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1 Resumen

En este trabajo se estudiaron andamios electrohilados de poli (acido lactico) PLA y
gelatina para sembrar y reproducir células madre mesenquimales obtenidas de orina. El
PLAy la gelatina se disolvieron en hexafluoro-2-propanol y la solucién se usé para fabricar
andamios electrohilados en un equipo al cual se le adapt6 un colector rotatorio no plano
cilindrico, refiriéndose con ello a que este posee engranes que permite obtener andamios
porosos con fibras orientadas. Estos andamios se caracterizaron por microscopia
electronica de barrido (SEM), espectroscopia infrarroja con transformadas de Fourier en
su modalidad de reflectancia total atenuada (ATR-FTIR), analisis térmico y angulo de
contacto (8). Su viabilidad biolégica se analiz6 por medio del cultivo celular con células
madre mesenquimales obtenidas de orina.

Se analizaron los parametros criticos implicados en el proceso de electrohilado, como
concentracion del polimero, diferencia de potencial, distancia de la aguja al colector y la
rapidez de flujo. Asi se fijaron las mejores condiciones de electrohilado: concentracion del
PLA en solucion 13% m/v, diferencia de potencial de voltaje 10 kV, distancia de aguja a
colector 8 cm y rapidez de flujo 0.5 mL/h.

Debido a la estructura del colector no plano, se obtuvieron dos tipos de andamios: el
andamio que se depositaban en la parte plana y el andamio que se depositaba entre los
engranes. Se decidié medir la porosidad de ambos andamios para elegir el que tuviera
una mayor porosidad, puesto que las células madre mesenquimales obtenidas de orina
son relativamente grandes, con un tamafio aproximado de 15 um. Se midi6 la porosidad
del andamio que se depositaba en la parte plana del colector rotatorio por dos métodos:
intrusiéon de un liquido y gravimetria, de igual forma se varid la velocidad angular y la
distancia entre engranes para ver si estos factores influian en la porosidad, para ello se
utilizé un disefio factorial experimental de (2x2). Cabe destacar que estos métodos no se
pudieron utilizar para medir la porosidad del andamio que se depositaba entre los
engranes, puesto que eran muy pocas las fibras que se depositaban y era muy dificil de
manejar por ello para este andamio se hizo un soporte de PLA mediante una impresora
en 3D. Para medir el area entre fibras del andamio que se deposité entre engranes, se
utilizaron las fotomicrografias obtenidas por el microscopio electrénico de barrido y el
programa ImageJ. Con lo cual se pudo concluir que la distancia entre engranes y la
velocidad angular no influian en la porosidad del andamio que se depositaba en la parte
superior plana, ya tomando en cuenta las micrografias se observo que hubo una mayor
area entre fibras del andamio que se depositaba entre los engranes.

La mezcla con gelatina contribuy6 a disminuir la hidrofobicidad de los andamios, lo que
permitié6 sembrar y reproducir células troncales mesenquimales obtenidas de orina. No
obstante, las células madre mesenquimales no proliferaron en este andamio, quizé se
requiera aun una mayor porosidad del andamio u otro material como lo podria ser poli (€-
caprolactona), poli (acido glicélico) 6 poli (etilenglicol) que sea mas afin a este tipo de
células.
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2 Introduccion

En ingenieria de tejidos, los andamios son usados como estructuras para soportar las
actividades celulares y guiar la formacion del tejido en 3D. La compleja estructura y
composicion del andamio dependera del tejido que se reemplazara (1). El tamafio de
poro, la porosidad y la interconectividad de los poros son caracteristicas importantes de
los andamios en la ingenieria de tejidos que influyen de manera importante en la actividad
celular (2). El riidn es uno de los érganos mas desafiantes para la ingenieria de tejidos,
debido a su arquitectura compleja, multiples funciones, gran heterogeneidad celular y
renovacion celular lenta (3).

Un problema frecuente en los andamios es el tamafio del poro pues depende de la célula
gue se va a cultivar, ya que no promueven la adecuada migraciéon y crecimiento celular.
La habilidad de incrementar el tamafio del poro del andamio, mientras se mantiene la
morfologia de la fibra y la interconectividad entre poros, es una importante area de
investigacion que ha venido tomando importancia (2).

Actualmente, el electrohilado es una técnica de fabricacién frecuente utilizada en
ingenieria de tejidos, para producir tanto microfibras como nanofibras. El principio de este
proceso es muy simple: una solucién polimérica es atraida por un campo eléctrico, que
resulta en la formacién de un chorro que sufre una ruptura, llevando a la formacién de
fibras de diametro variable (4).

Se han desarrollado diferentes variaciones a la técnica de electrohilado y modificaciones
a los andamios con objeto de incrementar el tamafio de poro. Las técnicas que se han
explorado van desde variaciones simples en los pardmetros del electrohilado, como son
el voltaje aplicado, la velocidad de flujo del liquido en la aguja de la jeringa, el tipo de
colector y la distancia aguja-colector, hasta metodologias complejas que requieren de un
equipo mas sofisticado (2).

Los andamios con una complejidad interna alta y controlada se han obtenido por medio
de técnicas de fabricacién en forma sdélida, tales como la estereolitografia, sinterizado
selectivo por laser, modelado por deposicién fundida, impresora en 3D y el bioploter en
3D. Estas técnicas permiten la fabricacion de andamios con poros altamente
interconectados comparado con técnicas convencionales. Estas técnicas pueden
producir complejas geometrias que son disefiadas a través de programas, lo que permite
un amplio control de la arquitectura interna (5).

Estas técnicas se han utilizado para producir andamios para cartilago y hueso en
ingenieria de tejidos, sin embargo tiene sus limitaciones a nivel micro escala pues estas
técnicas son capaces de producir tamafios de poros minimos de 100 um (5).
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3 Marco Tedrico

3.1 Electrohilado

La técnica de electrohilado permite obtener membranas constituidas por nanofibras,
las cuales se forman al lanzar por medio de una jeringa un chorro delgado de una
solucién polimérica hacia una placa metélica o colector. Durante el proceso se
aplica una diferencia de potencial entre la aguja y el colector, para producir las
fibras, que se depositan al azar sobre la placa formando una malla de dimensiones
adecuadas para el crecimiento celular; esta técnica permite crear membranas
porosas de diversos tipos de polimeros y con propiedades especificas (6).

3.1.1.1 Modificacion de los pardmetros de electrohilado.
Las formas mas sencillas de incrementar el tamafio de poro en los
andamios mediante electrohilado involucran modificaciones al equipo o a
los pardmetros del proceso durante el electrohilado (2).

Tabla 1. Pardmetros de electrohilado. (2)

Parametros del sistema Parametros del proceso

Peso molecular del polimero.
Distribucion del peso molecular y
arquitectura del polimero en la
solucién.

Propiedades de la solucién polimérica

Potencial eléctrico

Razon de flujo del polimero a través de
la aguja.

Distancia entre la punta de la aguja y el
colector.

Forma del colector.
Parametros ambientales, tales como la
humedad, temperatura.

como la viscosidad, la conductividad y
la tension superficial.

De los parametros del sistema se hace un enfoque en los siguientes
parametros de la solucién:

3.1.1.1.1 Parametros de la solucién

e Concentraciéon de la solucién: Es uno de los pardmetros
determinantes del tamafio y la morfologia de las fibras. La concentracion
de polimero en la solucién influencia tanto la viscosidad como la tension
superficial de ésta. El diametro de las fibras tiende a aumentar con la
viscosidad (7). A bajas concentraciones se genera una mezcla de fibras
y gotas; a altas concentraciones se dificulta pasar la solucion a través
del capilar (8).

e Tension superficial: La tension superficial es la cantidad de energia
necesaria para estirar o aumentar la superficie de un liquido por unidad
de area (9). Doshi y Reneker concluyeron que reduciendo la tension
superficial de una solucion de polimero podrian obtenerse fibras sin
presencia de cuentas (deformacion de la fibra en forma redondeada)
(7).

e Conductividad de la solucion: Soluciones con alta conductividad
tendrdn mayor capacidad de transportar las cargas de la soluciéon que
aqguellas con baja conductividad. Se ha encontrado que con el aumento
de la conductividad eléctrica de la solucién hay una disminucion

e
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significativa en el diametro de las fibras, mientras que cuando la
conductividad es baja se observa un alargamiento insuficiente del
chorro, lo que impide la produccion de fibras uniformes. (7)

3.1.1.1.2 Pardmetros del proceso.

e Flujo de salida: Un flujo de salida menor podria ser benéfico, ya que el
disolvente tendria mas tiempo para evaporarse y evitar la formacién de
defectos en las fibras. Cuando el flujo de salida se incrementa, ocurre
un incremento en el didmetro de las fibras y, posiblemente, en el tamafio
de los defectos. (7)

e Distancia entre la punta de laagujay el plato colector: Dependiendo
de las propiedades de la solucién, el efecto de la variacién de la
distancia puede o no, tener efecto en la morfologia de las fibras. Al
trabajar con distancias muy grandes, las fibras electrohiladas podrian
romperse debido a su propio peso, especialmente si las fibras son de
diametro pequefio. Se requiere una distancia minima para dar a las
fibras el tiempo suficiente para que el disolvente se evapore antes de
alcanzar el plato colector. Con distancias muy grandes o demasiado
pequefias se ha observado la aparicion de cuentas o fibras humedas (el
disolvente no se alcanza a evaporar en su totalidad) que promueven la
obtencion de fibras aplanadas o con forma de cintas. (7)

e Potencial eléctrico: La morfologia de la fibra se relaciona con la
diferencia de potencial. A bajos diferenciales de potencial de voltaje, la
solucion se encuentra en forma de gota al final de la aguja, y al estar
sometido bajo un campo eléctrico, se origina un chorro que inicia en
forma de cono. Las fibras que se obtienen bajo estas condiciones
presentan una morfologia cilindrica con una baja cantidad de cuentas.
A altos diferenciales de potencial de voltaje no se nota la formacion de
una gota o cono al final de la aguja: el chorro de la solucién sale
directamente de la aguja. Las fibras que se obtienen bajo estas
condiciones poseen un notable niumero de cuentas y defectos. (8)

El tamafio de poro y el diametro de la fibra estdn altamente
correlacionados; al reducir el diametro de la fibra decrece el tamafio del
poro, lo que dificulta la infiltracibn o migracion de las células (4). De
manera contraria, es posible aumentar el tamafio del poro cuando se
incrementa el didmetro de la fibra. (2).

Sin embargo, histéricamente ha sido aceptado que las nanofibras
aceleran e incrementan la adhesion celular y proliferacion a diferencia
de las microfibras (2).

e Forma del colector: Un enfoque diferente para incrementar el tamafio
del poro en los andamios, es modificar los pardmetros del electrohilado,
involucra el cambio en la forma del colector (2). Recientemente, se
determiné que la naturaleza del colector influye significativamente en la
morfologia y caracteristicas fisicas de la fibra. Ademas, el tipo de

e
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colector determina en gran medida la disposicion y densidad de
empaguetamiento de las fibras. Existen sistemas con colectores
disefiados especialmente para obtener fibras alineadas o hileras de
fibras (10).

e Colector cilindrico rotatorio: Este método se utiliza cominmente con
el fin de obtener fibras parcialmente alineadas (11). Ademas, el diametro
de la fibra se puede adaptar y controlar en funcién de la velocidad de
rotacion del cilindro. Si la velocidad de rotacion es mas baja que la
velocidad de electrohilado, se obtienen fibras orientadas al azar en el
cilindro. A velocidades altas se crea una fuerza centrifuga en las
inmediaciones de la circunferencia del cilindro rotatorio, por lo cual se
elongan las fibras antes de que sean colectadas en el cilindro (10).

e Colector de disco rotatorio: El colector de disco rotatorio se usa para
obtener fibras alineadas uniaxialmente. La ventaja de utilizar un
colector de disco rotatorio, en vez de utilizar un colector cilindrico es
que la mayoria de las fibras son depositadas en el borde del disco y
las nanofibras son colectadas en un patrén alineado (10).

3.1.2“Pore Casting”

El método “pore casting” utiliza un programa denominado L-Edit (Tanner EDA
software Tools, Monrovia, CA), a través del cual se disefia un patrén rectangular
gue contiene columnas de circulos de 1 um de diametro con 5 um de espacio de
centro a centro. Posteriormente se utiliza la fotolitografia para transferir las
caracteristicas del patrén en una oblea de silicio foto resistente viable para RIE
(reactive ion etching). Ya que se elabor6 el molde, éste se alimenta con un
polimero biodegradable. Una vez que el biopolimero se ha secado se retira el
molde y se obtiene el andamio (Ver Fig. 1) (12).

L
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[ PCL

Figura 1. “Pore Casting” (12)

3.1.3 Extraccion de un polimero
En estd técnica se electrohilan dos polimeros y, posteriormente, uno es
eliminado, al sumergir el andamio en un disolvente en el cual uno de los
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polimeros es disuelto y el otro queda intacto, de esta forma quedan los poros en
el espacio que ocupaba el polimero ya disuelto.

Como ejemplo, se tiene el poli (6xido de etileno) (PEO) y la poli (caprolactona)
(PCL), en el cual fue eliminado el PEO en una solucion agua/etanol. Por un lado
se varié la razon de flujo del PEO, con el fin de controlar la densidad de las fibras
incorporadas y, por otro, la concentracion de la PCL para regular el didmetro de
las fibras. La distancia entre la aguja y el colector fue de 7 in (13).

Figura 2. Extraccion de un polimero. (13)

3.1.4 Uso de un porégeno.
Para este procedimiento, el por6geno mayormente requerido son cristales de
NaCl. Mientras el biopolimero es electrohilado, se incorporan de manera
continua los cristales de NaCl y, posteriormente, éstos son disueltos en agua
desionizada. El espacio que deja el porégeno permite una mayor porosidad en
el andamio (14).

NaCl mandrel

Syringe with polymer

-. Negatively charged plate

g collection

Electrospinning polymer

Figura 3. Uso de un pordgeno (14)
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3.2 Poli (4cido l&ctico)

El poli (4cido lactico) es un poliéster alifatico termoplastico que se deriva de
recursos renovables, tales como el almidon de maiz, tapioca, cafia de azlcar, etc
(15). Se descubri6é en 1932 por Carothers y se obtenia a bajos pesos moleculares
al someter el &cido lactico a un calentamiento a vacio mientras se removia el agua
condensada. Con el tiempo se encontro que se podia obtener este biopolimero con
altos pesos moleculares mediante polimerizacion por apertura de anillo de la lactida,
policondensacion directa o por policondensacién deshidratante azeotrdpica. (16)

Su precursor es el &cido lactico, molécula quiral (Fig. 4). La lactida, monémero del
poli (Acido lactico), es una molécula que existe bajo 4 formas: L, D, meso y
racémica. A diferencia del isobmero D (-) la configuracién L (+) es metabolizada por
el organismo humano. Fue descubierto en 1790 por el quimico sueco Scheele,
quién lo aislé de leche agria. Posteriormente se encontré este mismo acido en la
sangre. (17)

CH; CH;
C-H Hitne-C
HO COOH HOOC  OH
L-acido lactico D-acido lactico

Figura 4. Acido lactico, molécula quiral.

