hidrogeles afiadiendo Gentamicina a distintos periodos de tiempo. A) Sintesis con
concentracién 5:1 (CS/BENT activada) a 24 hrs de polimerizacién y B) Sintesis con concentracién 5:1 (CS/BENT
activada) a 48 hrs de polimerizacién.

En hidrogeles con concentraciéon 1:1 (CS/BENT activ), este comportamiento no es
observado, pues los hidrogeles presentan un desempefio similar. Sin embargo, la
muestra que de manera general mejor desempefio mostré fue la muestra INICIAL
(48 hrs de polimerizaciéon, concentracion 5:1) con 360% en un periodo de 15 dias,
seguido de las muestras INICIAL y f-MWCNT (48 hrs de polimerizacion,
concentracion 5:1) con 341 y 342% respectivamente.
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Figura 46. Hinchamiento de hidrogeles afiadiendo Gentamicina a distintos periodos de tiempo. A) Sintesis con
concentracién 5:1 (CS/BENT activada) a 24 hrs de polimerizacién y B) Sintesis con concentracidn 5:1 (CS/BENT
activada) a 48 hrs de polimerizacién
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7.3.5 Reologia
7.3.5.1 Viscosidad

Como se observa en las figuras 47 y 48, las sintesis presentan el mismo
comportamiento, a bajas tasas de corte <1, su viscosidad es alta, sin embargo, al
aumentar su tasa de corte, su viscosidad se ve disminuida.

Cabe resaltar que las sintesis con concentraciones de CS (1:1) tienden a tener
valores de viscosidad mas elevados llegando a rebasar 7 KPa*s en comparacion
con las sintesis con concentraciones 5:1 en donde el valor méas alto fue de 2.6 KPa*s
como se muestra en la tabla 8. Esto podria darse debido al contenido de CS.

Tabla 8. Viscosidades de hidrogeles a una tasa de corte de 0.1

Muestra Tasa de corte Viscosidad (Pa*s)
MWCNT (10) 0.1 2350
MWCNT (50) 0.1 2050
MWCNT (80) 0.1 1080
f-MWCNT (10) 0.1 1450
f-MWCNT (50) 0.1 2650
f-MWCNT (80) 0.1 1720
INICIAL 0.1 2480
MWCNT (10) 0.1 6490
MWCNT (50) 0.1 3460
MWCNT (80) 0.1 3920
f-MWCNT (10) 0.1 7310
f-MWCNT (50) 0.1 6470
f-MWCNT (80) 0.1 3470
INICIAL 0.1 683
f-MWCNT (80) 0.1 3820
MWCNT (80) 0.1 693
INICIAL 0.1 1790
f-MWCNT (80) 0.1 2080
MWCNT (80) 0.1 3670
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Figura 47. Viscosidad de hidrogeles con concentracion 1:1 (CS:BENT activ).

Por otro lado, los hidrogeles con concentraciones 5:1 presentan viscosidades sin
irregularidades, es decir, sin puntos que marquen ascensos o descensos indicando
cambios drasticos, como lo es en los hidrogeles con concentraciones 1:1. Estos
cambios dan indicio de puntos de ruptura del material, lo cual quiere decir que, al
aplicar altas tasas de corte, supera las fuerzas de adhesion internas del hidrogel
ocasionando pequefias rupturas en su estructura.

Una vez dicho lo anterior los hidrogeles con mejor comportamiento son f-MWCNT
(50) y MWCNT (10) con concentraciones de 5:1obteniendo viscosidades por encima
de los 2 kPa sin puntos de ruptura. Hidrogeles con f-MWCNT y concentracion 5:1
no presentaron puntos de ruptura.
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Figura 48. Viscosidad de hidrogeles con concentracién 5:1 (CS:BENT activ)

Al afadir Gentamicina se observan cambios notables (figuras 49), que dan pie a
inferir que el farmaco no solamente se aloja en el hidrogel, si no que interactia con
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los componentes que lo integran, lo cual concuerda con los resultados obtenidos en
FTIR-ATR. De manera general, los hidrogeles presentan buen comportamiento a
bajas tasas de corte, sin embargo, a altas tasas de corte (< 5 1/s) se observan
puntos de ruptura. Hidrogeles con mejor comportamiento son f-MWCNT (80) (1:1) y
MWCNT (80) (5:1) (puntos rojos en las figuras).

