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3. Resumen

En este trabajo se presenta el estudio de andamios fibrosos constituidos por
poli (e-caprolactona) con nanocristales de celulosa (NCC). Se utilizé el
electrohilado como técnica de manufactura de los andamios. Los NCC fueron
obtenidos mediante la hidrdlisis parcial acida de fibras de celulosa vegetal. La
composicién quimica, la cristalinidad y la morfologia de los NCC fueron estudiadas
mediante las técnicas de espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier
(TFIR), difraccién de rayos X (DRX) y microscopia electronica de transmision (MET),
respectivamente. Los resultados mostraron que los NCC exhibieron
nanoestructuras alargadas compuestas por celulosa tipo I8. Dichas nanoparticulas
fueron incorporadas a una matriz de poli (e-caprolactona), el polimero de base.
Posteriormente, las mezclas fueron electrohiladas con el propésito de producir fibras
delgadas que, en conjunto, formaron una membrana, o0 andamio, de cierto espesor.
Es importante destacar que el TFE fue el unico disolvente utilizado en el proceso de
electrohilado. Se obtuvieron tres muestras: la primera consisti6 en una membrana
de fibras de PCL exclusivamente; la segunda, en fibras de PCL con el 5 %p/p de
NCC; y la tercera, en fibras de PCL con el 10 %p/p de NCC. Finalmente, las
membranas obtenidas fueron caracterizadas como sigue: la composicion quimica
se analizé mediante TFIR, mientras que la cristalinidad se estudié a través de DRX.
Por otro lado, la morfologia de las fibras formadoras de los andamios se explord
utilizando técnicas de microscopia electronica. Las propiedades mecanicas y la

mojabilidad de las membranas fueron caracterizadas a partir de ensayos de tension



uniaxial (ETU) y de mediciones de angulos de contacto (MAC), respectivamente.
Por ultimo, con base en evaluaciones con MTT se calculo la viabilidad de células
endoteliales del cordon umbilical humano (HUVEC) sobre los andamios. En las
membranas con NCC, los resultados exhibieron incrementos de entre el 50 y el 150
% en las intensidades de sus picos de difraccién, con respecto de los de la
membrana de PCL exclusivamente. Por otra parte, mientras que la microscopia
electrénica de barrido reveld la composicion fibrilar de las membranas, la MET
permitié observar los NCC incorporados en las fibras. A su vez, los ETU mostraron,
entre otras caracteristicas, que la membrana con el 5 %p/p de NCC, presento la
mayor deformacion: 360 %, aproximadamente. Las MAC hicieron notar que los NCC
contribuyeron débilmente a la disminucion de la hidrofobicidad de los andamios.
Finalmente, mediante la evaluacién bioldgica, se encontré que la viabilidad de
células HUVEC sobre los andamios tendié a incrementar a medida que aumentaba
el contenido de NCC en aquellos. Sin embargo, debe mencionarse que las

diferencias no fueron estadisticamente significativas.



4. Abreviaturas

5NCC/PCL  Membrana de PCL mas el 5 %p/p de NCC
10NCC/PCL Membrana de PCL mas el 10 %p/p de NCC

ASTM Sociedad Estadounidense para Pruebas y Materiales
AWG Calibre estadounidense de alambre

Col. Colagena

Cryostor Medio de criopreservacion

Cryovial Frasco de criopreservacion

DMSO Dimetilsulféxido

DRX Difraccion de rayos X

EBM-2 Medio basal endotelial

EGM-2 Medio basal endotelial con factores de crecimiento
ETU Ensayo de tension uniaxial

FBS Suero fetal bovino

FWHM Ancho total a la mitad de la altura maxima

Ga Gauge (unidad de medida)

HUVEC Células endoteliales del cordén umbilical humano
[IM Instituto de Investigaciones en Materiales

IMSS Instituto Mexicano del Seguro Social

INR Instituto Nacional de Rehabilitacion Luis Guillermo Ibarra Ibarra
kDa Kilodalton

kV Kilovolt

MAC Medicion de angulo de contacto

MEB Microscopia electronica de barrido

MET Microscopia electrénica de transmision

Mn Masa molecular promedio

MTT Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio
NCC Nanocristales de celulosa

NFC Nanofibras de celulosa

p/p Peso/peso

p/v Peso/volumen

PB Pruebas bioldgicas

PCL Poli (e-caprolactona)

PCL Membrana de PCL exclusivamente

rpm Revoluciones por minuto

TFE 2,2,2-trifluoroetanol

TFIR Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier



5. Introduccién

Ante la importancia de contar con estructuras que contribuyan a la reparacion
de tejidos y 6rganos, la obtencion de andamios celulares ha sido objeto de muy
amplia investigacion. Dichas arquitecturas podrian ser obtenidas mediante diversas
técnicas de manufactura; por ejemplo, la descelularizacion y la impresion en tercera
dimension. Sin embargo, tomando en cuenta la necesidad de materiales
biocompatibles en forma de membranas microfibrilares que emulen la arquitectura
de la matriz extracelular, las ventajas podrian ser presentadas por una técnica en

especial: el electrohilado.

Entre el extenso catalogo de polimeros y nanoparticulas biocompatibles se
encuentran la poli (e-caprolactona) (PCL) y los nanocristales de celulosa (NCC),
respectivamente. Para los propdsitos de este trabajo, nanocristales de celulosa se
referira a aquellas particulas obtenidas tras la deconstruccion de fibras de celulosa,
las cuales originalmente estan constituidas por la unidén alternada de regiones

cristalinas (partes preservadas) y amorfas.

Es sabido que mientras que los NCC son materiales hidréfilos y
biocompatibles, la PCL manifiesta cierto comportamiento hidrofébico. Por lo tanto,
podria advertirse que la interaccion entre ambos materiales no seria solamente
dificil, sino inviable también. De hecho, en diversas investigaciones se ha reportado
que la incorporacién de NCC en matrices no polares es obstaculizada por la alta
polaridad de aquellos, asi como por su tendencia a la aglomeracion y agregacion

irreversibles [1], [2]. Sin embargo, la inclusion de NCC en PCL ha sido reportada



de forma escasa. Todo lo anterior conlleva a cuestionar si la incorporacion de ambos
materiales podria permitir aprovechar sus ventajas particulares en una matriz de

fibras.

Si bien es cierto que en algunas investigaciones se ha reportado que la PCL
es utilizada en andamios para células endoteliales [3], [4], hasta donde llega nuestro
conocimiento, no ha sido estudiado como los NCC podrian afectar la viabilidad de
células endoteliales del cordon umbilical humano (HUVEC) sobre andamios
conformados por ambos materiales (PCL y NCC). Alli radicé la motivacién por

incorporar dichas células en el disefio experimental que se presentara.

En este trabajo se estudiaran las propiedades de andamios fibrosos
obtenidos a través del electrohilado de mezclas de PCL con cierta cantidad de NCC.
Se trataran primero los temas relacionados con la obtencién y la caracterizacion de
los NCC. Enseguida se hablara sobre los retos y desafios presentados ante los
esfuerzos por electrohilar PCL con NCC. Finalmente, se exploraran las propiedades

de los andamios desde los puntos de vista quimico, fisico, mecanico y bioldgico.



6. Antecedentes

6.1. Nanocristales de celulosa

La celulosa es un polisacarido de cadena larga compuesto por D-glucosa con
celobiosa, la cual esta conformada por dos residuos de glucosa ligados mediante
un enlace B-1,4 glucosidico [1]. A su vez, las moléculas de celulosa estan unidas
entre si mediante puentes de hidrogeno y fuerzas de van der Waals. De esta manera
se forman pequefas estructuras fibrilares que, empacadas, dan lugar a fibras mas
largas cuya longitud es micrométrica [1]. Dichas microfibras presentan regiones
cristalinas y regiones amorfas alternadamente. Mediante un procesamiento
adecuado, las partes cristalinas pueden ser aisladas y extraidas. Reciben entonces

el nombre de nanocristales de celulosa [5] (NCC).

El aislamiento de NCC mediante la hidrdlisis parcial de fibras de celulosa ha
sido reportado desde hace setenta anos, aproximadamente [6]. El principio de este
método consiste en que mientras que las regiones amorfas son preferentemente
hidrolizadas, las regiones cristalinas poseen una mayor resistencia ante el ataque
del acido y, por lo tanto, permanecen intactas. Asi son obtenidas nanoparticulas con

forma de varilla [5]. Ver la figura 1.
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Nanocristales de celulosa 0-SO3H OH
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Figura 1. Esquematizacién de los NCC obtenidos tras la hidrodlisis &cida de las regiones
amorfas de la celulosa. Imagen modificada de la referencia [1].

6.2. Policaprolactona

La poli (e-caprolactona) [en adelante, policaprolactona (PCL)] es un material
polimérico e hidrofébico obtenido mediante la polimerizacion con apertura de anillo
del mondémero e-caprolactona [7]. Ver la figura 2. Las aplicaciones potenciales de
este material han sido ampliamente estudiadas. De hecho, sus usos en Ingenieria
de Tejidos y en biomateriales implantables han sido aprobados por la Administracion

de Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos [8], [9].
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g-caprolactona Poli (e-caprolactona)

Figura 2. Polimerizacion de la (e-caprolactona) a partir de la apertura de su anillo. Imagen
modificada de Wikimedia.

Debido a su temperatura de transicién vitrea (-60 °C), a su temperatura de
fusion (59 — 64 °C) [7] y a su naturaleza semicristalina, la PCL presenta suficiente
tenacidad y rigidez ante condiciones fisioldégicas. Ademas, es biocompatible y
permite la diferenciacion de ciertas células [10]. Por otro lado, su capacidad de ser
mezclada con diversos polimeros o con compuestos bioldgicos la vuelve candidata

a ser utilizada en terapias regenerativas [8].