El poli (L-lactida) (PLLA) y el poli (D-lactida) son materiales semicristalinos que con
una incorporacion de mas del 15% de D-lactida en el PLLA hace que el polimero
sea amorfo. El poli (D, L-lactida) exhibe bajo punto de ebullicién, baja deformacion
en tensién, alto esfuerzo a la ruptura y mayor rapidez de degradacion. ElI PLA puede
tener mas del 40% de cristalinidad, un punto de ebullicibn de 170 °C y una
temperatura de transicion vitrea de 56 °C. El PLA se puede procesar por inyeccion
y por extrusion. (18)

Este biopolimero se puede procesar a altas temperaturas por arriba de los 110 °C.
El PLA es soluble en disolventes clorados, benceno (a altas temperaturas),
tetrahidrofuranos y dioxanos. Se puede procesar en fibras o en peliculas. (15)

Debido a su biodegradabilidad, a sus buenas propiedades de barrera y a su
biocompatibilidad, este biopolimero ha encontrado numerosas aplicaciones, ya que
presenta un amplio rango de propiedades, desde el estado amorfo hasta el estado
cristalino. ElI PLA es un biopolimero termoplastico utilizado para la produccion de
hilo para sutura, implantes, capsulas para la liberacion lenta de farmacos, prétesis,
produccion de envases y empaques para alimentos, asi como en la produccién de
peliculas para la proteccion de cultivos en estadios primarios (17).
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La degradacion del PLA es mas lenta si la cristalinidad es elevada, si el contenido
del PLLA es alto y si el peso molecular es elevado. En los tejidos vivos, el PLA se
despolimeriza totalmente por hidrélisis quimica. La degradacién del polimero
comienza por una pérdida de peso molecular (sin pérdida de masa) y se termina
por una pérdida de masa, con descomposicién del polimero en monémeros y
fagocitosis por los macréfagos. (17)

El lider mundial en produccion del PLA es NatureWorks LLC, aunque existen otras
empresas productoras como Toyobo, Dai Nippon Printing Co., Mitsui Chemicals,
Shimadzu, NEC, Toyota (Japan) entre otras. (16)

3.3 Gelatina
La gelatina es una proteina fibrosa que se obtiene por la desnaturalizacion del
colageno, entre sus diversas aplicaciones se encuentran los alimentos, los
cosméticos, la industria farmacéutica y fotografica. En la industria alimentaria, la
gelatina se ha utilizado como emulsificador, como agente espumante, como
estabilizador coloidal, en empaques biodegradables y como agente micro-
encapsulador. (19)

La composiciébn quimica de la gelatina es similar al colageno, el cual esta
compuesto por tres cadenas a, distribuidas en forma de hélice. Estas cadenas
forman estructuras tridimensionales, que proveen una geometria ideal para
intercambiar enlaces de hidrogeno. La estructura molecular de la gelatina se
compone principalmente de multiples repeticiones de la secuencia gli-x-y, donde “x”

es a menudo prolina e “y” es hidroxiprolina. (19)

Las gelatinas comerciales se producen principalmente por extraccion acida o
alcalina de piel y hueso porcino o bovino. Sin embargo, tanto el Judaismo como el
Islam prohiben el consumo de algun producto que proceda del cerdo, mientras que
el hindd no consume productos provenientes de la vaca; como alternativa se tiene
la gelatina que proviene del pescado, posible de obtener de los desechos de la
industria pesquera. (19)

Generalmente, el colageno presente en la piel de pescado muestra una amplia
variedad de aminodacidos presentes en los colagenos de mamiferos. En la piel de
pescado. la hidroxiprolina 'y la prolina estan presentes en menor cantidad que los
colagenos de mamiferos, que se compensa por sus altos contenidos de serina 'y
treonina. En general, los colagenos de pescado tienen una menor cantidad de
aminoacidos que los colagenos de mamiferos y es por esta razén que la
desnaturalizacion es a bajas temperaturas. La fuente y el tipo de colageno influiran
en las propiedades de la gelatina que se obtenga. (20)

Las gelatinas de pescado tienen bajas concentraciones de aminoacidos (prolina e
hidroxiprolina) comparada con las gelatinas de mamiferos, y las gelatinas de
pescados de agua templada tienen mayor cantidad de aminoacidos que las
gelatinas provenientes de pescados de agua fria. Las gelatinas de mamiferos
contienen aproximadamente 30% de prolina e hidroxiprolina, las gelatinas de
pescados de agua templada entre 22-25% y las gelatinas de pescados de agua fria

e
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17% (20). En ingenieria de tejidos, la gelatina se puede electrohilar

y sus

propiedades como buena biocompatibilidad, inmunogenicidad (es la capacidad de
provocar una respuesta inmunitaria, es decir, la capacidad de generar la produccién
de anticuerpos especificos o células T o ambas cosas), el fomento a la proliferacion
y adhesion celular, y bajo costo hacen que sea ampliamente usada (Tabla 2)

Tabla 2. Gelatina en Ingenieria de Tejidos.

Material Técnica para Condiciones del proceso Referencia
obtener el andamio

PLLA y | Electrohilado 10 wt%, Diametro de la | (21)

Gelatina en aguja 0.37 mm, razén de

TFE flujo 0.4 mL/hr, diferencia de
potencial de voltaje 12 kV,
colector estacionario,
distancia 20 cm.

Quitosano, Coprecipitacion y | Diametro de la aguja 0.6 | (22)

nanoparticulas | electrohilado mm, colector estacionario,

de Fe304, razén de flujo 0.8 mL/h,

acido acético, Diferencia de potencial de

gelatina voltaje 15kV, distancia entre
la aguja y el colector 15 cm,
humedad relativa entre 30-
40%, temperatura de 25 °C.

PLGA, HFP, | Electrohilado 17% mlv, razon de flujo de | (23)

gelatina, 0.5 mL/nh, diferencia de

nanoparticulas potencial de voltaje 14kV,

de silice distancia entre la aguja y el
colector 13 cm, colector
rotatorio a 2000 rpm.

PLGA, HFIP, | Electrohilado 17% mlv, razon de flujo de | (24)

gelatina, 0.5 mL/h, diferencia de

nanoparticulas potencial de voltaje 14kV,

de silice distancia entre la aguja y el
colector 13 cm, colector
estacionario

PLLA, gelatina | Electrohilado 15% m/v, 0.02 mL/h, colector | (25)

y TFE rotatorio, diferencia  de
potencial de voltaje 1.2 kV.

PLLA, gelatina, | Electrohilado, Razén de flujo 5 mL/hr, | (26)

tert-butanol, enfriamiento 15kV, collector estacionario,

etanol, distancia entre la aguja y el

glutaraldehido, collector de 15 cm.

HFIP

PLLA, gelatina, | Electrohilado Diferentes concentraciones, | (27)

cloroformo, diametro de la aguja 0.5 mm,

DMF, acido colector rotatorio, diferencia

acético de potencial de voltaje 0-30
kv
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3.4

Enfermedad Renal Crénica

La enfermedad Renal Crénica (ERC) se define como una disminucién de la funcion
renal, determinada por un filtrado glomerular (FG) patoldgico, expresado por un
aclaramiento de creatinina estimado menor de 60 ml/min/1.73 m?, o la presencia de
dafio renal, o ambos, de forma persistente durante 3 meses o mas. (28)

La ERC es clasificada por estadios:

-Estadio I: funcién renal normal: igual o mayor a 90 ml/min/1.73 m?

-Estadio II: leve disminucion del FG: 60-89 ml/min/1.73 m?

-Estadio IIl: moderada disminucién del FG: 30-59 ml/min/1.73 m?

-Estadio IV: grave disminucién de la funcién renal: FG 15-29 ml/min/1.73 m?

-Estadio V: insuficiencia renal: FG menor de 15 ml/min/1.73 m?2

3.41 Etiologiay Fisiopatologia
Las causas de ERC pueden ser enfermedades vasculares, enfermedades
glomerulares, tubulos intersticiales y uropatias obstructivas. Actualmente
en nuestro pais la etiologia mas frecuente es la diabetes mellitus, que es
la responsable del 50% de los casos de enfermedad renal, seguida por la
hipertension arterial y las glomerulonefritis. La enfermedad renal
poliquistica es la principal enfermedad congénita que causa ERC. (29)

Las enfermedades cardiovasculares son la causa principal de
morbimortalidad en los pacientes con ERC, dado que ocasiona 30 veces
mas riesgo de morir que el de la poblacién general. Este riesgo puede ser
atribuible a una correlacion entre la uremia y la aterosclerosis acelerada.
En pacientes con ERC es frecuente encontrar factores de riesgo
cardiovasculares tradicionales, como la hipertension arterial, la
dislipidemia, edad avanzada, la diabetes mellitus y el tabaquismo; asi
como manifestaciones asociadas a la uremia como homocisteina, anemia,
hipervolemia, inflamacién, hipercoagulabilidad y estrés oxidativo, que por
si mismas aumentan el riesgo cardiovascular. (29)

3.4.2 Diagnostico
El dafio renal se diagnostica habitualmente mediante marcadores por una
biopsia renal por lo que el diagnéstico de ERC, ya se establezca por un FG
disminuido o por marcadores de dafio renal, puede realizarse sin
conocimiento de la causa. El principal marcador de dafio renal es una
elevada excrecion urinaria de albumina o proteinas. (30)

En las etapas iniciales de la ERC, las manifestaciones clinicas son
minimas y el diagnéstico puede ser sugerido por la presencia de
manifestaciones inespecificas por parte del paciente, tales como fatiga,
anorexia, pérdida de peso, picazon, nduseas, entre otras. Posteriormente,
con el avance y la progresion de la enfermedad y la presencia del dafio
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renal marcado, los afectados comienzan con nicturia, orinas espumosas,
poliuria u oliguria, edemas, hipertension arterial, debilidad, vémito,
insomnio, calambres, palidez cutdnea, xerosis, miopatia, dismenorrea y/o
amenorrea, atrofia testicular, impotencia, insuficiencia cognitiva o de
atencion, confusién, somnolencia, obnubilacion y coma. (28)

El diagnostico precoz de la ERC en estadios 1y 2 resulta fundamental
para la posible prevencion de la pérdida de funcién renal y de las
complicaciones cardiovasculares. El diagnéstico precoz se basa en la
realizacion de las pruebas complementarias basicas para poder establecer
el diagnéstico y el estadio de la ERC independientemente de la causa. Las
exploraciones complementarias basicas son tres: 1) determinaciéon de la
creatinina sérica y la correspondiente estimacion del FG o del aclaramiento
de creatinina mediante una férmula, 2) determinacién del indice
albumina/creatinina en una muestra aislada de orina, y 3) andlisis del
sedimento urinario mediante una tira reactiva o la técnica clasica de
microscopia 6ptica. (30)

El valor del FG varia en relaciéon con la edad, sexo y masa corporal del
individuo, se sitia entre 90-140 ml/min/1.76 m? en personas adultas
jovenes sanas. Para medir el FG se ha utilizado la depuracién renal de
diversas sustancias exodgenas (la depuracion de inulina es el “gold-
estandar”) pero no resultan factibles en la practica diaria. Por este motivo,
habitualmente se calcula el FG a partir de la depuracion de sustancias
enddgenas, y el aclaramiento de creatinina corregido por la superficie
corporal ha sido hasta no hace mucho la forma mas utilizada. Actualmente,
distintas guias recomiendan la estimacion del FG mediante ecuaciones
obtenidas a partir de la medida de la concentracién de creatinina sérica, la
edad, el sexo y laraza. (31)

3.4.3 Epidemiologia

La descripcion clasica de la epidemiologia de la ERC se ha restringido a la
informacion sobre la IRCT en tratamiento renal sustitutivo procedente de
los registros de didlisis y trasplante. Sucesivos informes del United States
Renal Data System (USRDS) han documentado un aumento de la
incidencia y prevalencia de IRCT en Estados Unidos en las uUltimas dos
décadas. La incidencia actual se sitia en los varones en 404 casos por
millén de poblacion y en las mujeres en 280 casos por millén de poblacion.
Se estima que la prevalencia de IRTC en tratamiento sustitutivo puede
duplicarse en la década presente. En Europa, donde la incidencia de IRCT
es claramente inferior a la de Estados Unidos, se ha detectado un
incremento anual cercano al 5% de pacientes en dialisis o con un
trasplante renal. En nuestro pais, la incidencia de IRC en tratamiento
sustitutivo se sitia en 126 casos por millon de poblacion, observandose
también la especial repercusion de la edad avanzada, la HTA, la
enfermedad vascular y la diabetes. (30)
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3.4.4 Tratamiento
3.4.4.1 Trasplante Renal
El trasplante renal consiste en colocar el rifion de otra persona
en el cuerpo de un paciente mediante cirugia. No todos los
pacientes con Enfermedad Renal Crénica (ERC) son candidatos
al trasplante renal por lo que su evaluacion adecuada minimiza
la morbilidad y mortalidad, al igual que mejora la calidad de vida.
(29)

El trasplante de rifibn es la mejor opcion terapéutica para la
enfermedad renal cronica, pero en México se practica
escasamente: solo se efectian 1500 al afio (80% de donador
vivo), menos de 20 trasplantes anuales por millén de habitante.
Por su parte, la media mundial esta por encima de 30. (32)

3.4.4.2 Hemodidlisis

La hemadialisis consiste en utilizar un circuito extracorporeo para
eliminar sustancias toxicas y exceso de liquido. Los tres
componentes principales de la dialisis son: el dializador, el
sistema de transporte y la composicién del liquido de dialisis. La
sangre se pone en contacto con el liquido de didlisis a través de
una membrana semipermeable. El movimiento de sustancias y
agua ocurre por procesos de difusién, conveccion y ultrafiltracion.
(29)

La difusién es el principal mecanismo por el cual se eliminan
moléculas y depende de la diferencia entre la concentracién
plasmética y del liquido de dialisis, el area de superficie de la
membrana semipermeable y el coeficiente de difusion de la
membrana. La conveccion permite la eliminacion de solutos
siguiendo el flujo del liquido. La ultrafiltracién se refiere a la
eliminacion de agua libre debido a la aplicacién de una presién
hidrostéatica negativa, que puede ser manipulada dependiendo del
exceso de volumen que se desea eliminar.