Finalmente, todas las sintesis muestran buen comportamiento a bajas tasas de
corte (sin irregularidades drasticas y/o puntos de quiebre), con ello, se puede hacer
uso del material como biotinta, puesto que, para ser impreso el material no es
sometido a altas tasas de corte, sino todo lo contrario y ademas este valor se
encuentra entre lo deseado para poder llevar a cabo la impresion del material. [52]
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Figura 49. Viscosidad de hidrogeles con Gentamicina, A) Concentracién 1:1 (CS:BENT activ.) y B) Concentracién
5:1 (CS:BENT activ.)

7.3.5.2 Médulo de pérdida, médulo de carga y damping factor

Las figuras 50 y 51 muestran un promedio de las medidas tomadas, ya que
presentan un comportamiento constante. De manera general, G" es mayora G, lo
cual indica que la muestra medida es un hidrogel.
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Figura 50. Médulo de perdida, médulo de almacenamiento y factor de amortiguamiento correspondiente a
hidrogeles sin polimerizar

Inicialmente, las muestras que contienen una concentracion 1:1 (igual cantidad de
CS que BENT activ.) presentan médulos de almacenamiento (G') mas elevados
respecto a las muestras que contienen concentraciones 5:1 (mayor cantidad de CS
gue BENT activ.). Esto es atribuido al contenido de BENT activ. que hay en ellas,
pues como sabemos, BENT activ. es una nanoarcilla la cual al ser activada se
mejoran sus capacidades de hinchamiento, superficie especifica, plasticidad, etc.

Como se observa, las muestras en las cuales fueron incluidos MWCNT sin
funcionalizar, presentan un comportamiento similar a las muestras en las cuales no
fue agregado, denotando que posiblemente no haya interaccién entre MWCNT-
BENT activ.

Sin embargo, al agregar -MWCNT su moédulo de almacenamiento (G") se ve
afectado. Al tener poco contenido de BENT activ y mayor contenido de CS (5:1), G’
se ve elevada respecto al resto de las muestras, posiblemente debido a la
interaccion de -MWCNT con los materiales que constituyen la muestra, siendo mas
especifico a su interaccién con CS. Sin embargo, en muestras con concentraciones
1:1, G" disminuye debido a un posible exceso de BENT activ.
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Figura 51. Médulo de pérdida, médulo de carga y damping factor correspondiente a hidrogeles polimerizados
durante 48 hrs y 24 hrs de swelling.

La figura 51 muestra los resultados obtenidos de hidrogeles con un proceso previo
de 48 horas de polimerizacion y 24 horas de swelling , en donde en comparacion
con las gréficas anteriores, los hidrogeles con una adicion de MWCNT y f-MWCNT
presentan cambios significativos en comparacion con los hidrogeles que no los
contienen (INICIAL) , esto podria deberse a que al ser polimerizados los materiales
se forman cadenas poliméricas dando como resultado una red doble, debido a la
presencia de CS y AMPS, ademéas, MWCNT y f-MWCNT interactian en la red,
dando como resultado un notable aumento en su médulo de carga en comparacion
con la inicial, cumpliendo con su papel de fibra de refuerzo.

La concentracion de BENT activ. contribuye a elevados valores de G como se
observa en concentraciones 1:1 respecto a 5:1. Los hidrogeles que mayor valor
obtuvieron fueron los hidrogeles con MWCNT a una concentracion 1:1, lo cual
concuerda con el mecanismo propuesto de formacion de hidrogel, ya que como se
observa en la figura 50 en donde no hubo un proceso de polimerizacion previo, no
se hace notar la presencia de MWCNT, sin embargo, al haber dicho proceso (figura
51), G" es aumentada.

Al disminuir la cantidad de BENT activ. y tener una mayor cantidad de CS presente
(5:1), no existe una gran diferencia entre las muestras f-MWCNT y MWCNT, sin
embargo, a pesar de esto, existe una notable diferencia respecto al hidrogel
“INICIAL”.