La PCL es soluble en una extensa variedad de disolventes organicos. Por lo
tanto, su propiedad de formar mezclas miscibles con otros polimeros es alta [11].
Algunas sustancias empleadas como disolventes de la PCL son las siguientes:
cloroformo, diclorometano, tetracloruro de carbono, benceno, tolueno,
ciclohexanona, 2-nitropropano [7], acido acético [12], 2,2,2-trifluoroetanol (TFE)
[13]. En contraste, la PCL es insoluble en alcohol, éter de petréleo y éter etilico;
mientras que presenta baja solubilidad en acetona, etanoato de etilo y

dimetilformamida [7]. Entre otros factores, la eleccion del disolvente adecuado
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puede permitir el procesamiento del polimero para obtener constructos mediante,

por ejemplo, electrohilado [8].

Dentro del area de Ingenieria de Tejidos, la PCL es un material de interés
debido a que sus propiedades reoldgicas posibilitan que sea utilizada en la

fabricacion de andamios cuya manufactura es relativamente sencilla [7].

6.3. Electrohilado

El electrohilado debe su nombre a la utilizacion de campos electrostaticos
para producir fibras [14]. Los inicios de la técnica son relativamente antiguos; sin
embargo, diversas aplicaciones actuales se alcanzan a partir de cambios o
adecuaciones en su configuracién basica [14], [15], [16], [17], cuyos fundamentos

se exponen a continuacion:

Cuatro elementos principales se requieren para conformar un sistema de
electrohilado: el colector de fibras (electrodo negativo), la fuente de alto voltaje, la
bomba inyectora y la jeringa con aguja (electrodo positivo) [18]. Mientras que la
jeringa funciona como un reservorio para la sustancia que se ha de electrohilar, la
bomba inyectora dosifica un flujo constante de aquella a través de la aguja [19]. Por
otro lado, mediante cables conductores conectados a los electrodos positivo y

negativo, la fuente de alto voltaje suministra una carga eléctrica sobre la superficie
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de la soluciéon que ya se encuentra a la salida de la aguja. Si la diferencia de
potencial entre la aguja y el colector es lo suficientemente grande como para vencer
las fuerzas de cohesion de la gota, esta se elonga y forma el cono de Taylor [20],
cuyo nombre se debe a quien lo model6 matematicamente [21]. Cuando la tension
superficial de la solucion es superada por el campo eléctrico, dicha solucién es
eyectada, estirada, acelerada y atraida por el colector, el cual esta conectado a la
tierra. La mayor parte del disolvente de la solucion polimérica se evapora durante el
recorrido. Por lo tanto, fibras arriban al colector y alli se concentran [14], [20]. Véase

la figura 3.

Cono de Taylor Colector de
fibras

Jeringa con
solucion

Fuente de alto voltaje

Figura 3. Esquema de la configuracion basica de un equipo de electrohilado.
Creado con BioRender.com.
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6.4. Nanocristales de celulosa en materiales compuestos

La dispersion de NCC en sistemas basados en agua es relativamente sencilla
debido al caracter hidréfilo de aquellos. No obstante, cuando el polimero no es
soluble en agua, la dispersién de NCC puede presentar diversos retos como su

aglomeracién y agregacion en matrices no polares [1].

El electrohilado de policaprolactona con nanocristales de celulosa ha sido
reportado en un numero limitado de articulos [22], [23], [24], [25]. Palacios, et. al.
obtuvieron membranas a partir del electrohilado de PCL con nanofibras de celulosa
(NFC) de bagazo de agave. En su trabajo, mientras que las nanoparticulas fueron
dispersadas en dimetilformamida, la PCL fue disuelta en cloroformo.
Posteriormente, la dispersiéon fue mezclada con la disolucién con base en diferentes
proporciones. Finalmente, las mezclas fueron electrohiladas para obtener
membranas fibrosas. A partir de los resultados de las caracterizaciones llevadas a
cabo, los autores concluyeron que la PCL y las NFC mostraron una buena
compatibilidad entre si, ya que las propiedades mecanicas de las membranas de
PCL con NFC fueron mayores en términos del esfuerzo maximo y de la deformacién.
Asimismo, se reportd que las muestras mostraron un decremento en la intensidad
de los picos de difraccidn caracteristicos de la PCL. Este comportamiento estuvo
directamente relacionado con el incremento en el contenido de las NFC. Por ultimo,
en las micrografias electréonicas de barrido se observa que las membranas

estuvieron constituidas por fibras irregulares en su forma [22].
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Por otro lado, Hivechi, A.,et. al. reportaron haber incorporado NCC en una
matriz de PCL electrohilada. El disolvente empleado fue una solucion de acido
aceético, en la cual se encontraban dispersadas las nanoparticulas. La concentracion
maxima de NCC fue del 4 % con respecto del peso del polimero. Con base en sus
resultados, los NCC actuaron como agentes antinucleantes. Es decir, la fase
cristalina de la PCL disminuy6 ante la incorporacion de los NCC. En relacion con el
comportamiento mecanico de sus estructuras, dichos autores encontraron que la
inclusion del 1 %p/p de NCC en la PCL conllevé a un aumento del 47 % en el modulo

elastico, con respecto del médulo de la muestra sin NCC. [24], [25]

A su vez, Zoppe, J., et. al. exploraron la utilizacién de NCC provenientes de
ramia como material de refuerzo de fibras de PCL. En su trabajo, los NCC fueron
dispersados en dimetilformamida. Posteriormente, esta dispersién fue mezclada
con una disolucion de PCL en diclorometano. Los autores estudiaron el
comportamiento mecanico de cuatro muestras: la primera estuvo constituida por
PCL exclusivamente, mientras que las tres restantes incluyeron NCC en su
composicion a razén del 2.5, 5y 7.5 % del peso del polimero. Los resultados de
esta investigacion mostraron modulos elasticos de 3.89, 6.54, 3.94 y 6.26 MPa,

respectivamente. [23]

Algunos autores han descrito que la inclusién de nanocristales de celulosa
(NCC) en matrices no polares presenta obstaculos debido a que la alta polaridad de
los NCC y su tendencia a formar fuertes puentes de hidrégeno, dificultan la

dispersion de aquellos en polimeros hidrofébicos [2] como la PCL. En otras
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palabras, la naturaleza hidrofila de los NCC conlleva a su agregacion vy

aglomeracion irreversibles en matrices no polares [26].

7. Hipotesis
Una mezcla de nanocristales de celulosa con poli (e-caprolactona) en

exclusivamente 2,2 2-trifluoroetanol, podra ser electrohilada para constituir

andamios fibrosos.

8. Objetivos

8.1. Objetivo general
Obtener andamios fibrosos a través del electrohilado de mezclas compuestas
por NCC y PCL disuelta en TFE; caracterizarlos fisica, quimica, mecanica vy

biolégicamente, y evaluar su capacidad de ser utilizados en Ingenieria de Tejidos.

8.2. Metas

1.- Obtener nanocristales de celulosa; caracterizar su cristalinidad,
composicion quimica y morfologia mediante el uso de DRX, TFIR y MET,

respectivamente.

2.- Determinar las condiciones adecuadas de equipamiento y de composicion

de las mezclas para realizar el electrohilado uniforme de estas.
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3.- Obtener los andamios fibrosos por medio de electrohilado.

4.- Caracterizar los andamios desde los puntos de vista quimico, fisico,
mecanico y biolégico mediante las técnicas de TFIR, DRX, MET, MEB, ETU

y MAC, asi como PB.
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9.

Metodologia

Los reactivos y disolventes empleados fueron suministrados por proveedores

comerciales y se utilizaron como fueron recibidos.

Materiales

2, 2, 2 - trifluoroetanol (C2HsF30); TFE; pureza = 98 %; Fluka Analytical
Acido sulfarico (H2SO4); pureza: 95.0 - 98.0 %; MEYER
Algodon (100 %); Medimart

Células endoteliales del cordon umbilical humano (HUVEC); CC-2519A,
LONZA

Cryostor; Biolife Solutions

CyQUANT MTT Cell Proliferation Assay Kit; V13154; Invitrogen
Dimetilsulfoxido ((CH3)2SO); pureza = 99.7%; Sigma-Aldrich

Hidréxido de sodio (NaOH) en pellets; grado reactivo, =98 %; Sigma-Aldrich
Medio basal endotelial (EBM-2); Clonetics; LONZA

Membrana para dialisis; MWCO: 12 - 14 kDa; Spectra/Por2
DialysisMembrane

Papel; Parchment Paper, Williams-Sonoma
Plato de cultivo; 96 well cell culture cluster, COSTAR
Policaprolactona ((CeH1002)n) en pellets; Mn 80,000; Sigma-Aldrich

Solucién de hipoclorito de sodio; grado reactivo, 10 - 15 %; Sigma-Aldrich

Equipos

Bomba inyectora; NE 1000; New Era; Pump Systems Inc.