3.4.4.3 Dialisis peritoneal
El sistema de didlisis peritoneal consta de una bolsa que contiene
el liquido de didlisis, conectada a un catéter a través del cual se
introduce el liquido a la cavidad abdominal. Dentro del abdomen
se lleva a cabo la dialisis en la membrana peritoneal y
posteriormente el liquido con los desechos drena a una bolsa de
salida. (29)

La didlisis peritoneal en los pacientes con IRC es un proceso
cronico, por lo que se utiliza un catéter flexible de silicon que se
coloca en un tunel subcutaneo en la pared abdominal. El catéter
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estimula el crecimiento de células a su alrededor que forman una
barrera contra la infeccion. (29)

Recientemente se ha desarrollado una rama de investigacion para
el tratamiento de la ERC a través del empleo de células madre
mediante ingenieria de tejidos y terapia celular.

3.5 Ingenieria de Tejidos y Medicina Regenerativa.

El término "ingenieria de tejidos", como se reconoce hoy, fue presentado por primera vez
en una reunién del panel de la Fundacion Nacional de Ciencia en 1987, lo que llevo a la
primera reunién de ingenieria de tejidos a principios de 1988 (33). La verdadera
emergencia de la ingenieria tisular como campo médico comenzé a principios de los
noventa cuando la ingenieria de tejidos se defini6 como un campo interdisciplinario que
aplica los principios de ingenieria y ciencias de la vida hacia el desarrollo de sustitutos
biolégicos que restauran, mantienen o mejoran la funcién de los tejidos (33).

La ingenieria tisular incluye dos estrategias principales: (1) trasplante de un tejido
cultivado in vitro, que consiste en una matriz artificial con células y factores de
crecimiento; y (2) regeneracion in situ de tejido, mediante una combinacién de una matriz
artificial y factores de crecimiento como plantilla de guia, para inducir la regeneracién de
células huésped del tejido in vivo (33).

3.6 Terapia celular

La terapia celular implica el suministro de células mediante inyeccion sistémica en el
torrente sanguineo o mediante el trasplante directo en un tejido local. El requisito principal
para esta estrategia es sembrar las célulasy procurar que crezcan en grandes cantidades
para trasplante [in vivo] (33).

Los principales desafios para el trasplante de células son: crecimiento de un gran nimero
de células sin contaminacion bacteriana; preservacion del fenotipo celular; y prevenir
acumulacién de mutaciones genéticas durante la expansion del cultivo (33).

3.7 Células troncales
Una célula troncal se define como una célula que tiene la capacidad de dividirse
(autoreplicarse) por periodos indefinidos durante toda la vida de un individuo y que,
bajo las condiciones apropiadas o sefiales correctas del microambiente, puede dar
origen (diferenciarse) a diferentes linajes con caracteristicas y funciones
especializadas como miocitos, neuronas o hepatocitos (34).

3.7.1 Clasificacion de las células.
Por su potencial de diferenciarse en otro tipo de células se pueden clasificar de la
siguiente manera:

o Totipotentes: Son capaces de producir los tres tipos de capas germinales, la
placenta (trofoblasto) y las primordiales células germinales (35). Es decir,
poseen la capacidad de generacion de un organismo adulto completo (36).

e Pluripotentes: Son capaces Unicamente de producir las tres capas
germinales (35). Estan presentes en estadios tempranos del desarrollo
embrionario, con alta capacidad de autorrenovacion y de generar varios
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linajes celulares o tejidos diferentes, aunque nunca un organismo completo,
a no ser que con su nucleo y el citoplasma de un 6vulo enucleado se
constituya un cigoto totipotente.

e Multipotentes: Son capaces de producir varios tipos de células de una sola
capa germinal pero no los trofoblastos (35). Solo originaran células de tejidos
analogos (36).

e Unipotentes: Son capaces de producir Gnicamente un tipo de tejido
especifico (35).

Las células troncales también se pueden clasificar segun su origen:

e Células troncales embrionarias: Célula indiferenciada procedente de la MCI
(embrioblasto) del blastocisto que tiene el potencial de diferenciarse en una
amplia variedad de tipos celulares especializados. En el caso de humanos,
podemos decir que estas células derivan de huevos que han sido
fecundados in vitro, en clinicas de FIV (Fecundacion [in vitro]), y que han
sido donados para la investigacion (36).

e Células troncales adultas: Célula madre del tejido adulto. Célula
indiferenciada encontrada en diferentes tejidos que puede regenerarse a si
misma y diferenciarse hacia distintos tipos celulares, normalmente del tejido
del cual procede (36). De este tipo de células se derivan las células madre
hematopoyéticas las cuales proceden de la médula 6sea y es capaz de
regenerar cualquier célula sanguinea (36).

e Células troncales perinatales: Se obtienen en el rango temporal “alrededor
de la fecha de nacimiento”, lo que abarca desde las 20 semanas de
embarazo a los 28 dias del neonato. Son células multiptentes y han sido
identificadas en el corion, la placenta, la zona perivascular y tejido conectivo
del corddén umbilical, el amnios y en liquido amniético.

3.7.2 Células de origen urinario.

Estas células se han extraido de la orina de adultos con la habilidad de
diferenciarse en osteocitos, condrocitos, adipocitos y células endoteliales.
Se han estudiado como una alternativa para terapia celular e ingenieria de
tejidos para aplicaciones en urologia durante el tratamiento de
incontinencia urinaria de esfuerzo, reflujo vesicoureteral y en la ingenieria
de tejidos de la uretra y la vejiga (37). Estas células se desprenden del
tracto urinario superior. Las ventajas de este tipo de células son (38):

e Se pueden obtener independientemente de la edad de la persona,
género o salud (excepto en aquellas infecciones del tracto urinario

y anuria).

e EIl proceso de obtencion es simple, seguro, de bajo costo y no
invasivo.

e Las células son capaces de generar mas células pero no teratoma
0 tumores.
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3.8 Caracterizacion de polimeros y andamios.
3.8.1 Espectroscopiainfrarroja por transformadas de Fourier

En estatécnica se varia la frecuencia de radiacion incidente y se obtiene la radiacién
que se absorbe o transmite de la muestra. Es un proceso basico: los fotones de
radiaciéon infrarroja son absorbidos por los enlaces de una molécula, por lo que
pasan niveles vibracionales superiores. (39)La energia vibracional es cuantizada y
las transiciones entre los niveles de energia vibracional corresponden a la region
infrarroja del espectro. Por esta razon, la espectroscopia vibracional se denomina
espectroscopia infrarroja (40). Muchos agrupamientos funcionales de las moléculas
organicas muestran vibraciones caracteristicas, a los que les corresponden bandas
de absorcién en regiones definidas del espectro infrarrojo. Estas vibraciones
moleculares estan circunscritas, en gran parte, al grupo funcional y no abarcan al
resto de la molécula. De esta forma se pueden identificar estos grupos funcionales
por su banda de absorcion. Este hecho, unido a la sencillez de la técnica de registro,
hace de la espectroscopia IR el método més sencillo, rapido y fiable para asignar
una sustancia a una clase de compuestos en particular. Por regla general se puede
decidir a primera vista si se trata de un alcohol, una amina o cetona, un compuesto
alifatico o uno aromatico (41).

3.8.2 Analisis termogravimétrico

En el andlisis termogravimétrico se mide el cambio de masa de la sustancia como
funcién de la temperatura o el tiempo. Los resultados aparecen como se presentan
en la Fig. 5. La muestra se calienta a temperatura y masa constante, M;, hasta que
el material empieza a descomponerse a cierta temperatura T, Bajo estas
condiciones de calentamiento dinamico, la descomposicién usualmente toma lugar
en un rango de temperaturas, Ti a Ts, y un segundo rango de masa constante se
observa por debajo de T:, que corresponde a la masa residual M:. Las masas M; y
M; y la diferencia AM son propiedades fundamentales de la muestra y se utilizan
para calculos cuantitativos en los cambios de composicion. Por otro lado, las
temperaturas T;y Trdependen de la razén de calentamiento, la naturaleza del sélido
y la atmésfera a la que esta sometida la muestra (39).

T; T;  Temperatura

Figura 5. Andlisis termogravimétrico.
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3.8.3 Calorimetria diferencial de barrido
En esta técnica, a la muestra se le aplica un flujo de calor a razén constante y se
detectan transiciones endotérmicas y exotérmicas, asi como la energia asociada
con las transiciones térmicas, como lo son fusion, cristalizacion, transicion vitrea y
reacciones de descomposicion. Existen numerosos beneficios asociados con el
método; la cantidad de muestra es pequefia, el amplio rango de temperaturas
(tipicamente -120 a 600 °C), la simplicidad y la rapidez de medida (42).

El procedimiento involucra colocar la muestra (usualmente en cantidades de 5-10
mg) en un platillo junto a otro platillo como referencia (usualmente vacio) en un
horno y se procede a calentar o enfriar a una razon controlada, usualmente de 5 a
10 °C/min. Cuando la muestra se encuentra sometida a una transicion térmica tal
como fusion o cristalizacion, se mide la temperatura y energia asociada a tal evento
se evalla (42).

3.8.4 Microscopia electrénica de barrido.

El microscopio electrénico de barrido (SEM) es una innovacion. Es una
herramienta de investigacion extremadamente Util; se utiliza para medir las
caracteristicas microscopicas, la clasificacién de las fracturas, los estudios de
microestructura, las evaluaciones de los recubrimiento de poco espesor, el examen
de la contaminacion de la superficie y el andlisis de fallas en los materiales. En
contraposicién a la microscopia Optica, en la cual la superficie es expuesta a la luz
visible incidente, el microscopio electrénico de barrido dirige un haz de electrones
enfocado a un punto de la superficie de una muestra a analizar y recoge y muestra
las sefiales electrénicas emitidas por la muestra (43).

En esta técnica, suele usarse una punta muy afilada, fabricada con metales como
tungsteno, niquel, platino-iridio u oro, y, recientemente, con nanotubos de carbono,
la cual se usa para sondear la superficie de una muestra. A una distancia tan
pequenfia, las nubes de electrones de los &tomos que se encuentran en la punta de
la sonda interactiian con las nubes de electrones de los atomos de la superficie de
la muestra. Si en este punto se aplica una pequefa diferencia de potencial de voltaje
através de la punta y la superficie, los electrones haran que la brecha se transforme
en un “tunel” y, por lo tanto, produciran una pequefa corriente que puede detectarse
y registrarse (44).

3.8.5 Angulo de contacto

De forma general, se define el angulo de contacto como el angulo que forma la
superficie de un liquido al entrar en contacto con una superficie sélida. El valor del
angulo de contacto depende principalmente de la relacion existente entre las
fuerzas adhesivas del liquido y del sélido y las fuerzas cohesivas del propio liquido.
Cuando una fase liquida y una fase sélida entran en contacto, forman una interface
comun. La mojabilidad de un determinado sélido por un liquido viene determinada
por el &ngulo de contacto 6. El perfil que adopta la gota es el resultado del balance
entre las fuerzas de la superficie y de la interfase, que tienden a minimizar la energia
superficial libre del sistema (45).
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Por convenio, cuando 6 < 90° se dice que el liqguido moja al sélido o que el sistema
moja. El sistema no moja cuando 6 > 90°; es decir, el liquido no moja al sélido. Un
caso extremo ocurre cuando 6 se aproxima a cero; entonces el liquido se expande
sobre el solido y se dice que el mojado es perfecto (45).

El método mas comun y conveniente para medir el angulo de contacto es el método
de la gota fija. Este método involucra colocar una gota del liquido, aproximadamente
5 uL, en la superficie sélida y se mide el &ngulo entre la base de la gota y la tangente
de la frontera de la gota mediante la dptica. Por lo tanto, este método se llama
angulo de contacto estatico, el cual es ideal para sélidos que tienen diferentes
propiedades en diferentes superficies y se puede medir el promedio de 6 en funcién
del tiempo y la temperatura (46). En el método de angulo de contacto dinamico, el
volumen de la gota se va incrementando en pasos mientras 6 se va midiendo hasta
que la meseta llamada “angulo de contacto en avance” (6,) se alcanza. De forma
similar, el “angulo de contacto en retroceso” (6z) se determina inmediatamente por
la medicién de 6 equivalente al volumen del liquido retirado de la gota. La histéresis
del angulo de contacto es la diferencia de 8, — 8, donde el angulo de contacto de
avance es significativamente mas grande que el de retroceso. Debido al &ngulo de
contacto de histéresis, una gota de liquido puede permanecer sujeta en un plano
inclinado, a pesar de la gravedad (46).

3.8.6 Difraccién de rayos X.
La difraccion de rayos X (DRX) es una valiosa herramienta en la caracterizacion de
los polimeros. Esta técnica se utiliza continuamente en la industria para evaluar el
grado de cristalinidad y la orientacién preferencial, asi como la determinacion de la
estructura del cristal y polimorfismo. También la difraccion de rayos X se ha utilizado
para ver los cambios estructurales debido a la temperatura, el estudio de la cinética
de la cristalizacion y para caracterizar los defectos en los polimeros (47).

La difraccién de rayos x sobre un soélido cristalino consiste en hacer incidir un haz
de rayos X y, puesto que algunas de las longitudes de onda de los rayos X son
aproximadamente iguales a la distancia interplanar en sélidos cristalinos, se
producen picos de difraccion de intensidades variables asociados con los atomos
del cristal, debido al arreglo periédico de los atomos en el cristal y su simetria. Este
proceso viene aumentar la intensidad de la radiacion dispersada en ciertas
direcciones debido a la interferencia constructiva que se controla por la periodicidad,
simetria y la interferencia destructiva en todas las otras direcciones. La medicion de
las direcciones de los haces constructivos permiten determinar las propiedades
fundamentales del estado cristalino, la magnitud de la celda unitaria del cristal y su
simetria.

En forma general, los polimeros se pueden clasificar en amorfos y semicristalinos.
Los polimeros amorfos incluyen polimeros vitreos con cadenas estéricamente
impedidas como el policarbonato o polimeros entrecruzados como los
termoestables (epoxidos) y elastomeros (caucho). Los polimeros semicristalinos
incluyen los termoplasticos (polietileno), elastomeros termoplasticos (acetato de
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etileno y vinilo) que tienen enmarafiamientos fisicos y no enlaces y polimeros
liguidos cristalinos (poliamidas arométicas) (47).