7.3.6 Actividad metabolica celular: ensayo de resazurina

A continuacion, se muestran los resultados de los experimentos realizados:
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Tabla 9. Hidrogeles a una concentracién 1:1 (CS:Bent activ)

CONDICION MEDIA DESV. ESTANDAR
A CONTROL NEGATIVO DE MUERTE (CNM) 100 0

B (AMPS/CS)/BENT ACTIV/ f-MWCNT (INICIAL) 39.0 11.1

C (AMPS/CS)/BENT ACTIV/ f-MWCNT (10lg/cm2)  53.9 4.5

D (AMPS/CS)/BENT ACTIV/ f-MWCNT (50pg/cm2)  48.0 4.6

E  (AMPS/CS)/BENT ACTIV/ f-MWCNT (80pg/cm?) 7.7 9.1

F (AMPS/CS)/BENT ACTIV/ MWCNT (10lg/cm2)  43.9 10.2

G (AMPS/CS)/BENT ACTIV/ MWCNT (50ug/cm?)  33.4 3.0

H (AMPS/CS)/BENT ACTIV/ MWCNT (80Ug/cm2)  49.5 5.3

| CONTROL POSITIVO DE MUERTE 19.4 5.6

Como se observa en la figura 52, los hidrogeles presentan porcentajes debajo del
80% de manera general, sin embargo, se puede observar que tanto en hidrogeles
en donde fueron afadidos f-MWCNT y MWCNT cuando se tiene una mayor
concentracion de estos (80 pg/cm?) se obtiene una mayor actividad metabdlica. Es
por ello que, se prosiguio a disminuir la concentracion de BENT activ pasando de
una concentracion igual a CS, es decir de 1:1 (0.06 gr/mL : 0.06 gr/mL) a una
concentracion 5:1 (0.07 gr/mL : 0.014 gr/mL) en donde hay mayor cantidad de CS
que BENT activ. Esto debido a que como sabemos, CS es un polimero natural
viable.[27]

Al hacer el andlisis estadistico Krusskal-Wallis mediante el programa statistica se
obtuvo un valor de H (8, N=54) = 27.71y p=0.0005, por lo cual se prosiguio a realizar
el test U de Mann-Whitney en donde se comparé cada una de las muestras con el
control negativo de muerte, su tasa de error familiar fue reducida de 33.65% a 4.89%
debido a la correccion de Bonferroni realizada.

Como se puede verificar, el valor de p en la mayoria de los casos es significativo,
excepto en la concentracion f-MWCNT 80 pg/cm?. Ademas, como se menciond
anteriormente, el experimento es hecho con un numero de repeticiones de N=6 (tres
transferencias distintas, dos repeticiones de experimento), es por ello que
posiblemente el valor de p no sea significativo para esta muestra pesar de su bajo
porcentaje de actividad metabdlica.

A continuacién, en la tabla 10 se muestran los resultados obtenidos a partir de
hidrogeles con concentraciones 5:1 expuestos a células HEK293T:
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Figura 52. Resultados de actividad metabdlica celular obtenidos a partir de ensayo de resazurina en hidrogeles
con concentracién 1:1 (CS: BENT activ) haciendo uso de células HEK293T. Se muestra la media + DE. * p <0,05,
** p <0,01, ¥* p <0,001 en comparacién con las células de control positivo CNM (solo medio de cultivo) y
negativo CPM (agregando H202).
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Tabla 10. Hidrogeles a una concentracién 5:1 (CS:Bent activ)

CONDICION MEDIA DESV. ESTANDAR (DE)
A CONTROL NEGATIVO DE MUERTE (CNM) 100 0

B (AMPS/CS)/BENT ACTIV/ f-MWCNT (INICIAL) 637 3.5

C (AMPS/CS)/BENT ACTIV/ f-MWCNT (10lg/cm?) 63.3 3.6

D (AMPS/CS)/BENT ACTIV/ f-MWCNT (50Ug/cm2)  66.3 1.1

E  (AMPS/CS)/BENT ACTIV/ f-MWCNT (80pg/cm?) 77.3 2.8

F (AMPS/CS)/BENT ACTIV/ MWCNT (10Ug/cm2)  64.1  11.6

G (AMPS/CS)/BENT ACTIV/ MWCNT (50lg/cm2)  68.7 1.0

H (AMPS/CS)/BENT ACTIV/ MWCNT (80Ug/cm2)  69.9 6.2

I

CONTROL POSITIVO DE MUERTE 9.1 6.3

De manera general, como se habia propuesto anteriormente la actividad celular se
vio incrementada al ser reducida la concentraciéon de BENT activ. y aumentar la
concentracion de CS (figura 53)

El analisis estadistico Krusskal-Wallis obtuvo un valor de H (8, N=54) = 19.77 y
p=0.0112, por lo cual se prosigui6 a realizar el test U de Mann-Whitney en donde se
comparé cada una de las muestras con el control negativo de muerte, debido a que
el nUmero de grupos es el mismo que en el experimento anterior (8), la correccidon
de Bonferroni redujo de igual manera la tasa de error, la cual fue de 4.89%.