Cabina de seguridad biolégica tipo Il, ESCO

Centrifuga; Rotina 35; Hettich

Difractémetro; D500; Siemens (CuKa, A = 1.5419 A)

Equipo de medicién de angulos de contacto; OCA 15EC; Dataphysics
Espectrofotometro de luz infrarroja; Nicolet 6706/Smart Orbit ATR optics
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e Espectrofotometro de UV-Vis; NANODROP ONES; Thermo Fisher Scientific
Inc.

e Fuente de alto voltaje; CZE 1000R; Spellman

e Incubadora; UN-4750; NUAIRE

e Liofilizadora; FreeZonel, LABCONCO

e Maquina universal de pruebas mecanicas; AGS-X 10KN; Shimadzu

e Microscopio de contraste de fases; CKX41; OLYMPUS

e Microscopio electrénico de barrido; JCM6000; BENCHTOP SEM

e Microscopio electrénico de transmision; JEM-1200EX

e Parrilla de agitacion; GUARDIAN 5000; OHAUS

e Probeta de agitacion ultrasonica; VCX 130PB; SONICS & MATERIALS INC
e Tina de agitacion ultrasonica; 1510; BRANSONIC

9.1. Obtencion de los nanocristales de celulosa

A continuacion se describe el procedimiento seguido para obtener

nanocristales de celulosa mediante el método de hidrdlisis acida.

Primer paso: Mercerizado. 2.5 g de hidréxido de sodio fueron disueltos en
agua destilada para preparar una solucion al 5 % p/v. Posteriormente, 10 g de
algodon fueron agregados a la solucion anterior. La mezcla se mantuvo en agitacion
(60 rpm) constante y a temperatura ambiental por 24 h. El resultado fue lavado con

agua destilada cinco veces.

Segundo paso: Blanqueamiento. Se prepararon 500 mL de una solucion de

hipoclorito de sodio al 5 %. En ella se agrego el algodén del paso anterior. La mezcla
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se mantuvo en agitacion (60rpm) constante y a temperatura ambiental por 24 h. El

resultado fue lavado con agua destilada cinco veces.

Tercer paso: Hidrodlisis acida. En un bafo de hielo se prepararon 60 mL de
una solucion de acido sulfurico (64 %v/v). A la solucién fria se le agreg6
paulatinamente el algodén del paso anterior. Una vez agregado todo el algodon, la
mezcla se retird del bafio de hielo y se mantuvo en agitacién (300 rpm) constante

por 3 h, sin calor adicional.

Cuarto paso: Término de la reaccion. Con el fin de detener el proceso de
hidrdlisis, la mezcla del paso anterior se retird del agitador y se agregé a 500 mL de
agua a 4 °C. La mezcla quedo en reposo por 24 h a 4 °C. Después de este tiempo,
se retird el liquido superficial y al sedimento se le agreg6 agua hasta aforar 500 mL.
Este mismo proceso se repitié una vez mas para eliminar la mayor cantidad posible

de acido. El sedimento fue agitado por una hora mediante ultrasonido.

Quinto paso: Dialisis. Se utilizaron trozos de membrana para dialisis (MWCO:
12 — 14 kDa; Spectra/Por2 DialysisMembrane). Se hidrataron y se anudo un extremo
de cada trozo para formar bolsas. El producto del paso anterior se vacioé dentro de
dichas bolsas y estas fueron selladas para formar bulbos, los cuales se colocaron
dentro de un vaso de precipitados y se cubrieron con agua destilada. El sistema se
mantuvo en reposo para permitir el paso del acido residual a través de los poros de
la membrana. El agua destilada se sustituy6 cada 24 h hasta que el pH del agua del
sistema fue igual que el pH del agua destilada de recambio. Esto ocurrio

aproximadamente después de seis dias.
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Sexto paso: Liofilizacion. El contenido de las bolsas de didlisis fue vaciado en
tubos conicos de 50 mL de capacidad y congelado a -40 °C. Posteriormente,
mediante un equipo FreeZone1, LABCONCO, la mezcla fue liofilizada durante 24 h
para obtener finalmente los nanocristales de celulosa. El proceso ocurrié a 0.044

mBar y a -47 °C. El producto fue almacenado a -20 °C hasta su utilizacion.

9.2. Caracterizacion de los nanocristales de celulosa

9.2.1. Analisis de su composicion quimica mediante espectroscopia
infrarroja por transformada de Fourier (TFIR)

Se utilizé6 un espectrofotdmetro de luz infrarroja (Nicolet 6706/Smart Orbit
ATR optics) para determinar los modos vibracionales presentes en los NCC, los
cuales fueron colocados en forma de polvo sobre el portamuestras del equipo. Se
establecio un intervalo entre 4000 y 500 cm™' para la adquisicién de los datos, los
cuales se obtuvieron tras 32 muestreos a una resolucién de 4 cm™'. Las mediciones
fueron llevadas a cabo en condiciones ambientales de temperatura. En el programa
OriginPro se proceso la informacion obtenida. Bajo las mismas condiciones se
obtuvo el espectro de TFIR de una muestra de algodén. Las muestras fueron

analizadas en el Laboratorio de Espectroscopia del [IM.
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9.2.2. Analisis de su cristalinidad mediante difraccién de rayos X
(DRX)

Para determinar parametros cristalograficos de los NCC se utilizo la técnica
de DRX de polvos. Primero, la muestra fue colocada en un portaobjetos para polvos.
Posteriormente se inici6 el proceso de caracterizacion, cuya duracién fue de doce
horas, aproximadamente. El corrimiento fue de 26 = 10° a 26 = 40°con incrementos
de 0.002°. Se utilizé un difractémetro D500; Siemens (CuKa, A=1.5419 A) ubicado
en el Laboratorio de Rayos X del [IM (UNAM). La informacién obtenida fue
procesada en OriginPro. Se utilizé la ecuacién de Scherrer para calcular el tamafo

transversal promedio de los cristalitos [27], como se presenta enseguida:

L_kxh
~ Bcos@

L representa el tamano transversal promedio del cristalito en nandmetros. El
valor de la constante k es de 0.89. La longitud de onda de los rayos X esta denotada
como h. 8 es el ancho total a la mitad de la altura maxima (FWHM) del pico principal

de difraccion. El valor de FWHM fue calculado mediante el programa OriginPro.

El indice de cristalinidad de los NCC fue calculado con base en el método de

Segal [28], [29] utilizando |la ecuacion siguiente:
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Lo — I
X% =" 2" %100 (2)
200

I,00 €s la intensidad maxima del plano de difraccion (200). Por otro lado, I,,,

es la intensidad del pico de difraccion en 20 = 18° [28], [30].

9.2.3. Analisis de su morfologia mediante microscopia electrénica
de transmisién (MET)

La estructura en forma de varilla de los NCC fue corroborada mediante el uso
de un microscopio electronico de transmision en el Laboratorio de Microscopia del
[IM (UNAM). Las muestras se prepararon de la siguiente manera: primero, 0.1 g de
NCC se agregaron a 3 mL de acetona. Posteriormente, la mezcla fue agitada
mediante ultrasonido por una hora. Enseguida, una gota de la suspension obtenida
se depositd sobre una rejilla de cobre para MET. El disolvente se evapord a
temperatura ambiental, por lo que los NCC quedaron depositados sobre dicha rejilla.
No se utilizaron recubrimientos ni procedimientos adicionales para preparar la
muestra. Los NCC fueron finalmente observados mediante un microscopio
electrénico de transmision JEM-1200EX, cuyo voltaje de trabajo se establecié en
100 kV. Las micrografias fueron analizadas mediante el programa ImagedJ. Los
histogramas de las frecuencias de las dimensiones fueron elaborados a partir de la

informacion de cien estructuras.
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9.3. Obtencion de los andamios

9.3.1. Preparacién de las mezclas
Las concentraciones especificas para cada preparacion se presentan en la

tabla .

9.3.1.1. PCL

Se utilizaron pellets de PCL (Mn 80,000; Sigma-Aldrich)y 2,2,2-trifluoroetanol
(TFE; pureza = 99 %; Fluka Analytical) para preparar 10 mL de una solucién cuya
concentracion de PCL fue del 10 %p/p. Después de haber sido incorporados ambos
reactivos dentro de un matraz aforado, la mezcla permanecié en agitacién mecanica
(300 rpm) por doce horas o hasta que se alcanz6 una solucion transparente. Este
proceso se llevé a cabo en condiciones ambientales de temperatura. La disolucion

obtenida en este paso se denominé PCL y conformé la primera muestra estudiada.

9.3.1.2. 5NCC/PCL; 10NCC/PCL

Se utilizé un frasco de vidrio a cuya tapa plastica se le realizé en el centro
una perforacién de 6 mm de diametro. Las concentraciones especificas para la
preparacion de cada una de las dos muestras se presentan en la tabla I. El volumen
necesario de TFE fue depositado dentro del frasco. Posteriormente se agrego la
cantidad necesaria de NCC. Después, el frasco fue colocado dentro de un bafo de

agua helada. Este sistema se montd en el suelo de una cabina de agitacion
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ultrasoénica. Posteriormente, la probeta del dispositivo (VCX 130PB, SONICS &
MATERIALS INC) se instalé dentro del frasco a través de la perforacion realizada
en la tapa. Mediante una hora de agitacién ultrasénica (a 20 kHz y con una amplitud
del 70 %) se dispersaron los NCC en el TFE y se conservo el volumen de este al

prevenir su evaporacion. Ver la figura 4.

Agitador
ultrasoénico

Probeta

Frasco

Bafo de hiel

Figura 4. Sistema ultrasoénico para dispersar los NCC en
el TFE.

EI TFE y los NCC dispersados formaron el disolvente para la PCL, la cual fue
agregada enseguida con base en las concentraciones propuestas. Finalmente,
mediante doce horas de agitacion mecanica a razén de 300 rpm, se disolvié la PCL

en el TFE con NCC. Con base en este procedimiento fueron preparadas las mezclas
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S5NCC/PCL y 10NCC/PCL. Es muy importante subrayar que los NCC fueron
dispersados en el TFE antes de ser agregada la PCL. De esta forma se evitd que la

viscosidad dificultara la dispersion de los NCC en la disolucién.