3.9 Impresién en 3D.
En recientes décadas, muchos investigadores se han enfocado en la creacion de
un andamio ideal para usarse en la regeneracion de tejidos. El principal obstaculo
de la ingenieria de tejidos es el disefio de andamios porosos en 3D que pueden
simular la estructura y las funciones biologicas de la matriz extracelular, para
proveer soporte mecanico y regular las actividades celulares fisioldgicas (48).

La impresién 3D es un método de fabricacién utilizado por disefiadores, cientificos,
ingenieros, estudiantes, debido a las grandes ventajas que posee con respecto a
otras técnicas de manufactura, en la actualidad se utiliza en todas las areas del
conocimiento para el desarrollo de prototipos, partes y piezas. Con el paso de los
afos, se ha preferido esta técnica de fabricacién debido a que se logran obtener
piezas terminadas o casi terminadas, por lo que se reducen considerablemente los
tiempos de fabricacion de piezas y/o partes, o simplemente se eliminan los
postprocesos que se utilizan para obtener una pieza final. Ademas de esta cualidad,
posee grandes ventajas como la variedad de materiales que se utilizan y la
complejidad de las piezas que se pueden fabricar (49).

3.10 Modelo simple con dos factores.
La metodologia de disefio de experimentos estudia como realizar comparaciones lo
mas homogéneas posibles, para aumentar, en consecuencia, la probabilidad de
detectar cambios o identificar variables influyentes (50).

El objetivo de un experimento es estudiar el efecto sobre una variable de interés,
que llamamos variable respuesta: tienen un conjunto de otras variables que
llamaremos variables experimentales, factores o tratamientos (50).

El objetivo de un disefio factorial es estudiar el efecto de varios factores sobre una
0 varias respuestas, cuando se tiene el mismo interés sobre todos los factores. Por
ejemplo, uno de los objetivos particulares mas importante que en ocasiones tiene
un disefio factorial es determinar una combinacion de niveles de los factores en la
gue el desempefio del proceso sea mejor (51).

Los factores pueden ser de tipo cualitativo (maquinas, tipos de material, operador,
la presencia o ausencia de una operacion previa, etc.). Para estudiar la manera en
que influye cada factor sobre la variable respuesta es necesario elegir al menos dos
niveles de prueba para cada uno de ellos. Con el disefio factorial completo se corren
aleatoriamente todas las posibles combinaciones que pueden formarse con los
niveles de los factores a investigar (51).

Asi, la matriz de disefio o arreglo factorial es el conjunto de puntos experimentales
0 tratamientos que pueden formarse considerando todas las posibles
combinaciones de los niveles de los factores. Por ejemplo, con k=2 factores, ambos
con dos niveles, se forma el disefio factorial 2*2=22, que consiste en cuatro
combinaciones o puntos experimentales. Observe que en el nombre del disefio
factorial va implicito el nimero de tratamientos que lo componen. Para obtener el
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namero de corridas experimentales, se multiplica el nimero de tratamientos por el
namero de réplicas, donde una de éstas se lleva a cabo cada vez que se corre el
arreglo completo (51).

4 Antecedentes

En la ingenieria de tejidos el uso de andamios de PLA/Gelatina se ha extendido
ampliamente entre estos estudios se encuentra el trabajo de Hae-Won et. al., en el
2007, en el cual elabora andamios de PLA/Gelatina con un colector rotatorio, varia
las concentraciones de gelatina y utiliza como técnica el electrohilado y para el
sembrado celular utilizan células de preosteoblastos. También se hicieron pruebas
de angulo de contacto y obtuvieron como resultado que la gelatina disminuye el
caracter hidréfobico del andamio. Sin embargo una alta cantidad de gelatina cambia
las propiedades de la solucién (tensién de superficie, viscosidad, etc), lo cual no es
adecuado para preservar la estructura de la fibra. En cambio sus resultados con
respecto al crecimiento celular indicaron una mayor proliferacion en el andamio
PLA/Gelatina en comparacion al andamio que Unicamente tenia PLA.

En el 2010 Xiaoping Yang et. al., presenta su trabajo, en el cual coelectrohila
PLA/Gelatina y utiliza, diversas técnicas para caracterizar las fibras como lo es
angulo de contacto, microscopia electrénica de barrido (SEM) y la microscopia
electrénica de transmision (TEM). También tuvieron por objeto investigar la
separacion de la microfase entre PLA y gelatina en las fibras. Como resultados, se
da a conocer que la concentracion de gelatina disminuye el caracter hidrofébico del
andamio y establecieron como mejor opcién la composicion del andamio de 50%
de PLA 'y 50% de gelatina.

Por otra lado, se encuentra A. Yazdanpanah et. al., que en el 2015 utiliza andamios
de PLA/ Gelatina en forma tubular con el fin de ser usados en la ingenieria de
tejidos vascular; se utiliza como técnica el electrohilado: el disefio resulté en un
incremento en las propiedades mecdanicas que sugiere su potencial aplicacion en la
ingenieria vascula;r especificamente en vasos reforzados. Se vario la concentracion
de gelatina y PLA, con lo que demostraron que, conforme aumentd la relacién de
PLA el tamafio de la fibra aumentd, también se encontré que la mojabilidad y la
nanotextura del andamio afecta las propiedades de degradacién. En este trabajo no
se realizé cultivo celular.

Como cabe notar, en los articulos de los que se hizo mencién, no se ha realizado
un sembrado celular en andamios PLA/Gelatina con células madre mesenquimales
obtenidas de orina, las cuales han sido objeto de estudio en los Ultimos afios; como
lo menciona Yuanyuan Zhang et. al., en el 2008, que busc6 determinar que células
presentes en la orina poseen caracteristicas de células normales de la vejiga y su
posible potencialidad en procedimientos de reconstruccion urolégica. En este
trabajo se colectaron muestras de orina tanto de individuos sanos como de
pacientes con reflujo vesicoureteral. Las células se aislaron, se expandieron y se
probaron como progenitor con marcadores especificos para diferenciacion de
células. Los métodos que se utlizaron fueron citometria de flujo,
inmunofluorescencia e inmunotransferencia de Western. El autor indica que 2 de 7
células por 100 ml de orina fueron progenitores multipotentes, que pudieron

e
25




“ANDAMIOS DE POLI (ACIDO LACTICO)/GELATINA ELECTROHILADOS EN . . Institute de

COLECTOR ROTATORIO NO PLANO, PARA EL CRECIMIENTO DE CELULAS Investigaciones
MADRE MESENQUIMALES OBTENIDAS DE ORINA.” %% en Materiales

expandirse extensivamente en el cultivo y estas células progenitoras individuales
tuvieron la habilidad de diferenciarse en células uroteliales, de musculo liso y
endoteliales, dando como resultado que estas células podrian servir como una
alternativa para la ingenieria de tejidos en el tracto urinario y en lareconstruccion.

En el 2013 Guihua Liu et. al., dieron a conocer la necesidad de buscar otra forma
de obtencidn de células madre para la ingenieria de tejidos de la vejiga y la uretra,
debido a que estas células se obtienen generalmente de una biopsia en estos
6rganos, lo que conlleva a ciertas complicaciones, como lo son: sangrado local del
tejido, infeccién e incomodidad del paciente. Ellos demostraron que es posible
aislar y hacer crecer células de la orina; posteriormente las diferenciaron en células
uroteliales y musculares lisas, para su posterior sembrado en andamios de celulosa
bacterial y submocosa intestinal pequefia. Después se hizo un cultivo [in vivo], que
mostré el crecimiento de las células y la formacion de multicapas laminares
uroteliales.

En 2014 Yinxin Fu et. al., se plantearon como objetivo evaluar el uso de andamios
de policaprolactona/gelatina con células derivadas de la orina, para la cicatrizacion
de heridas. Los andamios se hicieron por la técnica de electrohilado y presentaron
propiedades mecanicas similares a las de la piel; y ademas mostraron buena
biocompatibilidad. El uso de células provenientes de la orina en andamios de
policaprolactona/gelatina funcionaron de manera adecuada en la cicatrizacion de
herida de ratas.

En 2015, Ting Long et. al. presentaron una revision de la obtencién de células
provenientes de la orina. Ciertamente, las células troncales pueden reparar con
mayor eficiencia el tejido del cual provienen; por lo cual, las células troncales que
provienen de la orina representan un éptimo recurso para la reparacion del sistema
genitourinario. En crecimiento [in vitro], estas células pueden diferenciarse en tipos
de células endodermales (podocitos y células uroteliales); mesodermales (células
endoteliales, células de musculo liso, miocitos esqueléticos, osteocitos, condrocitos
y adipocitos); y exodermales (neurocitos). Después de la implantacion [in vivo]
pueden formar urotelio funcional, podocitos, endotelio, miasculo esquelético vy liso,
excepto hueso, cartilago y tejido adiposo. En la presente revisién, también se
destacé que las células provenientes de la orina exhiben alta capacidad de
proliferacion y efecto paracrino e inmunomodulador.
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5 Justificacion.

Existen diversas técnicas para la obtencion de andamios y entre ellas esta el electrohilado
en el cual estan implicadas diversas variables que se pueden ir modificando con el fin de
obtener el andamio esperado. Uno de los mayores inconvenientes que se han presentado
es que se obtienen tamanos de poros pequefios lo cual no ha permitido una adecuada
infiltracién celular. Es por ello la pretensién de modificar los pardmetros de electrohilado
y con mayor énfasis la forma del colector en este caso tipo engranes, para obtener
andamios con mayor porosidad debido a que las células madre mesenquimales
provenientes de la orina son relativamente grandes, con un tamafo aproximado de 15
um. Debido a la estructura del colector, se obtuvieron dos tipos de andamios: uno que se
depositaba en la parte plana y otro entre los engranes, se procedié a medir la porosidad
para elegir el de mayor tamafio.

También se tomaron en cuenta dos factores que pudiesen afectar la porosidad, como lo
es la velocidad angular y la distancia entre engranes, por lo cual se hizo necesario realizar
un disefio factorial experimental de (2x2) y ver si realmente existia alguna influencia; para
medir la porosidad se utilizaron 2 métodos: intrusién de un liquido y gravimetria. Sin
embargo, estos dos métodos no sirvieron para medir la porosidad del andamio que se
depositaba entre los engranes, asi que s6lo se midio el area que existia entre las fibras
por ImageJ.

Como material se utilizd el poli (acido lactico) debido a sus buenas propiedades
mecanicas, biodegradables y biocompatibles, aunque cabe mencionar que debido a sus
caracteristicas hidrofébicas se hizo necesario utilizar gelatina para aumentar su caracter
hidrofilico, ademas de que la gelatina proviene de la colagena y esta proteina se
encuentra en la matriz extracelular y posee una secuencia especifica de aminoacidos que
tiene el tripéptido arginina-glicina-acido aspartico (RGD) que es la clave en la adhesion
entre la célula y la matriz.

A pesar de que la técnica de electrohilado posee algunas ventajas, también presenta
ciertas desventajas. Una de ellas es que el andamio que se obtiene es muy dificil de
maniobrar a la hora de realizar el cultivo celular: se dobla facilmente y, a pesar de la
adicion de gelatina que hace que el andamio posea un caracter hidrofobico, el andamio
no se sumerge del todo en el medio de cultivo, lo que igual provoca que las células no se
adhieran del todo.

Es por ello que se elaboré un sostén donde se mantuvo el andamio electrohilado que se
depositaba entre los engranes para su facil manejo. El soporte se realizé en un impresora
en 3D y como material también se utiliz6 poli (acido lactico).
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6 Objetivos

6.1 General:
Elaborar andamios por electrohilado a partir de poli (acido lactico) (PLA) y gelatina
mediante el uso de un colector rotatorio no plano con un soporte elaborado por la
técnica de impresion en 3D, el cual permita el 6ptimo ambiente para la proliferacion
de células madre mesenquimales obtenidas de orina.

6.2 Particulares:

e Obtener andamios de poli (&cido lactico) y gelatina que posean una distancia entre
fibras de entre 5y 20 um?, mediante un colector rotatorio con superficie no plana.

e Determinar el didmetro, porosidad y la calidad de las fibras por microscopia
electrénica de barrido; en funcion de las condiciones de electrohilado.

¢ Medir la afinidad al agua y su dependencia de la cantidad de la gelatina de los
andamios electrohilados, esto con el fin de que el andamio sea manejable y
soporte las actividades celulares.

e Evaluar viabilidad, proliferacién y adhesion de las células en funcién de las
condiciones de electrohilado y la concentracion de la gelatina.

7 Hipotesis:
El uso de un colector rotatorio no plano en el electrohilado permitira la obtencion de
andamios con una mayor porosidad, al variar la rapidez de giro del colector y los
parametros de electrohilado, el cual permitira el éptimo ambiente para la proliferacion de
células madre mesenquimales obtenidas de orina.
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8 Materiales y Métodos

Para la fabricacion y la caracterizacion de las microfibras se adquirieron los siguientes
materiales: poli (acido lactico) con My 230,000 adquirido de NatureWorks, gelatina
(gelatin from cold water fish skin) adquirido de Sigma-Aldrich Co., 1, 1, 1, 3, 3, 3-
Hexafluoro-2-propanol de Sigma-Aldrich Co. Para la purificacion del poli (acido lactico) se
utilizé cloroformo de Alfa Aesar A Johnson Mathey Company y Metanol de J. T. Baker.
Para el método de intrusién de un liquido se utilizd Alcohol Etilico desnaturalizado J. T.
Baker.

8.1 Espectroscopiainfrarroja por transformada de Fourier.

Las muestras se analizaron en el equipo Thermo Scientific, Nicolet 6700, de los andamios
se recortaron secciones de 1 cm?, se colocaron en el portamuestras y después se
ajustaron por medio de un tornillo. El analisis por espectroscopia infrarroja por
transformada de Fourier con reflectancia total atenuada ATR-FTIR se realiz6 para
determinar los grupos funcionales de los materiales usados para elaborar el andamio
electrohilado; se pudo identificar el poli (&cido lactico) y la gelatina.

8.2 Andlisis termogravimétrico.

La técnica de andlisis termogravimétrico se realizdé con el fin de medir la respuesta del
material al someterlo a un calentamiento; el objetivo es establecer una conexion entre la
temperatura y las propiedades fisicas, especificas del material. Para este analisis, la
muestra a estudiar se coloca en el porta-muestras, el cual estd montado sobre (0
suspendido) el brazo de pesaje de la microbalanza. El equipo que se utiliz6 fue el TA
Instruments SDT Q600 Module DSC-TGA Standard y los termogramas que se obtienen
se analizaron mediante el software TA Universal Analysis. A continuacion se presenta las
condiciones de operacion:

Tabla 3. Condiciones de operacion para el andlisis termogravimétrico.