Se muestra un comportamiento similar al experimento anterior, en donde los
hidrogeles con mayor concentracion de f-MWCN y MWCNT (80 pg/cm?) presentan
los mejores porcentajes, sin embargo, los resultados obtenidos por la prueba de U
de Mann-Whitney corroboran que la muestra f-MWCNT 80 pg/cm? es la Unica
muestra que presenta un valor de p que no es significativa.

Es por esta razén que ahora se prosigue a afiadir GENT a una concentracién de 5
pug/mL a las muestras que mejores resultados mostraron en ambas concentraciones
(1:1 (0.06 gr/mL : 0.06 gr/mL) y 5:1 (0.07 gr/mL : 0.014 gr/mL)), los resultados se
muestran a continuacion en la tabla 11:
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Figura 53. Actividad metabdlica celular obtenidos a partir de ensayo de resazurina en hidrogeles con concentracidn
5:1 (CS: BENT activ) haciendo uso de células HEK293T. Se muestra la media + DE. * p <0,05, ** p <0,01, ¥** p
<0,001 en comparacién con las células de control positivo CNM (solo medio de cultivo) y negativo CPM
(agregando H202).
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Tabla 11. Hidrogeles con Gentamicina

CONDICION MEDIA DESV. ESTANDAR (DE)
A CONTROL POSITIVO DE MUERTE (CPM)  18.7 3.2

B CONTROL NEGATIVO DE MUERTE (CNM) 100 O

C 1:1 INICIAL 81.6 2.5

D 1:1 f-MWCNT (80ug/cm2) 817 20

E  1:1 MWCNT (80Hg/cm?) 66.7 9.9

F 5:1 INICIAL 842 2.0

G 5:1 f-MWCNT (80Ug/cm?) 83.6 5.9

H 5:1 MWCNT (80ug/cm?) 79.9 107

Los hidrogeles que son llamados INICIAL son hidrogeles CS/AMPS/BENT activ., es
decir, sin agregar ya sea f-MWCNT 6 MWCNT.

Agregar GENT a los hidrogeles favorecid su actividad metabdlica celular,
obteniendo en algunos casos valores por encima del 80% de viabilidad, lo cual es
lo deseable para ser usado como biotinta en impresién 3D. Las muestras que
mejores resultados mostraron fueron los hidrogeles con concentraciones bajas de
BENT activ (5:1). Sin embargo, se observa de manera general que hidrogeles
“INICIAL” e hidrogeles f-MWCNT presentaron resultados por encima del 80% de
viabilidad independientemente de la concentracién de BEN activ, los hidrogeles que
contienen MWCNT sin funcionalizar presentan valores por debajo del 80%
viabilidad.

El test Krusskal-Wallis realizado arrojo un valor de H(7, N=48)=22.5 y p=0.0021, por
lo cual se realizo el test U de Mann-Whitney en donde se compar6 cada una de las
muestras con el control negativo de muerte, su tasa de error familiar fue reducida
de 30.16% a 4.89% debido a la correccion de Bonferroni realizada.

De manera general observamos que solo las muestras correspondientes a el control
positivo de muerte y MWCNT 80 pg/cm? presentan valores de p significativos (p<
0.05) rechazando la hipétesis nula (Ho) que nos dice que no hay cambio
significativo. Por esta razén es que se puede hacer uso de los hidrogeles que
resultaron con valores arriba del 80% de actividad metabdlica celular y ademas no
mostraron diferencia significativa con el control negativo de muerte.
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Figura 54. Resultados de actividad metabdlica celular obtenidos a partir de ensayo de resazurina en hidrogeles con
gentamicina a una concentracién 5 lUg/ml a partir de dos distintas concentraciones 1:1 y 5:1 (CS: BENT activ)
haciendo uso de células HEK293T. Se muestra la media + DE. * p <0,05, ** p <0,01, *** p <0,001 en comparacién
con las células de control positivo CNM (solo medio de cultivo) y negativo CPM (agregando H202).
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7.4 Microscopia electronica de barrido.