Tabla |
Concentraciones
Nomenclatura Concentracion de Concentracién qSe NCC en
PCLen TFE la solucién
PCL 10 %p/p 0%
5NCC/PCL 10 %p/p 5 % del peso de PCL
10NCC/PCL 10 %p/p 10 % del peso de PCL

9.3.2. Electrohilado de las mezclas

9.3.2.1. El colector de fibras

Con el objetivo de obtener suficientes especimenes para llevar a cabo la
totalidad de las caracterizaciones, se construyé un colector de fibras capaz de
proveer membranas de 25 cm de largo por 8 cm de ancho, aproximadamente. Este
sistema consistié en un tambor disefiado para girar sobre su propio eje longitudinal
a razon de 15 rpm. Dicho tambor se recubridé con aluminio y este se conect6 a la
tierra. Sobre el aluminio se fij6 temporalmente un sustrato de papel (Parchment
Paper, Williams-Sonoma). En conjunto, el sistema conformé un colector de tambor

rotatorio de bajas revoluciones. Ver la figura 5. Una vez depositadas las fibras sobre
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el sustrato, este fue recortado paralelamente al eje longitudinal del tambor y luego
se desdoblo. Cuidadosamente se retird la membrana de su sustrato. Asi fue

obtenida una superficie membranal con fibras orientadas aleatoriamente.

Tambor ——
Aluminio

Papel

Figura 5. Esquema del colector rotatorio.

9.3.2.2.  El agitador invertido

La pobre interaccion quimica entre los NCC y la PCL fue corroborada durante
los primeros ensayos de electrohilado. En el fondo de la jeringa mostrada en la
figura 6 se aprecia un sedimento formado por NCC, los cuales paulatinamente se
precipitaron después de algunas horas de haber sido mezclados con la solucion de

PCL en TFE.
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Figura 6. NCC sedimentados en el fondo de una jeringa.

Con el propdsito de mantener a los NCC en suspension mientras se llevaba
a cabo el proceso de electrohilado, se disefid un sistema que permitié electrohilar y
agitar la mezcla simultaneamente. El dispositivo se denominé agitador invertido
(véase la figura 7) ya que, para su incorporacion al sistema, se requirié que la jeringa
se encontrara debajo de aquel. Una pequena barra magnética de 3mm x 3mm x
7mm se coloco dentro de la jeringa cargada con la mezcla. Posteriormente se puso
en marcha el agitador. De esta forma las nanoparticulas se mantuvieron en

suspension durante el electrohilado.
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Figura 7. Agitador invertido.

9.3.2.3.  El sistema de electrohilado en su conjunto

El electrohilado de las mezclas fue llevado a cabo como se describe a

continuacion:

Se utilizé una cabina plastica de 60 cm de largo, 45 cm de ancho y 45 cm de
alto. Dentro de dicha cabina se instalé una bomba inyectora (NE 1000; New Era,;
Pump Systems Inc.) y la estructura metalica externa de esta se conect6 a la tierra
fisica como medida de seguridad. En el receptaculo de la bomba se colocé una
jeringa cargada con 15 mL de la mezcla de interés. El hilador utilizado fue una aguja
de 20 Ga en su diametro interno. Luego se vinculé este primer sistema con el

agitador invertido como se describio en la seccion anterior. En el lado opuesto se
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dispuso el colector rotatorio cuya superficie habia sido previamente acondicionada,
como se menciona en E/ colector de fibras. Quince centimetros separaron a la aguja
y a la superficie del colector entre si. Mediante cables de calibre 8 (AWG), la fuente
de alto voltaje (CZE 1000R; Spellman) fue conectada con la aguja (electrodo
positivo) y con el colector (electrodo negativo). Una vez puesto este en marcha, la
jeringa fue purgada hasta que una primera gota se hizo visible a la salida de la aguja.
En ese momento se inici6 la dosificacion automatica de la mezcla a razén de 38
pML/min. Veinte kilovolts fueron posteriormente suministrados al sistema. En tal
instante comenzo6 el proceso de electrohilado. En la tabla || se resumen sus
parametros. Esporadicamente y por algunos segundos se incidia una luz verde
proveniente de un laser sobre las zonas estable e inestable. De esta forma se
revelaban las normalmente invisibles geometrias del cono de Taylor, del jety de las
fibras que rapidamente se dirigian al colector. En la figura 8 se esquematiza el
sistema de electrohilado en su conjunto. Después de dos horas y media,
aproximadamente cinco mililitros de la mezcla habian sido electrohilados. La fuente
de alto voltaje fue apagada para desenergizar al sistema y posteriormente se puso
en funcionamiento el extractor de gases. Finalmente se retird el sustrato (papel) del
colector y se desprendi6 de él el producto (figura 9). Asi fue obtenida una membrana
de superficie amplia bajo condiciones de temperatura y humedad ambientales. El
proceso descrito fue llevado a cabo similarmente para las tres muestras (PCL,
5NCC/PCL, 10NCC/PCL). Sin embargo, durante el electrohilado de PCL no se
utilizé el agitador invertido. Esto se debi6 a que aquella mezcla no contenia

nanoparticulas, por tal motivo no lo requeria.
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Sistema de

extraccion Cono de )
Taylor Fibras
) Agitador
Jeringa invertido '
cargada 5

——— RN T
.-_. LI e

Colector
rotatorio

Cabina Fuente de alto voltaje
Figura 8. Esquema de la configuracion completa del sistema de electrohilado. Creado con
BioRender.com
Tabla Il
Parametros
Diametro Humedad
Voltaje Distancia Flujo internode  Temperatura .
la aquia relativa
(kV) (cm)  (uL/min) 9 (°C) )
(Ga)
20 15 38 20 ~25 ~ 40
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Membrana

Figura 9. Colector y membrana.

9.4. Caracterizacion de los andamios

9.4.1. Analisis de su composicién quimica mediante espectroscopia
infrarroja por transformada de Fourier (TFIR)

Los modos vibracionales expuestos por las muestras PCL, SNCC/PCL y
10NCC/PCL fueron determinados mediante el uso de un espectrofotémetro de luz
infrarroja (Nicolet 6706/Smart Orbit ATR optics) ubicado en el Laboratorio de
Espectroscopia del IIM. Se establecio un intervalo de entre 4000 y 500 cm™" para la
adquisicion de los datos, los cuales se obtuvieron tras 32 muestreos a una
resolucién de 4cm™'. Las mediciones fueron llevadas a cabo en condiciones
ambientales de temperatura. En el programa OriginPro se procesé la informacion

obtenida.
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9.4.2. Analisis de su cristalinidad mediante difraccién de rayos X
(DRX)

Mediante la técnica de DRX de haz rasante se obtuvieron los patrones de
difraccion de los andamios PCL, 5NCC/PCL y 10NCC/PCL. Los datos fueron
obtenidos mediante un difractdmetro D5000 Siemens. Se utilizé una lampara de
CuKa (A=1.5419 A). Se establecid un incremento de 0.002° por paso, y cada uno

tuvo una duracién de 3.2 segundos.

Las muestras fueron preparadas de la siguiente manera: En la superficie del
colector rotatorio se fij6 un sustrato rectangular de vidrio. El sistema se puso en
marcha y paulatinamente el sustrato fue recubierto por las fibras (figura 10).
Después de dos horas y media, una membrana quedé formada sobre aquel.
Cuidadosamente se desmontd el sistema para separar el sustrato del colector.
Sobre un portamuestras para peliculas se instal6 el sustrato (figura 11). EI mismo

procedimiento fue seguido para preparar todas las muestras de interés.
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TR

Membrana
formada
sobre
el colector.

—

==

Sustrato
de vidrio y
membrana

que lo
recubre.

Figura 10. Sistema compuesto por el colector de fibras y el sustrato para obtener muestras

para DRX.

Figura 11. A la izquierda, un portamuestras con un sustrato de vidrio y una membrana
sobre este; a la derecha, solo el sustrato.
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9.4.3. Analisis de su morfologia mediante microscopia electronica
de transmisién (MET)

Se obtuvieron mediante MET micrografias representativas de las fibras de la
muestra 1T0NCC/PCL, con el proposito de revelar la presencia de NCC vy la

localizacion de estos en las fibras.

Las muestras fueron preparadas como sigue: sobre un pequefo sustrato de
vidrio se fijé una rejila de MET (figura 12). Posteriormente, el sustrato se coloco
sobre la superficie del colector, tras lo cual se inicio el electrohilado de la mezcla de
interés. Después de cinco minutos, el proceso fue puesto en pausa para retirar la
rejilla, cuya superficie habia sido ya recubierta por una delgada membrana fibrosa.
Para la observacion se utilizé6 un microscopio electrénico de transmision JEM-

1200EX, cuyo voltaje de trabajo se establecié en 100 kV.

Sustrato de vidrio

Cinta

Figura 12. Sistema para obtener muestras para MET. En el
centro, una rejilla que permanece fija sobre un sustrato de vidrio
mediante cintas.
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9.4.4. Analisis de su morfologia mediante microscopia electrénica
de barrido (MEB)

El analisis morfologico de las fibras de los andamios se llevo a cabo mediante
MEB con un equipo JCM6000; BENCHTOP SEM en el Laboratorio de Microscopia
Electrénica del IIM. Para esto, circulos pequefios (1 cm de diametro) de las
membranas obtenidas fueron colocados en los portamuestras. Posteriormente,
mediante deposicidn por pulverizacion catddica, las muestras fueron recubiertas
con oro. Durante la observacién se trabajé con un voltaje de 15 kV. A través del
programa ImageJ, por lo menos el diametro de cien fibras por cada membrana fue

medido a fin de construir los histogramas de frecuencia.