Muestra Intervalo de Velocidad de Gas de
. Masa
temperaturas Calentamiento purga

35°C-500°C 10 °C/ min 4.6600 mg  Nitrégeno
Poli (4cido lactico) y o o o : o
gelatina electrohilados. 35°C-500°C 10 °C/ min 1.1700 mg  Nitrégeno
Poli (acido Ilactico) o o o . o
después de purificar, 35°C-500°C 10 °C/ min 3.4500 mg  Nitrogeno

G EUCDRCN <5 o500 °C 10 °C/ min 10.1100 mg Nitrégeno

pellets.

8.3 Calorimetria diferencial de barrido.

La calorimetria diferencial de barrido permitié obtener de manera sencilla la determinacién
de la temperatura de transicion vitrea, la temperatura de fusién y la cristalinidad del
polimero. Para esta técnica, en uno de los recipientes del porta-muestras se deposita el
espécimeny en el otro recipiente un material de referencia inerte para después colocarse
en el centro del horno. El equipo que se utiliz6 fue TA Instruments DSC Q100 y para el
andlisis de los resultados se manejo el programa TA Universal Analysis.
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Tabla 4. Condiciones de operaciéon para calorimetria diferencial de barrido.

Muestra Intervalo de Velocidad de
; Masa Gas de purga
temperaturas Calentamiento

25°C-300°C 10 °C/ min 9.5030 mg  Nitrégeno

Poli (acido lactico) y

gelatina 20°C-300°C 5°C/min 1.8080 mg  Nitrogeno
electrohilados.

Poli (4cido léactico)

después Ol 25 °C-300°C 10 °C/min 2.9470 mg  Nitrogeno

purificar.
Poli (&cido léactico) o o o . o
en granulos. 25°C-300°C 10°C/min 36.6020 mg Nitrogeno

8.4 Angulo de contacto.

El angulo de contacto se utiliz6 con el objeto de conocer el caracter hidrofébico o
hidrofilico de los andamios fabricados. Del andamio se recortaron tres secciones de 1 cm?
como muestras analizar. Se utilizd6 un goniémetro Ramehart, inc. Modelo 100-07-00,
adaptado con un sistema 6ptico para observar la interaccién de la gota de agua con la
superficie del andamio, el analisis de imagenes se realiz6 mediante el programa ImageJ
para determinar el angulo de contacto.

8.5 Difraccion de rayos X.

Esta herramienta de difraccion de rayos X se utilizé con el fin de obtener el grado de
cristalinidad antes y después de la purificacion. Se analiz6 en un equipo XRD (Siemens
D-500, Cu Kq radiacion; A=1.5406 A°). Las muestras se disolvieron en cloroformo y se
hicieron membranas en forma circular de 2 cm de radio, se pusieron a secar a temperatura
ambiente durante 3 dias.

8.6 Microscopia electrénica de barrido.

La microscopia electrénica de barrido permitié conocer la morfologia, la distribucion del
didmetro de fibras y una aproximacion de la superficie porosa. Para este analisis, se
prepar6 un andamio de 4x3 mm, sobre un portamuestras de acero inoxidable.
Posteriormente se recubrié la muestra con oro mediante un equipo JEOL JPC-1100y se
observé en el microscopio JEOL Field Emission JSM-7600F. La medicion del diametro de
fibras se realiz6 con el programa ImageJ.
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8.7 Elaboracion de los andamios.
Se variaron ciertos parametros que estan implicados en el equipo de electrohilado, los
cuales se presentan en el siguiente esquema:

Distancia de la
‘ — 8cm
aguja al colector
| 6% m/v
| Concentlrauon del | | 13% m/v
polimero
|| 16% m/v
Electrohilado [
] 1.0 mL/h
— Razoén de flujo
L 0.5 mL/h
_ 10kV
Diferencia de
potencial
|| 15kV

Figura 6. Variacion en los parametros de electrohilado.

Por otro lado, con el objetivo de determinar si existe una influencia de la velocidad de
rotacion o la distancia entre engranes en el espacio vacio del andamio, se procedié a
realizar un disefio de experimentos factorial de dos niveles. Para este disefio de
experimentos se utilizé como resultado la porosidad que hay en el andamio, para medirlo
se utilizaron dos métodos, liquido de intrusién y por gravimetria, los cuales se explican a
continuacion:

Método por intrusion de un liquido (52).

e Se cortaron andamios de (2x2) cm

e Se midi6 el espesor

e Se pesaron los andamios

e Se sumergi6 cada pieza de andamio en 2 mL de alcohol etilico desnaturalizado y
se coloco en un sonicador BRANSON 2510 durante dos horas

e Se sacaron los andamios y se quité el exceso de alcohol etilico con un papel filtro.

e Se volvieron a pesar los andamios.
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La porosidad € entre los andamios se calculé de la siguiente manera:

_ Volumen del alcohol introducido (1)
" Volumen del alcohol introducido+Volumen total del andamio

_ Maicohol
Paiconol = v (2)
alcohol

_ Mandamio
Pandamio = v ) 3)
andamio

Pandamio = PrLA * fPLA + pgelatina * fgelatina (4)

Los volumenes se pueden calcular despejando de las ecuaciones (2) y (3), la densidad
del PLA se obtuvo del libro de Jie Ren (53) y de la gelatina se obtuvo del Gelatin Handbook
(54). La masa del alcohol se obtuvo de una diferencia de masas. En el caso del andamio,
se pes6 humedo con el liquido de intrusion (alcohol etilico) menos la masa del andamio
seco. La masa del andamio se obtuvo pesando el andamio seco. La densidad del andamio
involucra los componentes que se utilizaron para realizar el andamio. Este caso fue del
PLA y la gelatina. La solucion se realiz6 en una proporcion 3:1 de PLA/Gelatina; donde
frLa S€ refiere ala fraccion de PLA en la solucion (2/3) Y fgeiatina S€ refiere a la fraccion

de la gelatina en la solucién (1/3).
Método por gravimetria.

e Se pesaron los andamios de (2x2) cm
e Se midi6 el espesor con un micrémetro digital Mitutoyo No. 293-721-30.
e Se peso el andamio

La porosidad € entre los andamios se calcul6 de la siguiente manera:

e=1-— Pandamio (5)
Pmaterial

. _ Mandamio 6
Pandamio = ]
Vandamio

Pmaterial = PpLA * fPLA + pgelatina * fgelatina (7)

En este caso, la densidad del andamio se calculé pesando el andamio seco y se obtuvo
su masa, el volumen del andamio se calculé multiplicando las mediciones del area del
andamio de (2x2) cm con su respectivo espesor. Para la densidad del material implican
los componentes que se utilizaron, que como ya se habia mencionado, son de PLAy la
gelatina.
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Modelo simple con dos factores

La metodologia de disefio de experimentos estudia como realizar comparaciones lo mas
homogéneas posibles, para aumentar, en consecuencia, la probabilidad de detectar
cambios o identificar variables influyentes (50).

El modelo simple con dos factores se utiliza cuando queremos investigar el efecto de dos
atributos independientes sobre una variable respuesta. Por ejemplo, se quiere investigar
si la velocidad de rotacién o la distancia entre los engranes influyen en la porosidad del
andamio (Fig. 7).

Distancia entre
engranes

Figura 7. Modelo que se utiliz6 como soporte. (A) Parte plana (B) Fibras que se depositan entre engranes.

El experimento factorial que se presenta en esta investigacion es factorial con 2 factores
y 2 niveles. Se realizaron 3 réplicas, dando un total de 12 corridas. La variable respuesta
es la porosidad del andamio.

Los factores en este experimento son la velocidad angular y la distancia entre los
engranes. Los niveles para cada factor son:

Tabla 5. Nivel de los factores

Factores NEES

15 4.5

*Anexo 12.1
t Anexo 12.2
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Tabla 6. Disefio factorial del experimento.

Orden Aleatorizacion Velocidad angular Distancia entre engranes

w=[w+0.01rad/s] L=[L+0.05cm]

1 7.33 1.5
2 3.14 45
3 7.33 4.5
4 3.14 45
5 3.14 1.5
6 7.33 4.5
7 7.33 15
8 3.14 45
| 6] 9 7.33 1.5
| 8] 10 7.33 4.5
11 3.14 15
[ 9] 12 3.14 1.5

También se hizo uso del el analisis de varianza (ANOVA), la cual se puede definir como
una técnica mediante la cual la variacién total presente en un conjunto de datos se divide
en varias componentes, cada una de las cuales tiene asociada una fuente de variacion
especifica, de manera que en el analisis sea posible conocer la magnitud de las
contribuciones de cada fuente de variacion a la variacién total (55).

Este experimento se realizara con el objeto de estudiar simultdneamente los efectos en
la porosidad al variar la distancia entre engranes y la velocidad angular. Se investigara
todas las posibles combinaciones de los niveles de los factores. Entonces, si hay | niveles
del factor A y J niveles del factor B, cada réplica contiene todas las 1J combinaciones del
tratamiento.

En este analisis existiran tres hipotesis a contrastar; es decir, se busca la significacion de
ambas variables y la posible interaccién entre ellas:

i. Ho: No hay efecto de la velocidad angular en la porosidad del andamio.
Ha: Hay efecto de la velocidad angular en la porosidad del andamio.

ii. Ho: No hay efecto de la distancia entre engranes en la porosidad del andamio.
Ha: Hay efecto de la distancia entre engranes en la porosidad del andamio.

ii. Ho: No hay efecto interaccion velocidad angular-distancia entre engranes en la
porosidad del andamio.
Ha: Hay efecto de la interaccion velocidad angular-distancia entre engranes en la
porosidad del andamio.

Probar una hipoétesis consiste en investigar si lo afirmado por la hipotesis nula es verdad
0 no. La estrategia de prueba parte del supuesto de que Ho es verdadera, y si los
resultados de la investigacion contradicen en forma suficiente dicho supuesto, entonces
se rechaza Hyp y se acepta la hipétesis alternativa. En caso de que los resultados de la
investigacion no demuestren claramente la falsedad de Ho, ésta no se rechaza. Es decir,
la hipétesis nula es verdadera mientras no se demuestre lo contrario (51).
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Una vez planteada la hipétesis, se toma una muestra aleatoria de la poblacién de estudio
0 se obtienen datos mediante un experimento planeado de acuerdo con la hipétesis. El
estadistico de prueba es un nimero calculado a partir de los datos y la hip6tesis nula,
cuya magnitud permite discernir si se rechaza o no la hip6tesis nula Ho. Al conjunto de
posibles valores del estadistico de prueba que llevan a rechazar Ho, se le llama region o
intervalo de confianza para la prueba y a los posibles valores donde no se rechaza Ho se
les llama regidn o intervalo de aceptacion (51).

El estadistico de prueba, construido bajo el supuesto de que Hoes verdad, es una variable
aleatoria con distribucion conocida. Si efectivamente Hoes verdad, el valor del estadistico
de prueba deberia caer dentro del rango de valores méas probables de su distribucién
asociada, el cual se conoce como regidn de aceptacion. Si cae en una de las colas de su
distribucién asociada, fuera del rango de valores mas probables (en la regién de rechazo),
es evidencia en contra de que este valor pertenece a dicha distribucién (51).

Los datos experimentales en el disefio de dos factores completamente al azar en general
se ordenan en una tabla como la que se muestra a continuacion:

Tabla 7. Valores de muestra para el disefio de dos factores. Ref. (55)

FACTOR B Tamafio Sumas Medias
(COLUMNAS) [CRIIES
FA OR B1 B, Bs e B, m=J*K Yi. Y'i.
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Donde:

K
Yiim = Z Yijx = sumade la celda ij.
j = indice de columna. k=1

i = indice de fila.

J

k = indice de celda o tratamiento. K
Yian z Z Y;jx = suma de observaciones por fila.

J = ntimero de columnas. j=1 k=1
I = ntimero de filas. Yajm
1 K
K = ntimero de observaciones por celda. = Z Y;jx = suma de observaciones por columna.

m = KJ = numero de observaciones por fila.

1 J K
n = KI = nimero de observaciones por columna. Youw = Z Z Z Y,jx = suma de todas las observaciones.

i=1 j=1k=1

N=mxxl=nx*x]=[1x]*K
= numero total de observaciones.

La siguiente tabla resume las férmulas para el analisis de varianza de dos factores:

Tabla 8. Tabla de ANOVA de dos factores. Ref. (55)

Fuente g.l. Suma de cuadrados Cuadrados Factores fijos
medios

I

) Y2 Y2 SCrilas CMp a5

Factor Fila I-1 SCrilascay = Z lr:l. _$ CMyias = M Frias = m
7

Factor I]I III SCeot CMco
— 1l — M,y = —= Foop = =
Columna J SCCOI(B) Z Moo glc‘ol cot CMe o

.z _ _ SCint _ CMint
Interaccion PEEEBI(AND) SCine = SCsubt—SCfilas —SCeot CMfilas = Fine =
glint CMerror

1
Subtotal -1 SCeoria) = 2 a_ Yinn i
j=1i=1
SCerror
Error N-I SCerror = SCtotal—SCsubt CMerror =
glerror

J I K y2
EEN
Total N-1 SCeotisy = Z Z L )
j=1i=1 k=1

Se entiende por factores fijos aguellos cuyos niveles se seleccionan a propésito; es decir,
los que el investigador selecciona por una razén especial (55). Se utilizara @ = 0.05 que
significa que por cada 100 veces independientes que se aplica el procedimiento y se
rechaza Ho, se espera que, en un promedio de 95 veces, tal decision sea la correcta. El
estadistico sera F1_q gi dge trat,gi error) Y SU Valor se obtiene de tablas.
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8.8 Cultivo celular

La metodologia que se llevé a cabo para el cultivo celular se presenta en la Fig. 8, se
utilizé medio de queratinocitos libre de suero y medio de células progenitoras en una
razén 1:1.

Se cortan los andamios Se colocan en cajas de 6 pozos

Se radian los andamios con
luz UV 15 minutos por cada
lado.

Se sembraron Se agregan 4 mL de medio de ._
aproximadamente 22000 .“ cultivo y 40 pL de antibiético.
células / cm’ = ; -

Figura 8. Metodologia del cultivo celular.

El medio de queratinocitos libre de suero fue suplementado con 5 ng/ mL de factor de
crecimiento epidermal, 50 ng/mL de extracto de bovino pituitario, 30 ng/mL de toxina de
cblera, 100 U/mL de penicilina y 1 mg/mL de estreptomicina. El medio de células
progenitoras contiene ¥ de medio de cultivo Eagle modificado de Dulbecco (DMEM), Y4
de Hamm’s F12, 10% de suero fetal de bovino. 0.4 ng/mL de transferrina plus  2x10°M
3, 39 5-triiyodo-L-tiroirina, 10 ng/mL de factor de crecimiento epidermal y 1% de penicilina
— estreptomicina.
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Las células provenientes de la orina, se mantenian en cajas de petri a 37 °C y para su
cultivo celular tuvieron que ser despegadas como se ilustra en la Fig. 9.