A continuacién, se muestran las micrografias SEM correspondientes a los
hidrogeles que contienen GENT con concentraciones 5:1, ya que, de manera
general, fueron los hidrogeles con mejores resultados en pruebas de actividad
metabdlica celular.

Primeramente, la figura 53 muestra el hidrogel “INICIAL” (sin contenido de MWCNT
o -MWCNT), la imagen A, muestra al hidrogel desde una perspectiva general (a
una escala de 500 um), en donde podemos observar una amplia red de CS en la
cual se encuentra embebida Bent activ., formando agregados. Esto es mas notorio
en laimagen B y C, en donde se observa como la benonita interactua con CS. Este
tipo de morfologias ha sido observado por otros autores. [69][80][81]

Al agregar MWCNT (figura 56) aparentemente no existe gran diferencia al ser
observado a una escala de 500 um, sin embargo, al hacer un acercamiento, se
pueden apreciar notorias diferencias, en donde aparentemente es observada la
formacion de fibras producto del proceso de polimerizacion previamente hecho y la
presencia de MWCNT, esta morfologia observada apoya los resultados obtenidos
en reologia, ya que hidrogeles con MWCNT obtuvieron valores de modulo de
almacenamiento mayores en comparacion con otros hidrogeles.
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Figura 55. Microscopias SEM de hidrogel “INICIAL” con GENT con concentracién 5:1 a distintas escalas A. 500
Um B.30 ymy C. 5 um.
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Figura 56. Microscopias SEM de hidrogel MWCNT (80Ug/cm2) con GENT con concentracién 5:1 a distintas
escalas A. 500 yumB y C
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Finalmente, las micrografias obtenidas de hidrogeles con contenido de f-MWCNT
(figura 57) muestran una morfologia distinta a las anteriores. La imagen A da a
conocer un panorama general del hidrogel (a una escala de 500 um), sin embargo,
la imagen B y C sugieren la presencia de f-MWCNT, esto no podria ser asegurado,
pues la magnitud de los posibles -MWCNT no concuerda con lo observado, aunque
no podria ser descartado, ya que como se mencioné anteriormente al ser
funcionalizados MWCNT presenta una mayor facilidad para interactuar con los
componentes del hidrogel, siendo mas especificos con CS y GENT, en donde estos
compuestos “envuelven” al tubo, pudiendo dar como resultado lo observado en la
imagen B y C. Otra posibilidad es que sea poly(AMPS) interaccionando con f-
MWCNT y MBA en el hidrogel, este tipo de morfologia es similar a la observada por
otros autores.[82][83][84]
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Figura 57. Microscopias SEM de hidrogel MWCNT (80Ug/cm2) con GENT con concentracién 5:1 a distintas
escalas A. 500 Um B 20 ym y C 10 um.
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7.5 Impresion 3D

Se llevo a cabo la impresion 3D de meniscos lateral y medial obtenidos por medio
de la segmentacion, mediante el uso de un archivo de resonancia magnética (figuras
25,26 y 27).

La impresion 3D se llevé a cabo con el hidrogel con f-MWCNT (80ug/cm?) con
concentracion 5:1 al cual fue afladido GENT (5ug/mL). Esto debido a que es el
hidrogel con -MWCNT que mejor actividad metabdlica celular obtuvo (83.6 %).

Figura 58. Meniscos lateral y medial obtenidos a partir de impresién 3D.

Las piezas finales son mostradas en la figura 58 correspondientes a un par de
meniscos, estas piezas fueron polimerizadas por 48 hrs, que segun los resultados
obtenidos por Raman y swelling, seria el mejor intervalo de tiempo a usar (figura
59). Finalmente, las piezas fueron sumergidas en PBS a una temperatura controlada
d 37 °C, la figura 60 fue tomada cuando los meniscos tenian 30 dias en PBS.
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Figura 59. Meniscos medial y lateral obtenidos por impresién 3D al ser polimerizados durante 48 horas.

La mayor problematica que se tiene es que la impresion 3D del material debe de
ser hecha el mismo dia en que fue fabricado al hidrogel, debido a que con el paso
de los dias su viscosidad se ve afectada, dificultando asi su impresién, ademas,
como se observa al ser impresa la protesis, la especificidad lograda es baja, por lo
cual una vez que se realiza el proceso de polimerizacion, se ve afectada la forma
especifica de la protesis.

Figura 60. Meniscos obtenidos por impresién 3D, con 30 dias de ser sumergidos en PBS.
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8 CONCLUSIONES.