9.4.5. Analisis de sus propiedades mecanicas mediante ensayos de
tension uniaxial (ETU)

La caracterizacion mecanica de las membranas fue llevada a cabo mediante
ensayos de tension uniaxial, con base en las normas ASTM Standards D638 y
D1708. Se obtuvieron mediante troquelado cinco especimenes (probetas) por cada
muestra de interés. Es decir, quince probetas fueron analizadas durante el
procedimiento. El espesor de cada probeta fue medido con un indicador de altura
Mitutoyo. Se utiliz6 una maquina universal AGS-X 10KN; Shimadzu para las
pruebas. Se establecioé una celda de carga de 100 N y una velocidad de ensayo de

10 mm/min. Ver la figura 13. Asi fueron obtenidas las curvas de esfuerzo contra
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deformacion, los valores correspondientes con el modulo de Young, el maximo
esfuerzo ante la rotura y la deformacién maxima ante la rotura de cada espécimen.
Las pruebas fueron realizadas en el Laboratorio de Pruebas Mecanicas del IIM. La

informacion fue procesada y graficada en OriginPro.

Figura 13. A la izquierda, una probeta representativa; a la
derecha, una probeta siendo ensayada

9.4.6. Analisis de su mojabilidad mediante mediciones de angulos
de contacto (MAC)

Con el propésito de estudiar el comportamiento hidrofébico o hidrdfilo de las
muestras, se llevaron a cabo mediciones del angulo de contacto entre gotas de 0.4
ML de agua destilada y las superficies de las tres membranas de interés (PCL,
5NCC/PCL, 10NCC/PCL). Cada ensayo tuvo una duracion de diez segundos. Las

muestras fueron preparadas siguiendo un proceso similar al llevado a cabo para el
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estudio de DRX. Es decir, las fibras se depositaron sobre sustratos rectangulares
de vidrio. De esta forma fueron obtenidas superficies membranales planas cuya
manipulacion fue sencilla. Se utilizé un equipo OCA 15EC; Dataphysics para realizar
cinco estudios por cada membrana. La informacion fue procesada en el programa
OCA202, propio del equipo. Las mediciones fueron llevadas a cabo en el

Laboratorio de Biomateriales del INR.

9.4.7. Evaluacién biolégica

9.4.7.1. Cultivo de células endoteliales del cordén umbilical humano

La viabilidad celular sobre los andamios fue evaluada con células
endoteliales del cordon umbilical humano (HUVEC; CC-2519A; LONZA), las cuales
fueron generosamente proveidas por la Unidad de Investigacion Médica en
Trombosis, Hemostasia y Aterogénesis del Instituto Mexicano del Seguro Social

(IMSS).

Las células HUVEC que inicialmente habian estado siendo conservadas a -
70 °C en crioviales con cryostor (sustancia preservante), fueron descongeladas con
base en el siguiente procedimiento: bajo condiciones de esterilidad (proveidas por
una cabina de seguridad bioldgica tipo Il, ESCO), dentro de un tubo cénico de 15
mL se prepard una mezcla compuesta por 500 uL de suero fetal bovino (FBS) y 5
mL de medio de cultivo [Endothelial Cell Basal Medium-2 (EBM-2)]. Posteriormente,

el contenido de un criovial fue depositado en la mezcla anterior y enseguida el tubo
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se agito manualmente. Después de haber sido integradas las mezclas, el sistema
fue centrifugado (mediante un equipo Rotina 35; Hettich) por cinco minutos a razon
de 2000 rpm. Después de este tiempo, lo sobrenadante fue descartado para
conservar unicamente el boton conformado por células sedimentadas. Dicho boton
fue resuspendido en 1 mL de medio de cultivo EBM-2 fresco. Enseguida se tomo
una muestra de 10 pL de esta suspensidon y se mezclé con 90 uL de azul de tripano.
10 pL de esta mezcla se colocaron en una camara de Neubauer y mediante un
microscopio de contraste de fases (CKX41; OLYMPUS) se determind el numero de
células por cuadrante. Con base en la ecuacion siguiente se determind el numero

total de células vivas:

# células_vivas
4

# total_células = ( ) (200,000)(vol.) 3)

# total células correspondié con la cantidad de células vivas que se
encontraron en la suspension, mientras que # células_vivas se refiri6 a la cantidad
de células vivas en los cuatro cuadrantes. Finalmente, vol. fue el volumen total de

medio de cultivo en el que se encontraban suspendidas las células.

Con base en las proporciones anteriores, 300,000 células HUVEC fueron
distribuidas y sembradas en una placa de seis pozos, cuyos fondos fueron
recubiertos previamente con una delgada capa de colagena. Posteriormente se

agrego 1 mL de medio de cultivo EGM-2 (medio EBM-2 enriquecido con factores de
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crecimiento) a cada pozo. Mediante un equipo UN-4750;, NUAIRE las células se
incubaron a 37 °C en un ambiente con el 5 % de CO2. Después de haber
transcurrido 24 h se retird el medio de cultivo y se sustituyé por medio fresco. Los
siguientes cambios de medio de cultivo ocurrieron cada cuatro dias. Ver la figura 14.
Con base en este procedimiento se alcanzé una confluencia celular de entre el 90
y el 100 % (figura 15) en cada pozo. Esto permitié disponer de suficientes células

tanto para la experimentacion como para almacenar en congelamiento.

/—\\? 7’

Figura 14. Proceso de descongelamiento y siembra de células HUVEC. Creado con
BioRender.com

Figura 15. Imagenes de microscopia de contraste de fases de células HUVEC al 10 (izquierda)
y al 100 % (derecha) de confluencia.
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9.4.7.2. Estudio de viabilidad celular con « MTT»

Se obtuvieron mediante troquelado diez circulos de 6.3 mm de diametro a
partir de cada una de las tres muestras (PCL, 5NCC/PCL, 10NCC/PCL).
Posteriormente, los treinta especimenes fueron agrupados, lavados con PBS y
sumergidos en etanol durante treinta minutos. Dentro de una campana de seguridad
biolégica (cabina de seguridad bioldgica tipo Il, ESCO) se permitié el secado a
temperatura ambiental de los andamios. Finalmente, los andamios fueron
expuestos ante luz ultravioleta durante quince minutos por cada lado. Asi fueron
obtenidos; desinfectados y esterilizados los especimenes. Cada uno de ellos fue
colocado en el fondo de pozos de placas de cultivo (96 well cell culture cluster,
COSTAR) con base en el orden presentado en la figura 16. Es importante destacar
que el diametro de los especimenes permitié que, mediante presion, por si solos

permanecieran fijos en el fondo de los pozos.

Con base en un procedimiento similar al llevado a cabo anteriormente, cinco
mil células HUVEC suspendidas en 100 pL de medio de cultivo EGM-2 fueron
depositas en cada pozo con membrana. Posteriormente, 100 uyL mas de medio de
cultivo fueron depositados en los pozos. Finalmente, las células fueron incubadas a
37 °C en un ambiente de CO: al 5 %. Mientras que los andamios PCL conformaron
el grupo control, pozos sin células y con medio de cultivo fueron establecidos como
controles negativos. Por otro lado, los controles positivos consistieron en células
sembradas sobre una ligera capa de colagena que habia sido dispuesta

previamente en los pozos correspondientes. Los controles negativos fueron
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utilizados para evaluar si los cambios observados fueron atribuibles a las variables
de interés. Por otro lado, los controles positivos permitieron validar el disefio
experimental propuesto. En total, dos placas fueron preparadas: una se utilizé en el

primer ensayo; la otra, en el segundo.

OE00®00®00®®
:0®00®00®O00®®
cOEO0O@00O®00®®
QEO0O®0O0®O0OB®
:000®00®0O0®®
QO0O000000000
1010/0/0[0/0/0/0]0[0[0]®
QO0000000000

Figura 16. Distribucion de los especimenes en los pozos de la
placa de cultivo: PCL [2A:2E]; 5SNCC/PCL [5A:5E]; 1T0NCC/PCL
[BA:8E]; control negativo [11A:11E] y control positivo (colagena)
[12A:12E]. Creado con BioRender.com

El primer ensayo de viabilidad celular con MTT se llevo a cabo después de
72 h (tres dias) de haber sido sembradas las células sobre los andamios; el
segundo, después de 168 h (siete dias). Los ensayos consistieron en lo siguiente:
se retird el medio de cultivo de cada uno de los pozos y se sustituyé por medio de
cultivo EGM-2 fresco (100 uL/pozo). Enseguida se anadieron 10 uL de solucién de
MTT a cada pozo. Posteriormente, el sistema se incubd por cuatro horas a una

temperatura de 37 °C. Después de haber transcurrido este tiempo, se removié el
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medio de cultivo de los pozos y se agregaron 100 pL de dimetilsulféxido (DMSO) a
cada uno. Con ayuda de una pipeta mecanica, los cristales de formazan
(consecuencia del metabolismo de las células) fueron disueltos en el DMSO.
Enseguida se tomaron alicuotas de las soluciones obtenidas. Finalmente, la
absorbancia de aquellas fue leida a 540 nm [segun la guia del protocolo rapido con
el CyQUANT MTT Cell Proliferation Assay Kit (V13154, Invitrogen)] en un
espectrofotémetro de UV-Vis NANODROP ONEF€; Thermo Fisher Scientific Inc. Un
resumen grafico de este proceso se presenta en la figura 17. A partir de la
informacién obtenida y con base en la ecuacion siguiente se construyeron las

graficas de viabilidad celular.