Las células se resuspenden en 2 mL ‘.

Se despegan las células del ‘_‘
pozo con un gendarme de medio

e

Se centrifugan a 2500 r.p.m
por 5 minutos.

Laviabilidad se realiz6 a partir de . )
una mezcla con 10 pLde muestra ‘a Se retira el '_ '
y 10 UL de azul tripano. sobrenadante

e
J o——

Figura 9. Desprendimiento de las células.
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9 Analisis de resultados

9.1

Determinacion de grupos funcionales por espectroscopia ATR-FTIR.

El FTIR del espectro de las fibras electrohiladas se muestran en la figura 10. El
andamio de PLA presenta una vibracién a 1753 cm™ que corresponde al grupo
carbonilo(-C=0). Las bandas a 2995 cm™ y 2943 cm® se asignaron al grupo
funcional —C-H asimétrico y vibraciones de tension simétricas del CHs. Las
vibraciones de tension de las unidades éster —C-O- fueron observados a 1180, 1129

y 1082 cm (56).

Figura 10. Espectroscopia ATR-FTIR de PLA.

Posteriormente se analizé Unicamente la gelatina en polvo, la banda de la amida-A
posee una vibracion caracteristica entre 3500 y 3000 cm?; aparecen debido al
enlace N-H. Los picos que se observan a 1532 cm™ y 1635 cm™ son caracteristicos
de los grupos amida tipo | y Il, como lo menciona S. G. Silva et. al., en su articulo
Characteristics and chemical composition of skins gelatin from cobia (57). (Fig. 11)
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Figura 11. Espectroscopia ATR-FTIR de la gelatina.

Tabla 9. Bandas caracteristicas de PLA, Gelatina y PLA/Gelatina a diferentes concentraciones

Bandas (cm™)
Gelatina

Bandas (cm™)
PLA13%/GEL 10%*

Bandas (cm™)

. .. -1
Vibracién Bandas (cm™) PLA PLA 13%/ GEL 20%

2995 2995 2995
2983 2943 2013
1753 1753 1753
1180, 1129y 1082 - 1180, 1129y 1082 1180, 1129 y 1082
3500-3000 3500-3000

1633y 1525 1633y 1525 1633y 1525

Por ultimo, los andamios electrohilados con PLA/Gelatina en una relacién 13/20 %
m/v, se muestran en la figura 12 donde es notable la intensidad de los picos a las
longitudes de onda 1532 cm™ y 1635 cm™ debidos a los grupos amida tipo | y Il de
la gelatina y también se presenta una mayor intensidad a una longitud de onda de
1753 cm™ que corresponde al carbonil (-C=0) del poliéster, en este caso PLA. Las

¥ PLA13%/GEL 10% indica que es una mezcla en una proporcién 3:1 de la solucion de PLA al 13% m/v y la solucién de
gelatina al 10% m/v.
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bandas caracteristicas de las muestras de PLA, gelatina y PLA/gelatina se
encuentran en la tabla 9.

—=@Gelatina
—— PLA 13%/Gel 20%
—PLA

Gelatina

PLA13%/Gel 20%

e

FIVICIV AT}

Figura 12. Espectros ATR-FTIR de PLA, Gelatina, PLA 13%/Gelatina 20%

9.2 Temperaturas de descomposicién por andlisis térmico (TGA)
El analisis termogravimétrico se realizé con el fin de caracterizar la descomposiciéon
y la estabilidad térmica de la gelatina, el poli (acido lactico) antes y después de
purificar, asi como una muestra del poli (acido lactico) y gelatina electrohilados. Las
condiciones de operacion fueron de 25 °C a 300 °C a excepcién de la muestra
electrohilada que fue de 20 °C a 300 °C.

El comportamiento de la gelatina en el termograma (Fig.13) presenta dos etapas de
pérdida de masa: la primera tuvo lugar entre los 65 °C y los 135 °C, con una pérdida
de masa de 9.282% y se relacion6 con el agua adsorbida (58). La gelatina contiene
tres tipos de agua: agua libre, agua enlazada con macromoléculas de la gelatina en
una conformacién helicoidal y expuesta al disolvente libre y, por ultimo, agua
estructural que consiste de moléculas que son enlazadas con las cadenas de
gelatina y estabilizan la triple hélice o agregados de la triple hélice (59). Ciertamente
los tres tipos de agua aparentemente se pueden preservar inclusive en la gelatina
ya seca, el agua libre aparentemente se mantiene como grupos de agua en los
poros del material polimérico (59).

A temperaturas menores a 200 °C el agua libre y el agua enlazada son liberadas de
la gelatina, mientras que para remover el agua estructural ocurre a altas
temperaturas y es asociado con el proceso de degradacion térmica del polimero
(59). La segunda pérdida de masa que corresponde al 57.89% del total se
encuentra entre 266 °C - 343°C y esta transicion fue asociada con la degradacion
térmica de la proteina (58) (59).

e
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0 100 200 300 400 500 600

Temperatura (°C)
Figura 13. Termograma de analisis termogravimétrico de la gelatina.

Muchos estudios de la estabilidad térmica del poli (4cido lactico) ya se han
reportado, entre los cuales se encuentran los articulos de Fan, Yujiang et. al., y
Kopinke, F. D. et. al. Entre los diversos factores que influyen en el comportamiento
térmico del poli (acido lactico) se encuentran el peso molecular y su distribucion,
los oligbmeros, residuos y monémeros hidrolizados, entre otros compuestos
posiblemente presentes (60). McNeill y Leipener investigaron la degradacion del
poli (acido lactico) bajo condiciones controladas de calentamiento isotérmico;
reportaron que los principales productos en la pir6lisis fueron oligbmeros ciclicos,
incluyendo lactidas. Ellos también determinaron la produccion de productos de bajo
punto de fusién, tal como diéxido de carbono, acetaldehidos, cetona y monéxido de
carbono (60) (61). En el presente trabajo Unicamente se determinaron las
temperaturas a las cuales se dio la pérdida de peso de la muestra de poli (4cido
lactico) en granulos, el purificado y el electrohilado con gelatina; como se puede
ver en la Fig. 14, en la muestra del poli (acido lactico) en granulos, la pérdida de
masa empezé alrededor de los 337 °C y terminé alrededor de los 370 °C. La
muestra de poli (acido lactico) purificado no cambio mucho, con respecto a la
presentacion en granulos, en este espécimen su pérdida de masa empez6
alrededor de los 333 °C y terminé a los 362 °C. La curva del poli (acido lactico) con
gelatina electrohilados presenta dos pérdidas de masa, esto debido a la presencia
de gelatina, de hecho, la primer pérdida de masa se encuentra en 68 °C, que es
muy cercana a la pérdida de masa de la gelatina sola la cual es de 65 °C (Fig.13);
la segunda pérdida de masa empieza a los 292 °C y termina a los 335 °C.
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Masa (%)

+4+——— Poli (acido lactico) en granulos
B——— Poli (acido lactico) purificado
. 36——— Poli (acido lactico)/ Gelatina electrohilados
4 B—8—8—8—2-¢ g B— o
361.78 "C
- 98.50%
1 A 8 8
352.8°C
7 98.31%
74.88 °C
- 5.859% P S
H—S&vﬁ* % + T+
- 320.66 "C
T79.13%
T 1 1 T
20 120 220 320 420

Temperatura (°C)

Figura 14. Termogramas de analisis termogravimetrico (TGA), del poli (acido lactico) en

granulos, poli (&cido l4ctico) purificado y poli (&cido lactico)/ Gelatina electrohilados.

9.3 Determinacién de las temperaturas de transicion vitrea (Tg) y temperatura de
fusién por calorimetria diferencial de barrido (DSC)
Para el poli (acido lactico) semicristalino, tanto la temperatura de transicion vitrea
como la temperatura de fusién son parametros muy importantes para predecir las
propiedades del PLA. La temperatura de transicién vitrea también se determina por
la proporcion de diferentes lactidos y las temperaturas de fusién aumentan con el
incremento del peso molecular. El rango tipico de la temperatura de transicién vitrea
del PLA es de 50 °C a 80 °C, mientras los rangos de temperatura de fusién estan

entre 130 °C y 180 °C (53).
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Como se puede observar en la figura 15, la curva azul corresponde al PLA en
granulos con una Tn=155.84 °C y una entalpia de fusion de 35.14 J/g.
Posteriormente se encuentra el PLA ya purificado a una Tn=155.14 °C con una
entalpia de 34.76 J/g y por ultimo el PLA/Gelatina ya electrohilados, como se puede
notar, presenta una entalpia de fusién muy baja de 2.093 J/g, esto es atribuible al
hecho de que se paso por un proceso de electrohilado, el tempo que tarda el chorro
del polimero en depositarse en el colector es del orden de 0.1 s, la rapidez de este
intervalo tiene una fuerte consecuencia en la cristalinidad de las fibras, donde las
moléculas no tienen el suficiente tiempo para alinearse por si mismas. Lo que
resulta en un corto tiempo de cristalizacién y los cristales que se forman son muy
pequefios y contienen defectos, que hace que decrezca la cristalinidad en su
totalidad, subsecuentemente estas fibras muestran baja entalpia de fusion (62).

3

B—— Poli(acido lactico) purificado
+——— Poli (dcido lactico)granulos
©—— Poli (acido lactico) y Gelatina electrohilados
] 147.88°C
‘H—f——}——d 35'”“’9 i + + + 4
+ + + + + + + +
2 -
p—
=2
5
— 155.84°C
s 146.22°C
- 34.76Jig
m 14
o
Q
T
L)
n— 155.14°C
=
—
19
04 146.76°C
H—eﬂe—ﬁﬂﬂwﬂg—?@—f—o—e\e‘o\oﬂ‘&
f 155.02°C
-1 . T T T T
100 150 200

Temperatura (°C)

Figura 15. Termograma de DSC, para poli (&cido lactico) en granulos, poli (acido

lactico) purificado y poli (acido lactico) y gelatina electrohilados.

Por otro lado, se sabe que las proteinas tienen componentes como los grupos
hidroxilo y los grupos amida que forman enlaces intermoleculares con la presencia
de agua, que afecta fuertemente las caracteristicas de la temperatura de transicion
vitrea (Tg). El movimiento de la cadena principal se restringe debido a estas
interacciones intermoleculares y la temperatura de transicion vitrea es mas alta que
el polimero cuando se encuentra seco. En ciertos tipos de proteinas y polisacaridos,
la temperatura de transicion vitrea y el punto de fusibn se observa hasta la
descomposicion (63).

43



“ANDAMIOS DE POLI (ACIDO LACTICO)/GELATINA ELECTROHILADOS EN . . Institute de

COLECTOR ROTATORIO NO PLANO, PARA EL CRECIMIENTO DE CELULAS Investigaciones
MADRE MESENQUIMALES OBTENIDAS DE ORINA.” %% en Materiales

La gelatina es una proteina que consiste de tres cadenas polipeptidicas, distribuidas
en forma de hélice. La estructura de la triple hélice se estabiliza por la formacién de
la cadena intermedia de los enlaces de hidrégeno entre los grupos C=0 y N-H (64).

En la figura 16 se observa el termograma de la gelatina pura donde fluctda un largo
pico endotérmico en un rango de temperatura de 46 °C-150°C. Esto se asocia mas
con la evaporacion del agua que se adsorbe y los enlaces intemoleculares de la
proteina y se relaciona con la pérdida de masa que comienza aproximadamente a
los 65 y termina como a los 130 °C como ya se menciond anteriormente (Fig.13)
(66). Esta pérdida de masa hizo que los datos de DSC fueran imperceptibles a las
transiciones de fase que ocurrieran por encima de 70 °C, con lo cual, solo aparece
un largo y ancho pico endotérmico. La Ty y la T, de la gelatina estan entre 77-80 °C
y 102-104 °C, respectivamente (66).
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34.15°C

48.60 °C (I)

Flujo de c:c.;:xlor {(Wig)
N

[=]
w
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-0.5 - T T T
-50 0 50 100 150 200
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Figura 16. Termograma de DSC de la gelatina.
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Entre las diversas propiedades fisicas del PLA también se encuentra la temperatura de
transicion vitrea; se analizé el PLA en granulos, purificado y PLA con gelatina
electrohilados. El rango de temperatura de transicion vitrea se encuentra entre los 54 °C
y 63 °C (Fig. 17). La muestra que presenta una menor temperatura de transicion vitrea es
la muestra de PLA purificado que es de 54.93 °C, puesto que al pasar por un proceso
de precipitacion, la conformacion de las esferulitas rodeadas con capas porosas aumenta
el volumen libre de todo el polimero y disminuye la temperatura de transicion vitrea (67).
El PLA en granulos y el PLA con gelatina electrohilados, tienen una T4 de 58 C°y 62 °C
respectivamente, los cuales no difieren mucho uno del otro y se encuentran dentro de lo

estipulado en la literatura.

4+——— Poli (acido lactico)/Gelatina electrohilados
*— ——  Poli (acido lactico) purificado
44— - Poli (acido lactico) en granulos
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5 — e,
§ 62.57°C
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| .
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©
O
]
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3
w
e 53.14°C .
i b e 54.93 °C(l)
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T
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Figura 17. Termograma de DSC, para poli (&cido lactico) en granulos, poli (4cido lactico) purificado y

poli (Acido lactico) y gelatina electrohilados.

9.4 Determinaciéon de la hidrofobicidad del poli (acido lactico) y la gelatina por
angulo de contacto.
De forma general, se define el angulo de contacto en avance como el angulo que
forma la superficie de un liquido al entrar en contacto con una superficie sélida. El
valor del angulo de contacto depende principalmente de la relaciéon existente entre
las fuerzas adhesivas del liquido y del soélido y las fuerzas cohesivas del propio
liquido. En el PLA la deficiencia de grupos hidrofilicos en su superficie disminuye la
afinidad celular, asi como la ausencia de grupos funcionales necesarios para
enlazarse quimicamente con moléculas bioactivas (53). Es por ello que la adicién
de gelatina, que es una proteina, contribuira a la disminucion de la hidrofobicidad
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en el andamio y, por ende, un crecimiento en la proliferacion de las células (Tabla
10). De cada andamio se recortaron 3 secciones de 1 cm?, por cada seccion se
midi6é el &ngulo de contacto en cinco puntos, uno por cada esquina y uno en el
centro. Se muestra claramente la disminucién del angulo de contacto conforme
aumenta la cantidad de gelatina, los valores altos de desviacion estandar se puede
atribuir a que las fibras son orientadas aleatoriamente dando lugar a la
heterogeneidad de la superficie.