El afiadir un mondémero natural (CS) a un mondmero sintético (AMPS), contribuyd
en la mejora de las propiedades mecanicas debido a los enlaces formados entre las
dos redes y, ademas, en la mejora de las propiedades de actividad metabdlica
celular.

Se sintetizaron tres configuraciones de hidrogeles de red dual o semi-interprenetada
debido a Ila presencia de AMPS y CS: Poli(AMPS)/Quitosano,
Poli(AMPS/Quitosano) MWCNT y Poli(AMPS/Quitosano)/f-MWCNT , en donde se
vario la concentracion de Bentonita activada y Quitosano (CS).

Se llevd a cabo un proceso de activacion acida de bentonita mejoran sus
capacidades de hinchamiento, superficie especifica, plasticidad, etc.

El proceso de funcionalizacion de MWCNT se llevé a cabo con el polimero CS,
obteniendo f-MWCNT. Este proceso de funcionalizacion favorecié la interaccion de
f-MWCNT con los componentes del hidrogel, como CS y GENT, esto debido a los
grupos amina presentes en CS.

Mediante espectroscopia Raman se comprobé la decoraciéon de MWCNT, siendo
observadas las bandas D y G ubicadas en 1337 y 1564 cm™ respectivamente.
Presentando un incremento la relacion | b/ para -MWCNT en comparacion con
MWCNT, de 0.18 (MWCNT) a 0.37 (FMWCNT).

Por otro lado, por espectrofotometria UV-VIS se encontré una banda absorcién en
~293 nm la cual presenta un corrimiento negativo en la muestra f-MWCNT, que de
igual manera podria atribuirse a procesos de oxidacion a causa de la
funcionalizacion de MWCNT. Estos resultados fueron confirmados por su
morfologia observada en STEM.

El proceso de funcionalizacion de MWCNT aumento la actividad metabdlica celular
de células HEK293T.

Bent activ. mejor6 la interaccion entre los componentes del hidrogel, denotado
directamente en sus propiedades. Influye notoriamente en la viscosidad de los
hidrogeles, ya que sintesis con concentraciones de 5:1 tienden a tener valores de
viscosidad mas elevados llegando a rebasar 7 KPa*s en comparacion con las
sintesis con concentraciones 1:1 en donde el valor mas alto fue de 2.6 KPa*s.

Mediante luz UV se llevé a cabo el proceso de fotopolimerizacion, seguido mediante
espectroscopia Raman. Modos de intensidad del enlace doble C=C (1636 y 1628
cmt), el modo de intensidad correspondiente al doble enlace C = C de bisacrilamida
a 1628 cm* disminuyeron al mismo tiempo, denotando el proceso de polimerizacion.

En una solucion de PBS a una temperatura de 37 °C, fueron sumergidos e
hinchados (swelling) los hidrogeles. De manera general, los hidrogeles presentaron
porcentajes de hasta 460% de swelling cuando estos tienen 24 hrs de
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polimerizacion, lo cual fue atribuido a su grado de reticulacién en comparacion con
los que fueron expuestos 48 hrs a luz UV, en donde la red polimérica es mas densa
y el mejor valor obtenido fue de 415%. Asimismo, hidrogeles con concentraciones
5:1 (CS:Bent activ.) presentan mejores % de swelling en comparacién con
hidrogeles con concentraciones 1:1.

GENT no solo se alojé en el hidrogel, si no que interactu6 con los componentes de
ellos, haciendo especial énfasis en el mondmero CS, lo cual se comprob6 mediante
FTIR-ATR, swelling y mediciones reoldgicas y de viscosidad.

Hidrogeles que contenian GENT denotaron varias bandas caracteristicas,
evidenciando tanto su presencia como su interaccion con CS. Estas bandas en su
mayoria se deben a la deformacién o estiramiento de -OH y amidas formadas por
el estiramiento de C=0. Ademas, en 1555 cm ' se encuentr6 la banda
correspondiente a vibracion de flexion N—H proveniente de la posible union entre
CS y BENT activ. 6 bien MBA y BENT activ. asi como a las amidas Il provenientes
de GENT.

Hidrogeles sin GENT sobrepasaron factores de hinchamiento de 400%, sin
embargo, en hidrogeles con GENT la muestra que mejor desempefio mostro fue la
muestra INICIAL (48 hrs de polimerizacién, concentracion 5:1) con 360% en un
periodo de 15 dias.