% VC = D. 0. muestra % 100 A
0 " D.0. control )

El porcentaje de viabilidad celular se representd en la ecuacion anterior como
%VC. Por otra parte, D. O. muestra represento la absorbancia de cada una de las
alicuotas correspondientes con las muestras estudiadas. Finalmente, D.O. control

se refirié a la absorbancia de las alicuotas relacionadas con la muestra PCL.

El software OriginPro permitid procesar los datos de viabilidad celular
mediante un analisis de varianza de una direccion (Anova) y una prueba de

comparaciones multiples Tukey. Se consideraron como valores estadisticamente
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significativos aquellos en los que p fue menor o igual que 0.05. Esto es, * p < 0.05;

**p <0.01; ** p <0.001; ns: no significativo.

HUVEC

Q ole] ]
Q ole] )
0 oCe
Q0 slel |
Q ce
‘Q 200
Q0 0Q0
1] QOO

Figura 17. Resumen grafico del ensayo con MTT. Creado con
BioRender.com.
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10. Resultados y discusion

10.1. Caracterizacion de los nanocristales de celulosa

10.1.1. Analisis de su composicion quimica mediante espectroscopia
infrarroja por transformada de Fourier (TFIR)

Los modos vibracionales tipicos de la celulosa exhibieron picos tanto en el
espectro de la muestra de algodon como en el de NCC (figura 18). Por ejemplo, en
la region que se encuentra alrededor de 3310 cm™ pudo apreciarse la banda
correspondiente con el grupo -OH de la celulosa, mientras que en ~2900 cm™' se
encontrd la banda relacionada con las vibraciones de estiramiento de los enlaces
C-H. Por ofra parte, en la regién comprendida entre ~1800 y ~800 cm™'! se apreciaron
las vibraciones correspondientes con la deformacion, el balanceo y la flexion de
unidades de anhidroglucopiranosa [28]. A su vez, alrededor de 898 nm' se presentd
la banda correspondiente con los enlaces B-glucosidicos de la celulosa [28], [31].
Esta informacién permite sostener que todos los picos del espectro de los NCC
estan relacionados con la estructura de la celulosa. Por lo tanto, el método de
hidrdlisis parcial acida es efectivo para preservar la composicién quimica de la

celulosa en las nanoparticulas.
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Figura 18. Espectros de TFIR del algodén y de los NCC.

10.1.2. Analisis de su cristalinidad mediante difraccion de rayos X
(DRX)

El difractograma de rayos X de los NCC se muestra en la figura 19. Como se
observa, los picos de difraccidn se encuentran en 20 = 16.5°, 22.7° y 34.2°, los
cuales corresponden con los planos cristalinos (110), (200) y (004),
respectivamente. Con base en el hecho de que la celulosa nativa exhibe estos picos
de difraccion en su estructura cristalina subalomorfa I (de celda unitaria
monoclinica), puede establecerse que dicha estructura fue conservada aun después

de haber ocurrido un tratamiento acido de extraccion [5], [27].
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A partir de la ecuacion de Scherrer (ec. 1) se determiné el tamario transversal
promedio de los cristalitos de la muestra en forma de polvo de NCC. El valor de
FWHM se calculé mediante el programa OriginPro, y fue de 1.5862. Por lo tanto, se
encontré que el tamafo transversal promedio de los cristalitos fue de L = 4.88 nm.
Por otro lado, utilizando la ec. 2, la muestra estudiada presenté un indice de
cristalinidad de alrededor del 75 %. Tal valor es coherente con lo encontrado en
diversas investigaciones cuyo fundamento de obtencién de NCC es la hidrdlisis

acida parcial de celulosa vegetal [27], [28], [31].

NCC
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20 (grados)

Figura 19. Difractograma de rayos X de los NCC.
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10.1.3. Analisis de su morfologia mediante microscopia electrénica
de transmisiéon (MET)

Como puede observarse en la figura 20, mediante la técnica de MET fue
corroborada y examinada la tipica forma de varilla de los NCC. Para estudiar su
tamano se analizdé tanto su anchura como su longitud. En promedio, los NCC
midieron 40.0 £ 13.0 nm de ancho y 169.8 + 82.8 nm de largo (figura 21). No
obstante este ultimo valor, las particulas fueron de hecho nanomateriales porque se
alinearon con la definicidn respectiva: Los nanomateriales son aquellas estructuras
cuyo tamafo se encuentra entre 1y 100 nm en al menos una de sus dimensiones
[32], [33]. En promedio, la relacién de aspecto de los NCC fue de 4.24. Es decir, las

estructuras fueron mas largas que anchas.

NCC -_—
100.0 kV x30K  200nm

NCC -_—
100.0 kV x30K 200nm

Figura 20. Micrografia obtenida mediante MET de los NCC.
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Figura 21. Histogramas de frecuencia de anchura y longitud de los NCC.

10.2. Caracterizacion de los andamios

10.2.1. Analisis de su composicion quimica mediante espectroscopia
infrarroja por transformada de Fourier (TFIR)

Con base en los espectros obtenidos mediante TFIR se estudié la
composicion quimica de los andamios. En la figura 22 se observan fuertes bandas
caracteristicas de la PCL en las muestras PCL, 5SNCC/PCL y 10NCC/PCL. Por
ejemplo, alrededor de 2946 cm™' y de 2865 cm™ se presentaron los picos referentes
a los modos vibracionales del estiramiento asimétrico y simétrico, respectivamente,
del grupo CHa. A su vez, en 1725 cm™ se identificd el estiramiento del grupo
carbonilo y en 1296 cm™' se encontro el estiramiento del grupo C-C. Por otra parte,
alrededor de 1240 cm™' y de 1170 cm™' se exhibieron los picos correspondientes con

el estiramiento asimétrico y simétrico, respectivamente, del grupo C-O-C. [12], [34]
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Figura 22. Espectros de TFIR de los NCC y de las muestras PCL, 5NCC/PCL y
10NCC/PCL.

En contraste, los picos tipicos relacionados con los modos vibracionales de
los NCC no fueron facilmente apreciables en el espectro de 5SNCC/PCL ni en el de
TO0NCC/PCL. Este comportamiento probablemente se debidé a que las intensas
bandas relacionadas con los modos vibracionales de la PCL pudieron haber
enmascarado a las de los NCC, toda vez que las concentraciones de estos en las
mezclas fueron bajas. No obstante, la principal contribucion de los NCC se encontrd
alrededor de 1170 cm™"'. Dicha banda corresponde con el estiramiento simétrico del

grupo C-O-C de la celulosa. Ver la figura 23. Con base en esto, puede sostenerse
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que no ocurrieron reacciones quimicas entre los NCC y la PCL. Ademas, es posible

afirmar que las nanoparticulas fueron efectivamente incorporadas a la matriz

polimérica.
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Figura 23. Espectros de TFIR de PCL, 5NCC/PCL y 10NCC/PCL entre 1230 y 1120 cm™.
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10.2.2. Analisis de su cristalinidad mediante difraccion de rayos X
(DRX)

En la figura 24 se muestran los difractogramas de rayos X de las tres
muestras estudiadas (PCL, SNCC/PCL, 10NCC/PCL), cuyos picos de difraccidon
correspondieron con los picos tipicos de la policaprolactona. No obstante, el

siguiente comportamiento fue encontrado durante la examinacion:

Mientras que en PCL los picos de difraccion se encontraron en 20 = 21.70°,
24.06° y 30.16°, correspondientes con los planos cristalograficos (100), (200) y
(006) [carta cristalografica PDF CARD 00-062-1286], en 5NCC/PCL y en
T10NCC/PCL los picos de difraccidn se encontraron desplazados hacia la izquierda
con respecto de la posicidn de los picos de PCL. Es decir, en la muestra 5SNCC/PCL
los picos se exhibieron en 20 = 21.27° y 23.62°. A su vez, los de T0NCC/PCL se

presentaron en 20 = 21.41°y 23.77°.
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Figura 24. Difractogramas de rayos X de las muestras PCL, 5SNCC/PCL 'y 10NCC/PCL.

Por otro lado, al analizar detalladamente los difractogramas presentados en
la figura 25, se encontraron incrementos en las intensidades de los picos de
difraccion de cada muestra. Este comportamiento indica una relacién directa entre
la intensidad de los picos y la concentracion de NCC en los especimenes. Con
respecto de los picos de PCL, la intensidad de los de 1T0NCC/PCL aumenté un 156
%; los de 5SNCC/PCL, un 51 %. Ademas, al calcular los parametros de red de las

estructuras cristalinas ortorrombicas tedricas de la PCL, se encontré6 que los
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volumenes de las celdas tendieron a incrementar ante la incorporacion de NCC en

la matriz polimérica, como se ve en la tabla lll.

Tabla lll

Parametros de red

Muestra a(A) b (A) c (A) Volumen (A3)
PCL 7.397 4.924 17.779 647.732
5NCC/PCL 7.533 5.016 17.930 677.646
10NCC/PCL 7.486 4.990 17.954 670.778

La informacion obtenida permite sostener que los cambios en la intensidad
de los picos de difraccion probablemente fueron consecuencias de una accion
nucleante aportada por los NCC [35], [36], [37]. Es decir, posiblemente durante la
solidificacion de la PCL tras el electrohilado, las superficies cristalinas de los NCC
incorporados en las muestras 5SNCC/PCL y 10NCC/PCL aportaron puntos de inicio
(o agentes nucleantes) para la cristalizacion del polimero de base [38]. Como
consecuencia, picos mas intensos se encontraron en los difractogramas
correspondientes con cada muestra. Ademas, las dos muestras compuestas por
PCL y NCC presentaron un corrimiento en sus picos de difraccion con respecto de

la muestra que contenia PCL exclusivamente.