Tabla 10. Angulo de contacto a diferentes concentraciones de gelatina

Concentracién Promedio de 8 | Desviacion estandar

132.1 1.648
124.8 2.096
111.4 5.636
33.8 3.559

9.5 Cristalinidad por difraccién de rayos X.

La difraccion por rayos X se ha utilizado desde 1940 para determinar la fraccion de
fase cristalina en polimeros semicristalinos. En la practica, de acuerdo al método
usado por Krimm y Tobolsky (1951), la cristalinidad se determina dividiendo el area
de los picos cristalinos (Ac) sobre el area total de la intensidad dispersada que se
encuentran sobre el limite del rango de 26 en el cual el total dispersado es mas
intenso, donde (4, + 4,) es la intensidad total dispersada y A, es el area bajo los
picos amorfos. Este tipo de cristalinidad es a menudo llamado indice cristalino (CI)
y es expresado como un porcentaje (47).

Cl = A,100/(A. + Ay)

Se tiene el diagrama del PLA en granulos y se sugiere que posee una estructura
cristalina ortorrémbica (de acuerdo a el PDF-2-2006 nimero de tarjeta 00-054-1917,

PLA

5 [%Area cristalina %Area amorfo ]

18.1 81.9
M k JM,,}‘(‘ //E\i\k
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Figura 18. Diagrama de PLA en granulos por anélisis DRX.
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Diffract Plus 2005), con los siguientes parametros de celda: a=10.61 A°, b=6.05 A°
y c=28.8 A° (68).

El PLA que se utiliz6 es grado técnico, por lo cual, fue necesario que pasara por un
proceso de purificacion. Se realiz6 un proceso de precipitacion donde se hace una
solucion al 20% m/v de PLA en cloroformo y ésta se precipita en metanol. Los
diagramas de difraccién de rayos X (Fig.18 y 19) sugiere que, a nivel molecular la
organizacion del PLA posee una fuerte dependencia de las condiciones del proceso,
puesto que la cristalinidad del PLA aumento de un 18.1% a un 36.0% (Fig. 19). El
PLA, al pasar por el proceso de precipitacion presenta esferulitas rodeadas con

PLA

Intensidad

%Area cristalina %Area amorfo
36.0 64.0

26

Figura 19. Diagrama de PLA purificado por analisis DRX.
capas porosas y se atribuye a una cascada de transiciones de fase. Primero una
separacion de las moléculas de PLA de la mezcla sélido-liquido, induce a la
formacion de esferulitas. Y la cristalizacion, ocurre primero en la fase rica del
polimero que se concentra mediante la separacion de esté componente de la
mezcla liquido-liquido (69).

9.6 Elaboracion de los andamios y analisis morfolégico por SEM.

La distancia entre la aguja y el colector se tomé constante puesto que segun Lina
Marcela Duque Sanchez, et. al., en su articulo “Electrospinning: La era de las
nanofibras” dependiendo de las propiedades de la solucién el efecto de la variacién
de la distancia puede, o no, tener efecto en la morfologia de las fibras. También
indica que una minima distancia es requerida para dar a las fibras el tiempo
suficiente para que el disolvente se evapore antes de alcanzar el plato colector. En
este caso se variaron las concentraciones de PLA, se tomé Unicamente una
distancia de 8 cm.

En el caso de la concentracion del PLA, se tomd un minimo de 6% de m/v, un
intermedio de 13% m/v y un maximo de 16% m/v. La morfologia de la solucion al
6% de m/v no fue muy favorable (Fig. 20), puesto que resultd en la aparicién de
cuentas. En cambio, con una concentracion del 16% de PLA, la solucion resultaba
ser tan viscosa que era complicado que la solucion pasard a través del capilar.
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También se puede observar que a medida que aumenta la concentracion de la
solucién polimérica, aumenta el diametro de la fibra (Tabla 11)8. El histograma de
la figura 20B no muestra una distribuciéon normal estandar y menos la figura 20D,
tienden a ser sesgadas hacia el lado derecho, donde existen mas fibras con menor
diametro y una que otra con valores muy alejados de la media, con lo cual, se puede
decir que el método de electrohilado no permite una uniformidad en el diametro de
las fibras. La solucion en la que no hubo apariciones de cuentas y no resultaba ser
tan viscosa fue la del 13%. Como comenta Z. Liu et. al. la influencia de la viscosidad
en el espesor del chorro del electrohilado tiene una fuerte dependencia en la
viscosidad de la solucion polimérica, y la viscosidad incrementa con el incremento
de la concentracion del polimero, debido al alto nimero de las cadenas poliméricas
enmarafiadas (70). Por lo tanto, una alta viscosidad de la solucidon permite un
espesor mas alto del chorro, debido a que es mas dificil de estirar. Como resultado,
la direccién del chorro genera un segmento largo recto y se elong6 hasta que fue lo
suficientemente delgada antes de que el chorro impactara en el colector (70).

R. Casasola et. al., indica que el cambio en la morfologia de las fibras al
incrementar la concentraciéon de la solucién polimérica se puede atribuir a la
contibuciéon entre la tensién de superficie y la viscosidad. Un incremento en la
concentracion del polimero resulta en un aumento en el enmarafiamiento de las
cadenas y un incremento en la viscosidad de la solucién polimérica, por tanto, un
incremento en la fuerza viscoelastica que contrarresta la fuerza de estiramiento
coulombico y que resulta en pocos cuentas en las nanofibras (71).

§ Los didmetros se midieron con ayuda del programa ImageJ, los histogramas se realizaron en el
programa GraphPad Prism 6.
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Figura 20. Micrografias del PLA a diferentes concentraciones. A) Micrografia del andamio de PLA al 6%
m/v. B) Histograma que representa el diametro de fibras de la micrografia A. C) Micrografia del andamio de
PLA al 16% m/v. D) Histograma que representa el diametro de fibras de la micrografia C.

Tabla 11. Diametro de las fibras a diferentes concentraciones de PLA.

Dilametro de la pra
Concentracion de PLA (% m/v) Promedio um
6 ¢ = (0.1989 + 0.0559)
16 ¢ = (0.2160 £+ 0.0675)
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Con respecto a la razon de flujo, se pudo notar que a un 1 mL/h es muy alto, de tal forma
que la fibra no alcanzaba a elongarse y esta comenzaba a gotear, por lo cual, se
desperdiciaba mucho polimero. A una razén de flujo de 0.5 mL/h, la solucién no goteaba
y no se desperdiciaba polimero. A un diferencial de potencial de voltaje de 15 kV la fibra
se distorsionaba demasiado y se fracturaba (Fig. 21). Por eso se establecioé un diferencial
de potencial de voltaje de 10 kV donde las fibras no se distorsionaban ni se fracturaban.

Figura 21. Fibras de PLA, fracturadas a una diferencia de potencial de voltaje de 15 kV

J. M. Deitzel et al. explica que a bajas diferencias de potencial, una gota de la solucién
permanece suspendida al final de la aguja de la jeringa y del chorro de la fibra se origina
un cono al final de la gota (Fig. 22 A). El cono tiene un &ngulo oblicuo de aproximadamente
50°, de acuerdo a la prediccion tedrica de Taylor, que fue de 49.3°, para un fluido viscoso
en un campo eléctrico. Las nanofibras que se producen bajo estas condiciones tienen una
morfologia cilindrica con pocos cuentas y defectos presentes. Conforme la diferencia de
potencial aumenta, el chorro de la solucién inicia directamente desde la punta sin gotas
0 cono externamente visibles. A altas diferencias de potencial, el chorro se dispara
alrededor del borde de la punta de la jeringa, que indica que el chorro se origina en la
superficie interior de la aguja, donde el borde de la superficie del liquido se encuentra con
las paredes de la aguja (Fig. 22 B). Las fibras que se producen bajo estas condiciones
tienen una gran cantidad de cuentas y de defectos (8).

Figura 22. Salida del chorro de la solucion polimérica. A) Bajas diferencias de potencial
de voltaje. B) Altos diferenciales de potencial. Ref. (8).
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Una vez que se establecié una razén de flujo de 0.5 mL/h, una distancia de 8 cm,
concentracion de PLA al 13% m/v y un diferencial de potencial de voltaje de 10 kV, se
realiz6 un modelo simple de dos factores para ver si la velocidad de rotacion y la distancia
entre los engranes influian en la distancia entre las fibras o espacio vacio entre las fibras.

Los métodos que se utilizaron para medir la porosidad del andamio fue por gravimetria y
por liquido de intrusion, los cuales se aplicaron a los dos tipos de estructuras obtenidas
en el soporte, como se muestra en la figura 7: una parte que se encontraba en la parte
plana y la otra que se encontraba entre los engranes (Ver Fig.7).

Desafortunadamente, el andamio que se deposité entre los engranes era muy delgado y
dificil de manejar (Fig. 23), por lo cual no fue posible medir la porosidad del andamio por
los métodos intrusién de un liquido y por gravimetria. Esto se puede atribuir a que el
espacio entre los engranes cambia la forma del campo electrostatico. Li y compafieros
desarrollaron un célculo de las lineas del campo electrostatico entre dos colectores

A A

H
H

H

B

Figura 23. Colector A) Representa el andamio que se colecta en la parte plana. B) Representa el
andamio que se colectan entre los engranes.

paralelos separados por una banda no conductora. Ellos mostraron que el campo
electrostatico fue fuertemente afectado por el tamafio del espacio y se orient6 hacia los
bordes opuestos del colector, o que causa un alineamiento y alargamiento de las fibras
(72). Para medir la porosidad de este andamio se utilizd6 Image J. A continuacion se
presentan los resultados que se obtuvieron para la porosidad entre los andamios de la
parte plana.

En la tabla 12 se representan los valores promedios de la porosidad por el método de
intrusion de un liquido con su respectiva incertidumbre por cada tratamiento. En las
columnas se tiene el factor “Velocidad angular” con sus dos niveles y en las filas se
representa el factor “Distancia entre engranes” con sus dos respectivos niveles; por
ejemplo se tiene el tratamiento que consiste de una velocidad angular de 3.14 rad/s con
una distancia entre engranes de 1.5 cm y, como se puede observar, se tiene una valor de
porosidad de 0.8304 + 0.0027, de esta manera se puede afirmar que se tiene un total de
cuatro tratamientos. En la parte de la metodologia se mencioné que cada tratamiento se
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realizé tres veces y por cada replica se midi6 la porosidad de tres andamios, con lo cual
se tiene un total de nueve mediciones por tratamiento.

Tabla 12. Resultados de porosidad e incertidumbres. Método por intrusién de un liquido.™

Velocidad Angular

Distancia entre engranes (3.14 £ 0.01 rad/s) (7.33 £ 0.01 rad/s)
1.5+ 0.05cm 0.8304 + 0.0027 0.8585 + 0.0033

0.8783 + 0.0021 0.8596 + 0.0022

4.54+0.05cm

Tomando en cuenta el modelo de la tabla 7 que se presentan en la parte de la
metodologia, a continuacion se muestran los valores para el disefio de dos factores del
método intrusion de un liquido Tabla 13:

Tabla 13. Valores para el método de intrusién de un liquido.

Tamaiio

Velocidad Angular de filas Sumas Medias
Distancia
entre (3.1440.01 rad/s) (7.33+0.01 rad/s) m —
engranes Yia Yiu
0.839 0.810 0.836 0.855 0.734 0.876
0.885 0.832 0.823 0.837 0.761 0.866
RCEONCYS I 0.891 0.920 0.893 0.880 0.855 0.814 18.000 15.207 0.845
K=9 K=9
Y11=7.730 Y1,=7.477
0.885 0.875 0.767 0.881 0.863 0.842
0.867 0.870 0.777 0.883 0.874 0.851
CREONLYC L 0.920 0.908 0.870 0.912 0.905 0.895 18.000 15.646  0.869
K=9 K=9
Y21=7.739 Y22=7.907
Tamaiio de
muestra o de 18.000 18.000 N=36
columnan
15.469 15.384 Yau =30.853
Medias Yy, 0.859 0.855 Yaa=0.857

™ Anexo 12.3y 12.5
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De los datos anteriores se realizd el correspondiente analisis, del cual se obtuvo la
siguiente tabla 14 ANOVA para el método intrusién de un liquido, siguiendo el modelo de
la tabla 8 en el apartado de metodologia.

Tabla 14. Tabla ANOVA para el método intrusién de un liquido

Factores Grados de Suma de Media de Fcal
libertad cuadrados cuadrados
Velocidad de rotacion 2-1=1 0.005362 0.005362 2.833
Distancia entre engranes 2-1=1 0.000198 0.000198 0.104
Interaccion (D)(1)=1 0.004911 0.004911 2.595

Subtotal 4-1=3 0.010471
Error 36-4=32 0.060572 0.001893

Total 36-1=35 0.071043

Continuando con este método de intrusion de un liquido y ya teniendo los resultados se
tiene:

I.  No se rechaza la hipétesis nula i., debido a que el valor de F.; = 2.833 <
Fo95132=4.151, 10 cual implica que no hay diferencia significativa al variar la
velocidad de rotacion. Es decir, mi valor estadistico calculado cae dentro del rango
de valores més probables de su distribucién asociada (Fig. 24).

{1-a \
/ \
n'l I“‘\
|’. L 1 L l___l____l_
Foalm2. 633 P(0.95, 1, 32)md. 151
Region de
= rechame

Figura 24. Distribucion F, donde se presenta la

region de rechazo.
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Il. No se rechaza la hipétesis nula ii., debido a que el valor de F.,; = 0.104 <
Fo9s5132=4.151, 10 cual implica que no hay diferencia significativa al variar la
distancia entre engranes. Es decir, mi valor estadistico calculado cae dentro del
rango de valores mas probables de su distribucion asociada.

lll.  No se rechaza la hipétesis nula iii., debido a que el valor de F,,; = 2.595 <
Fo9s5132=4.151, 10 cual implica que no hay diferencia significativa al variar
interaccion velocidad angular-distancia entre engranes en la porosidad del
andamio. Es decir, mi valor estadistico calculado cae dentro del rango de valores
mas probables de su distribucién asociada.

Asi mismo, los resultados de la porosidad de los cuatro respectivos tratamientos se
muestran en la tabla 15 por el método de gravimetria. Cabe mencionar que los andamios
que se utilizaron para medir la porosidad por el método intrusion de un liquido fueron los
mismos que se utilizaron para el método de gravimetria.