De manera general, los hidrogeles presentaron buen comportamiento a bajas tasas
de corte, sin embargo, a altas tasas de corte (< 5 1/s) se observaron puntos de
ruptura. Sin embargo, para ser llevada a cabo la impresion del hidrogel, no se
necesitaron tasas de corte elevadas, es por ello por lo que este factor no afecto el
proceso de impresion 3D.

El proceso de funcionalizacion favorecié la interaccidon entre los componentes, pues,
previo a ser polimerizados los hidrogeles con mayor contenido de CS (5:1), G” se
elevo respecto al resto de las muestras, llegando a sobrepasar los 8 kPa, sin
embargo, en muestras con concentraciones 1:1, G” disminuye debido a un exceso
de BENT activ. llegando a 6 kPa.

Por otra parte, cuando se llevé a cabo un proceso de polimerizacion de 48 hrs 'y un
swelling de 24 hrs, los hidrogeles con MWCNT y f-MWCNT presentaron mejor
desempefio tanto en concentraciones 1:1 como en 5:1. En este caso, el hidrogel
con mejor desempefio fue MWCNT a una concentracion 1:1 con G" = 4.9 KPa.

Finalmente, hidrogeles con concentraciones 5:1 presentaron mejores porcentajes
de actividad metabolica celular. De cada una de las sintesis (1:1 y 5:1) se eligieron
las muestras INICIAL (sin afiadidura de MWCNT), MWCNT (80 pg/cm?) y f-MWCNT
(80 pg/cm?) para ser afiadido GENT, ya que fueron las sintesis con mejores
resultados en distintas caracterizaciones.

GENT aumento la actividad metabdlica de células HEK293T al ser expuestas a los
hidrogeles, siendo asi que la mayoria de las sintesis sobrepaso el 80 % de actividad
metabdlica celular. La muestra que con mayor % fue la sintesis inicial a una
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concentracion 5:1 con un 84.2 % de actividad metabdlica celular, seguido de f-
MWCNT con un 83.6%.

Como producto final, se llevé a cabo la impresion de meniscos lateral y medial, a
través de segmentacion de imagenes haciendo uso de imagenes de resonancia
magnética y el programa 3D slicer. El hidrogel impreso fue “t-MWCNT” (80ug/cm?)
con concentracion 5:1 (CS:Bent activ), debido a su % de actividad metabdlica
celular.

Los hidrogeles sintetizados pueden ser utilizados como biotintas para impresion 3D
de proétesis, sin embargo, aln no se consideran a estos hidrogeles para dar inicio a
experimentos in-vivo,Debido a la falta de pruebas como lo es liberacién de farmaco,
pruebas antiflamatorias, actividad celular metabdlica haciendo uso de células como
osteoblastos o bien condrocitos, biodegradacion, etc.

Hidrogeles sintetizados representan un punto de partida para ser utilizados como
biotinta, ya que ahora se conoce como es la sinergia entre los materiales utilizados
y como son afectadas sus propiedades de hinchamiento, reoldgicas, actividad
metabdlica celular, etc, bajo diferentes condiciones.

8.1 Trabajo a futuro

Como se menciona, los hidrogeles sintetizados se ven afectados por su
concentracion de Bent activ., comprometiendo su actividad metabdlica celular, asi
como sus propiedades reolégicas. Por ello, se propone hacer un cambio en la
concentracion de Bent activ. sin comprometer sus propiedades reoldgicas y de
actividad metabdlica celular.

Por otra parte, GENT favorecié la actividad metabdlica de los hidrogeles, sin
embargo, la cantidad en la que fue afiadida es la cantidad minima recomendada.
Consiguiente a ello, se recomienda afiadir en mayor concentracioén, esperando un
aumento en su actividad metabdlica celular.

Hacer pruebas de liberacion de farmaco, ya que como se sabe, los aminoglucésidos
son antibioticos neurotoxicos y nefrotoxicos que se absorben en cantidades
importantes en las superficies corporales después de la irrigacion o la aplicacion
local.

Las células HEK293T es una linea celular proveniente de rifidn embrionario
humano, se propone hacer uso de células que asimilen mejor el ambiente en el que
se encontraria la protesis de menisco, es decir, células de osteoblastos o
fibroblastos.

Cuantificar errores anatomicos en la construccion de protesis.
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