53



—— 10NCC/PCL
—— S5NCC/PCL
— PCL

Intensidad (u. a.)

9 12 15 18 21 24 27 30 33 36 39 42
20 (grados)

Figura 25. Comparacion de las intensidades de los picos de difraccion de rayos X de las
muestras PCL, SNCC/PCLy 10NCC/PCL.

Los resultados obtenidos contradicen los encontrados por Hivechi A., et. al.
[25] toda vez que concluyeron que los NCC se comportaron como agentes
antinucleantes en una matriz de PCL. Aunque los NCC utilizados en el trabajo
mencionado provinieron de algodon, cabe mencionar que el disefio experimental
propuesto por los autores difiere, entre otros aspectos, en el tipo de disolvente para
la PCL, los parametros de electrohilado y en las concentraciones de los materiales.

Ver Antecedentes.

54



10.2.3. Analisis de su morfologia mediante microscopia electrénica
de transmisiéon (MET)

Las imagenes de MET de la muestra 70NCC/PCL revelaron la presencia de
los NCC, los cuales se sefialan con flechas en la figura 26. Como puede apreciarse,
las nanoparticulas se ubicaron en la superficie de las fibras. Este comportamiento
probablemente se debié a que las moléculas de la PCL son polarizadas durante el
electrohilado de esta. Es decir, mientras que la superficie del chorro de la solucion
posee carga positiva, la de su centro es negativa [39]. Como consecuencia de la
carga negativa de los NCC, estos son atraidos hacia el exterior, el cual esta cargado
positivamente. Como ya se ha explicado anteriormente, los NCC tienden a
aglomerarse. Por esta razon, un tamafo desigual de particulas se encontré en las

fibras.

TONCC/PCL |
100.0kv  x10K 500 nm

Figura 26. Micrografia electronica de transmision de
fiboras con NCC (destacados mediante flechas
amarillas) en su superficie. Muestra: T0NCC/PCL.
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10.2.4. Analisis de su morfologia mediante microscopia electrénica
de barrido (MEB)

El analisis morfologico de las membranas mediante MEB permitié constatar
la composicién fibrilar de las muestras. Como se observa en la figura 27, los
andamios resultantes estuvieron conformados por fibras con orientacién aleatoria.
Este comportamiento fue una consecuencia del método de recoleccién, toda vez
que la velocidad de sistema colector fue relativamente baja. Por otro lado, en todas
las muestras hubo visibles poros interconectados formados por la interseccion entre
las fibras. Sin embargo, una magnificacibn mayor se requiere para estudiar la
porosidad propia de cada fibra. Otra caracteristica notable es el diametro fibrilar en
cada una de las membranas: como se aprecia en los histogramas correspondientes,
para PCL, SNCC/PCL y 10NCC/PCL, el diametro promedio de las fibras fue de
1.770 £0.350 um, 1.371 £ 0.537 umy 1.136 £ 0.489 um, respectivamente. Es decir,
ante el aumento de la concentracién de NCC en las membranas se obtuvieron fibras
mas delgadas. Esta tendencia decreciente en cada muestra pudo haber sido debida
a los efectos sinérgicos de los NCC en la conductividad eléctrica, la tension

superficial y la viscosidad de las mezclas electrohiladas [40], [41].
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Figura 27. Imagenes representativas de MEB de las membranas PCL, 5SNCC/PCL y 10NCC/PCL y
sus respectivos histogramas de frecuencia de diametro fibrilar.
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10.2.5. Analisis de sus propiedades mecanicas mediante ensayos de
tension uniaxial (ETU)

Mediante ensayos de tensién uniaxial a cinco especimenes por cada
muestra, fueron obtenidas las curvas de esfuerzo contra deformacion que se
presentan en las secciones A (PCL), B (6NCC/PCL)y C (10NCC/PCL) de la figura
28. Como se aprecia, comportamientos semejantes se presentaron en cada grupo
de curvas. Por lo tanto, se sugiere que las muestras fueron consistentes en términos
de homogeneidad constitutiva [42], no obstante los diametros variables de sus fibras
ni la orientacion aleatoria de estas. Ademas, al ser los ensayos realizados bajo

condiciones controladas, pudo observase reproducibilidad en los experimentos.

Las curvas de esfuerzo contra deformacién de la muestra PCL presentaron
un esfuerzo relativamente alto debido a la naturaleza semicristalina del polimero
que la constituyé. Esto concuerda con el hecho de que si un polimero posee
caracteristicas cristalinas, generalmente presenta una mejor resistencia [42]. Por
otro lado, debido a la baja velocidad de rotacion del colector durante el electrohilado,
las fibras resultantes se encontraron aleatoriamente distribuidas. Esto podria
conllevar a sugerir que las propiedades mecanicas de las membranas ensayadas
fueron isotropicas. Por lo tanto, podria sostenerse que la rigidez de la muestra es

igual en todas las direcciones [43].
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59



Las curvas de esfuerzo contra deformacion de PCL y de 710NCC/PCL
mostraron un comportamiento parecido al de los materiales ductiles [42]. Sin
embargo, mientras que el esfuerzo maximo de PCL fue de 11.219 MPa, el esfuerzo
maximo de 10NCC/PCL fue de menos de la mitad: 4.699 MPa. Este comportamiento
fue probablemente debido a que los NCC, en alta concentracién, saturaron a la
matriz polimérica y, aglomerados [44], actuaron como concentradores de esfuerzo
[24] que devinieron en la rotura de las probetas correspondientes con la muestra
10NCC/PCL. Aun considerando lo anterior, los porcentajes de deformacion que
presentaron ambas muestras fueron cercanos entre si: 107.613 % en PCL y
104.867 % en 10NCC/PCL. Este efecto posiblemente se debid a la transferencia del
esfuerzo desde las fibras de policaprolactona hacia los NCC [41]. Por otro lado, una
pequefia disminucién en el modulo elastico de 1T0NCC/PCL (34.476 = 1.862 MPa)
se observo con respecto de PCL (40.059 £ 2.080 MPa). Esto indica que T0NCC/PCL
es mas fragil que PCL. En D, E, y F de la figura 28 y en la tabla IV se resumen los
parametros presentados en este parrafo. Mas adelante se discutirda ampliamente el

comportamiento mecanico de 5SNCC/PCL.
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Figura 29. Resumen de los diagramas de esfuerzo contra deformacion de
las muestras ensayadas.

Tabla IV

Parametros mecanicos

Muestra

Modulo elastico
(Mpa)

Esfuerzo maximo
ante la rotura
(Mpa)

Deformacién a la
rotura
(%)

PCL

SNCC/PCL

10NCC/PCL

40.059 + 2.080

29.999 + 2.144

34.476 + 1.862

11.219 + 0.607

4.676 + 0.161

4.699 + 0.225

107.613 +6.182

362.499 * 29.935

104.867 + 6.076




En la grafica de esfuerzo contra deformacion de la muestra SNCC/PCL se
observan por lo menos dos comportamientos diferentes en la zona de deformacién
plastica. Ver la figura 30. Debido a que la PCL es un polimero semicristalino, sus
regiones amorfas contribuyen durante la deformacion elastica debido al movimiento
de aquellas ante la traccion ejercida. A su vez, la deformacién plastica esta dada
como consecuencia de las interacciones entre las regiones amorfas y las cristalinas.
Ver la figura 31. La membrana 5NCC/PCL (aun siendo mas cristalina que la
membrana PCL) presentd la mayor elongacion de todas las muestras ensayadas.
No obstante esta caracteristica, la membrana 70NCC/PCL, cuya cristalinidad fue
las mas alta, presentd la menor deformacién. Como se mencioné anteriormente, en
10NCC/PCL los NCC actuaron principalmente como concentradores de esfuerzo
(figura 33); sin embargo, en SNCC/PCL probablemente ocurrié lo siguiente: una vez
iniciado el ensayo, las cadenas moleculares de las regiones amorfas de la PCL
comenzaron a ser alineadas en la direccion de la traccion ejercida. Por lo tanto, la
zona de deformacion elastica en el diagrama de esfuerzo contra deformacion de la
muestra 5SNCC/PCL (y de las tres muestras en general) pudo haber sido una
contribucion de la alineacién de las cadenas moleculares en las regiones amorfas
del polimero. Probablemente, dichas cadenas continuaban siendo alineadas a
medida que avanzaba el ensayo; sin embargo, en cierto momento posiblemente
comenzaron a ocurrir cambios en las regiones amorfas y cristalinas debido al
estiramiento de estas ultimas. Esto es, los fuertes enlaces covalentes dentro de las
cadenas laminares cristalinas paulatinamente estarian siendo estirados. Como

consecuencia, el espesor de aquellas zonas pudo haber incrementado ligeramente.
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Al continuar el ensayo se presento la transicion hacia la deformacion plastica, la
cual pudo ser debida a que las moléculas poliméricas laminares de las regiones
cristalinas se estarian deslizando unas sobre otras. Por lo tanto, en algun momento
bloques cristalinos fueron desasociados del conjunto de laminillas. No obstante, se
mantuvieron unidos entre si por mas cadenas poliméricas [42], [43]. Ya que
SNCC/PCL contenia NCC en menor concentracion, una vez que las regiones
amorfas y cristalinas hubieron aportado la deformacion elastica y la plastica,
respectivamente, los NCC probablemente comenzaron a ser estirados. Por lo tanto,
habria ocurrido un desplazamiento de ellos que, en general, aporté deformacién
durante el ensayo. De forma breve, 5SNCC/PCL presenté mayor deformacion ya que
los NCC probablemente se deslizaban unos sobre otros; sin embargo, se mantenian

unidos al sistema mediante mas fibras de PCL. Ver la figura 32.
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Figura 30. Diagrama de esfuerzo contra deformacion de la muestra SNCC/PCL.
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Figura 31. Estadios del comportamiento mecanico relacionado con la deformacion elastica y
plastica de la policaprolactona de la muestra PCL. Mientras que los paquetes lamelares
representan las regiones cristalinas de las cadenas moleculares del polimero, las zonas
intermedias se refieren a las amorfas. A medida que avanza el ensayo de tension, las cadenas
de las regiones amorfas son estiradas en la misma direccion que la de la fuerza ejercida. Luego,
segmentos de los bloques cristalinos comienzan a ser estirados y separados de los bloques
originales. Creado con Samsung Notes.
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Figura 32. Estadios del comportamiento mecanico relacionado con la deformacion elastica y
plastica de la muestra 5SNCC/PCL. Similarmente al comportamiento de la muestra PCL, las
regiones amorfas y cristalinas de las cadenas moleculares de la policaprolactona contribuyen
durante la deformacion elastica y plastica, respectivamente. Sin embargo, hacia el cuarto estadio,
los NCC aportan deformacién plastica al permitir elongacién mas alla de la presentada por la
muestra compuesta por PCL de forma exclusiva. Creado con Samsung Notes.

l Hacia el fallo

Figura 33. Estadios del comportamiento mecanico relacionado con la deformacioén elastica y
plastica de la muestra 70NCC/PCL. Debido al relativamente mayor contenido de NCC en la
matriz polimérica y a la fuerte unién entre ellos, concentradores de esfuerzo se presentan en los
especimenes y devienen en el rapido fallo de estos. Creado con Samsung Notes.
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En su investigacidn, Hivechi, A., et. al. [24], mostraron que los andamios de
PCL y de PCL con NCC exhibieron médulos elasticos variables en funcion de la
muestra. Dichos valores se encontraron entre 23.4 y 43.8 MPa. En comparacién con
los resultados encontrados en el presente trabajo, el mayor modulo elastico lo
mostré PCL (40.059 + 2.080); el menor, SNCC/PCL (29.999 £ 2.144). En un trabajo
posterior, Hivechi, A., et. al. [25] expuso que los andamios pudieron ser utilizados
como implantes sobre heridas de espesor completo en ratas. Dicha experimentacion
tuvo una duracion de catorce dias.

10.2.6. Analisis de su mojabilidad mediante mediciones de angulos
de contacto (MAC)

La informacién obtenida mediante MAC hizo notar el comportamiento
hidrofébico (© > 90°) de todas las muestras, incluidas aquellas con NCC. Sin
embargo, como se observa en la figura 34, se aprecio una tendencia decreciente en
el angulo de contacto ante el aumento de la concentracion de NCC en cada mezcla
electrohilada. Asi, la muestra 7T0NCC/PCL presentd la mayor disminucion en cuanto
a su hidrofobicidad, en relacion con la muestra PCL. Esto es, el angulo de contacto
con 1T0NCC/PCL fue de 118.46° + 7.028, mientras que con PCL fue de 130.9° %
1.124. A su vez, el angulo de contacto con 5SNCC/PCL fue de 128.36° + 1.880. Ver
la tabla V. Este comportamiento esta directamente relacionado con la cantidad de
NCC presente en las membranas; con la naturaleza hidréfila de aquellos y con su

ubicacion superficial en las fibras, como revel6 la MET.
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Figura 34. Angulos de contacto de gotas de agua con las muestras estudiadas.

Tabla V

Angulos de contacto promedio

Muestra Angulo de contacto (°)
PCL 130.9+ 1.124
5NCC/PCL 128.36 + 1.880
10NCC/PCL 118.46 £ 7.028
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10.2.7. Estudio de la viabilidad celular sobre los andamios

Los resultados del ensayo con MTT se presentan en la figura 35. Se observa
que después de haber transcurrido tres dias (72 h) desde la siembra, los andamios
S5NCC/PCL 'y 1T0NCC/PCL permitieron una mayor viabilidad de células HUVEC con
respecto del control (PCL). Sin embargo, estadisticamente los incrementos no
fueron significativos. Los resultados obtenidos después de siete dias (168 h)
exhibieron un comportamiento similar al anterior. No obstante, la informacion
obtenida evidencia una viabilidad ligeramente mayor en el andamio 710NCC/PCL
que en 5SNCC/PCL. Esto probablemente se debid a la contribucién hidrdéfila de los
NCC, la cual, aunque fue pequefna, pudo haber permitido un mejor transporte
nutrimental desde el medio de cultivo. Asimismo, es posible que la forma local de
las fibras (consecuencia de la morfologia y la localizacién de los NCC), aportara

mayores sitios de adhesion para las células.
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Figura 35. Porcentajes de viabilidad de células HUVEC cultivadas sobre los andamios PCL
(rojo), SNCC/PCL (azul) y T0NCC/PCL (verde). Los calculos se realizaron con base en los
resultados de los ensayos con MTT, los cuales se llevaron a cabo después de tres y siete
dias de haber sido sembradas las células.
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11. Conclusiones

Fueron electrohiladas exitosamente dos mezclas distintas de NCC con PCL.
Asi fueron obtenidos dos modelos diferentes de andamio fibroso. Se utilizd
exclusivamente TFE tanto para dispersar las nanoparticulas como para disolver el

polimero.

Con base en los resultados de DRX, TFIR y MET, los NCC obtenidos fueron
nanoparticulas en forma de varilla constituidas por celulosa tipo IB3. Por lo tanto, la
hidrdlisis acida parcial de celulosa vegetal es un método eficaz de obtencion de

NCC.

La naturaleza de los NCC causa diversos efectos en las matrices de
policaprolactona. Mas importante es sefalar que la concentracion de aquellos
modifica de manera directa las propiedades quimicas, fisicas, mecanicas y

biolégicas de los andamios.

Los resultados de las caracterizaciones llevadas a cabo mediante TFIR, DRX,
MET y ETU permiten sostener que los NCC fueron eficazmente incorporados a las
matrices poliméricas. Ademas, el control de los parametros de electrohilado permitié

obtener estructuras cuya morfologia constituyé andamios de fibras regulares.

Con base en la informacién de los difractogramas de rayos X, puede
afirmarse que la cristalinidad de los andamios incrementé proporcionalmente a sus
contenidos de NCC. Por lo tanto, un efecto nucleante fue aportado por las

superficies cristalinas de ellos.
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Los resultados de las pruebas mecanicas demuestran que los tres andamios
poseen suficiente resistencia mecanica para ser manipulados y perdurar ante su
uso en ingenieria de tejidos suaves. De forma especifica, PCL demostrd el mayor
esfuerzo; 5SNCC/PCL, la mayor deformacién;y 1T0NCC/PCL, esfuerzo y deformacion

menores.

Aunque la evaluacion biolégica no permite sustentar que la incorporacion de
NCC promueve una mayor viabilidad de células HUVEC en los andamios, los
resultados evidencian que 7T0NCC/PCL permitié el mayor porcentaje de viabilidad

celular con respecto de las muestras PCL y SNCC/PCL.

No obstante el comportamiento hidréfilo de los NCC, puede decirse que su
contribucidon en cuanto a la disminucién de la hidrofobicidad de los andamios fue

muy débil.
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12.

Perspectivas
Es necesario estudiar la curvatura o rectitud de las fibras en cada muestra, y
relacionar tal informacion con la cristalinidad de los andamios y la morfologia

de los NCC.
Es importante analizar la macroporosidad y la microporosidad de las fibras.

Las pruebas biolégicas podrian aportar aun mas informacion si se realizan

tras catorce dias de cultivo.

Podrian explorarse las propiedades de membranas cuya concentracion de

NCC se encuentre alrededor del 5 %.
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13. Productos académicos

Daniel Michell Padilla Ramos, Israel Alfonso Nunez Tapia, Phaedra Suriel
Silva Bermudez, Arturo Barba Pingarrén, Cristina Pifia Barba. 37st International
Materials Research Congress en Cancun, Quintana Roo, del 13 al 18 de agosto de
2023. Trabajo presentado: Electrospun polycaprolactone with cellulose nanocrystals
en la modalidad de cartel en el simposio F3 (Biomaterials for Health Applications).

Daniel Michell Padilla Ramos, Israel Alfonso Nunez Tapia, Phaedra Suriel
Silva Bermudez, Arturo Barba Pingarron, Cristina Pifia Barba. Décimo Congreso
Internacional de Biomateriales e Ingenieria de Organos y Tejidos, en la UJED de
Durango, del 27 al 29 de septiembre de 2023. Trabajo presentado: Estudio de las
propiedades mecanicas de andamios microfibrilares obtenidos a ftravés del
electrohilado de policaprolactona con nanocristales de celulosa, en la modalidad de
cartel por via remota.

Daniel Michell Padilla Ramos, Israel Alfonso Nunez Tapia, Phaedra Suriel
Silva Bermudez, Arturo Barba Pingarrén, Cristina Pifia Barba. Primer Congreso de
Ciencia, Tecnologia y Vinculacion, en el Hospital General de México, del 16 al 17 de
noviembre de 2023. Trabajo presentado: Analisis de los efectos de nanocristales de
celulosa en las propiedades de membranas fibrosas obtenidas mediante el
electrohilado de policaprolactona, en la modalidad de cartel.
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