Tabla 15. Resultados de porosidad e incertidumbres método por gravimetria.tt

(3.14 £ 0.01rad/s)

Velocidad Angular
Distancia entre engranes

1.5+ 0.05cm
4.54+0.05cm

(7.33+£0.01rad/s)

0.7916 £ 0.0057
0.8104 + 0.0053

0.8197 + 0.0055
0.8039 £ 0.0054

A continuaciéon se presentan los valores de muestra del método por gravimetria en la
Tabla 16:

Tabla 16. Valores para el método por gravimetria.

Tamaiio

Velocidad Angular de filas Sumas Medias
Distancia
entre (3.14+0.01 rad/s) (7.33+0.01 rad/s) m —
engranes Yin Vim
0.809 0.822 0.803 0.854 0.834 0.741
0.856 0.831 0.750 0.818 0.823 0.802
IMEOKICRS Bl 0.858 0.814 0.834 0.741 0.761 0.751 18.000 14.502  0.806
K=9 K=9
Y11:7.378 Y12:7.125
0.856 0.851 0.840 0.790 0.869 0.829
0.813 0.744 0.793 0.866 0.822 0.786
LEFLOCE M 0.779 0.839 0.720 0.781 0.781 0.770 18.000 15.529  0.807
K=9 K=9
Y21=7.235 Y22=7.294

T Anexo 12.4y 12.6
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Tamafio de
muestra o de 18.000 18.000 N=36
columnan

14.613 14.419 i = 2eiEi
0.812 0.801 ¥22-0.806

Para el método por gravimetria se obtuvo la siguiente tabla ANOVA:

Tabla 17. Tabla ANOVA para el método por gravimetria.

Factores Grados de Suma de Media de Feal
libertad cuadrados cuadrados

2-1=1 0.000020 0.000020 0.012
2-1=1 0.001048 0.001048 0.621
(1)(1)=1 0.002705 0.002705 1.604
4-1=3 0003772

36-4=32 0053957 0.001686
36-1=35  0.057729

Una vez obtenidos los resultados por el método de gravimetria, las hip6tesis quedarian
si:

QD

I.  No se rechaza la hipétesis nula i., debido a que el valor de F.; =0.012 <
Fy95,1,32=4.151, 10 cual implica que no hay diferencia significativa al variar la
velocidad de rotacion. Es decir, mi valor estadistico calculado cae dentro del rango
de valores mas probables de su distribucién asociada.

Il. No se rechaza la hipétesis nula ii., debido a que el valor de F.; = 0.621 <
Fo9s5132=4.151, 10 cual implica que no hay diferencia significativa al variar la
distancia entre engranes. Es decir, mi valor estadistico calculado cae dentro del
rango de valores més probables de su distribucion asociada.

[lI.  No se rechaza la hipoétesis nula iii., debido a que el valor de F.,; = 1.604 <
Fy95,132=4.151, 10 cual implica que no hay diferencia significativa al variar la
interaccion velocidad angular-distancia entre engranes en la porosidad del
andamio. Es decir, mi valor estadistico calculado cae dentro del rango de valores
mas probables de su distribucién asociada.

En ambos métodos para medir la porosidad no hubo una repercusioén de los factores,
aungue ciertamente estos métodos proporcionaron una aproximacion de la porosidad
de los andamios, quiza el hecho de que este trabajando con porosidad a nivel
micrométrico no permita ver una diferencia significativa. Sin embargo, se puede notar
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gue dieron porosidades menores en el método por gravimetria que por el liquido de
intrusién (Fig. 25). Es probable que se deba al hecho de que en el método por intrusion
de un liquido, el haber utilizado etanol, que es un liquido de baja tensién superficial,
(22.3 din/cm) le permitiera introducirse hasta los huecos més diminutos del andamio,
dando con ello porosidades mas altas.

.98 - M étodo por intrusién
.96 de un liquido

.94 9

.92 1 M étodo por gravim etria

.90 9

Porosidad
O O O O O O O O o o o O

Figura 25. Grafico de comparacion de porosidad por método de intrusion de un liquido y método de

gravimetria, con los dos diferentes factores: velocidad angular y distancia entre engranes.

Tomando en cuenta que los factores en los métodos anteriores no tuvieron repercusion
en la porosidad se midio el &rea entre fibras con ayuda de las micrografias y el programa
ImageJ. Con ayuda de imageJ si se pudo medir el area entre fibras del andamio que se
deposité entre los engranes. En la tabla 18 se especifica a qué velocidad angular y
distancia entre engranes se llevé a cabo cada prueba. Por ejemplo: la prueba 1 indica
gue el andamio se obtuvo a una velocidad angular de 7.33 rad/s y un espacio entre
engranes de 1.5 cm y asi sucesivamente.

Tabla 18. Pruebas con sus respectivas condiciones de electrohilado.

Condiciones de electrohilado
Velocidad angular Distancia entre engranes

Prueba

o= [@w+0.01rad/s] L=[L+0.05cm]
7.33 1.5
3.14 4.5
7.33 4.5
3.14 1.5
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Pero por cada prueba se tienen dos andamios uno: que se deposita en la parte plana (A)
y la otra que se deposita entre los engranes (B) (Fig. 7). Por consiguiente, en la siguiente
tabla 19 se muestran los valores promedio de la medicién del area entre fibras y su
diametro; por ejemplo la prueba 1A indica que se tiene un andamio de la parte plana a
una velocidad de 7.33 rad/s y un espacio entre engranes de 1.5 cm, la prueba 1B se
refiere al andamio que se deposita entre engranes a una velocidad de 7.33 rad/s y un
espacio entre engranes de 1.5 cm. Lo mismo se entiende para la prueba 2Ay 2B — 3Ay
3B —-4Ay 4B.

Tabla 19. Resultados promedios del area entre fibras y diametro a diferentes condiciones de

electrohilado.

Area entre fibras en el andamio  Diametro de las fibras (um)

(um?)

Promedio Desviaciéon Promedio Desviaciéon
estandar estandar

2.7305 3.2579 0.5289 0.1612
2.4940 3.4484 0.5660 0.1196
1.6439 1.8696 0.5158 0.0975
2.0624 2.1721 0.5968 0.1317
2.2456 3.0055 0.6713 0.1578
3.9335 3.7167 0.8018 0.2605
1.4438 2.5788 0.6085 0.1314
5.3501 8.0234 0.7623 0.2560

Por cada prueba se obtuvieron 3 micrografias; se midi6 el area entre fibras y el diametro.
Se trat6é de buscar el plano principal de cada micrografia y no se tomaron en cuenta las
areas entre fibras que se encontraban en el fondo, como se puede observar en la figura
262, en la cual se presenta la micrografia en un inicio en blanco y negro comparando con
la micrografia 26B en donde se presenta el area entre fibras de color azul. Cabe destacar
gue esto se realiz6 para cada prueba.
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En la figura 27 se muestran las micrografias a 10000 aumentos por cada prueba, a simple
vista se puede ver que la parte B que es lo que se deposita entre engranes posee un area
entre fibras mas grande y de echo hasta hay una menor densidad de estas e inclusive el
didmetro de la fibra se ve mas grande.

— ipn o
3 10,000 10,0k 1ED  sDM 3D 7. e

Figura 27. Micrografias a diferentes condiciones de electrohilado.

Si se tiene en cuenta las micrografias de la figura 27 y la tabla 19, los promedios del &rea
entre fibras si son mas grandes a excepcion de la prueba 1 que, remitiéndose a la tabla
18, nos indica que fue una velocidad angular de 7.33 rad/s y una distancia de 1.5 cm; esto

e ————————————
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puede ser debido a que al estar muy cerca los engranes, las fibras se depositaron entre
los bordes de los engranes y, por lo tanto, este andamio es muy parecido a que si se
encontrara en la parte plana del andamio. Y, ciertamente, si se presentan mayores
diametros de las fibras del andamio que se deposita entre engranes. Esto se debe al
hecho de que el campo eléctrico entre engranes es menor y, por consiguiente, hay un
menor alargamiento de las fibras y éstas tienden a ser mas gruesas.

A tomar en cuenta los valores de la tabla 19 se opté por hacer los andamios para las
pruebas de cultivo celular con las condiciones de la prueba 3B, puesto que es el segundo
promedio mas alto de &rea entre fibras y tiene una distancia entre engranes de 4.5 cm,
por lo cual es factible que las fibras se depositen entre los engranes y no de borde a borde
de los engranes. Ya se habia comentado que son pocas las fibras que se depositan entre
los engranes y el andamio es dificil de manejar. Para solucionar este aspecto, se colocé
un soporte hecho con PLA en una impresora en 3D y sobre este se electrohil6 el andamio,
por lo que, el hecho de que la distancia entre engranes fuera de 4.5 cm favorecio a que
se pudiera colocar el soporte entre los engranes.

9.7 Cultivo celular.

Con el fin de ver si al aumentar la concentracién de gelatina favorecia la proliferacion de
las células, estds se sembraron en cajas de seis pozos. Es decir, cada caja contenia 6
andamios de PLA al 13% m/v a diferentes concentraciones de gelatina en una relacion
3:1, una correspondia al PLA13%/Gel 10%, la tercera caja PLA13%/Gel 15% y por ultimo
en la cuarta caja se depositaron los andamios de PLA13%/Gel 20%.

Al cuarto dia que se realiz6 el sembrado celular se procedié a la observacion de cada
caja a través de un microscopio invertido; se tomaron 7 campos al azar de cada cajay se
contaron la cantidad de células, del cual se obtuvieron los siguientes resultados.

PLA 13%/ Gelatina al 10%. 40X

Campo 1 2 3 4 5 6 7| Promedio
Numero de
células 1 2 2 3 1 2 3 2.00

Figura 28. Célula en el andamio PLA 13%/ gelatina al 10%
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PLA 13%/ Gelatina al 15%. 40X

Campo 1 2 3 4 5 6 7| Promedio
Numero de
células 11 4 0 5 8 2 7 5.29

Figura 29. Andamio PLA 13%/ Gelatina al 15%

PLA 13%/ Gelatina al 20%. 40X

Campo 1 2 3 4 5 6 7 Promedio
Nimero de
células 15( 13 50 16| 16| 19| 10 13.43

Figura 30. Células en el andamio PLA 13%/ gelatina 20%.

A pesar de haber sembrado una cantidad considerable de células, aproximadamente
22000/cm?, el conteo que se realizé por campo sugiere una enorme cantidad de células
muertas y aunque conforme aumento la cantidad de gelatina se observaron més células,
esto no ayuda en el hecho de que las células proliferen.

Se procedi6é a observar un andamio con una concentracion del 20% de gelatina a través
de un microscopio de escaneo laser de fotones multiples marca OLYMPUS y Unicamente
se logré captar una célula. Como se puede observar en la figura 28, a pesar de que la
célula es mas grande que el area que hay entre fibras, ésta si logr6 compenetrar entre
las fibras.
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Figura 31. Fotomicrografia de célula madre mesenquimal obtenida de la orina.
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10 Conclusiones
Se elaboraron, caracterizaron y evaluaron andamios electrohilados de PLA y gelatina
mediante el uso de un colector rotario no plano con un soporte elaborado por la técnica
de impresion en 3D de PLA, para células troncales mesenquimales provenientes de la
orina.

El uso de un colector rotario no plano permitié obtener dos tipos de estructuras: una que
se depositd en la parte superior, y otra que se colectd entre los engranes. La parte que
se colectd entre los engranes tiene pocas fibras y una mayor area entre ellas, el soporte
por impresion en 3D ayudo a mantener su forma al introducirlas en el medio de cultivo.
Los andamios que se encontraban en la parte superior presentaron una menor distancia
entre las fibras.

El colector rotatorio con superficie no plana permitié obtener areas entre fibras de entre 3
y 5 um? y diametros de fibras entre 0.5 y 0.7 um. El variar parametros tales como la
velocidad angular y distancia entre engranes, no afecto en la porosidad del andamio al
ser éste medido por dos métodos: intrusion de un liquido y gravimetria. La concentracion
de PLA, el diferencial de potencial aplicado y la razon de flujo afectaron notablemente la
morfologia de las fibras, con lo cual se concluyé que las mejores parametros son: 13%
m/v de PLA, diferencial de potencial aplicado de 10 kV y 0.5 mL/h.

Se caracterizaron los andamios por analisis térmico con lo cual se obtuvieron unas T4 de
entre 48 y 63 °C y T de 155 °C en concordancia con la literatura. En el andlisis ATR-
FTIR se obtuvieron los picos en las longitudes de onda esperadas tanto para el PLA como
para la gelatina. Por medio de angulo de contacto se pudo comprobar el cambio de
caracter hidrofébico del andamio que Unicamente contenia PLA a caracter hidrofilico el
andamio que ya poseia concentracion del 10, 15y 20% en m/v de gelatina.

Hubo mas células por campo en el andamio que poseia una mayor concentracion de
gelatina; esto es al 20%, lo que confirma que la secuencia especifica de aminoacidos que
posee la gelatina es clave en la adhesion entre la célula y el andamio.

11 Perspectivas.
Para aumentar la proliferacion celular quiza se requiera una distancia entre fibras ain
mayor o buscar otro material que sea mas afin a este tipo de células, como lo podria ser
poli (E-caprolactona), poli (acido glicolico) 6 poli (etilenglicol).
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13 Anexos
13.1 Medicién de espacio entre engranes.

Se realiz6 una medicion directa por lo cual para medir la incertidumbre se tiene:

U(L) =JUGW+UZW) @)
Donde:

U.(L) = Incertidumbre combinada
U, (L) = Incertidumbre Tipo A
Ug (L) = Incertidumbre Tipo B

La incertidumbre Tipo A se calcula con la desviacion estandar de las mediciones que se
realicen al mismo material; en este caso la distancia que hay entre engranes, como se
realizd Unicamente una medicién las ecuaciones (2), (3) y (4), valen cero.

S(L
Uy =22 (2)

s = [Faet )

g — L%
X=22 (4
Por lo cual, la U.(L) queda de la siguiente manera:

Uc(L) =yURL) (5)

Al hacer las operaciones matematicas correspondientes queda:

U (L) =Up(L) (6)
Para la medicion, se utilizé una regla que es un instrumento analégico de escala lineal
AL = 1 mm, entonces:

U (L) = Ug (L) = 2L =™ = 0.5mm = 0.05 cm (7)

2 2

Por lo tanto:
L=[L+U.(L)]=(+0.05cm (8)

13.2 Medicién de la velocidad angular.
Se realiz6 una medicion directa por lo cual para medir la incertidumbre se tiene:

U () = JUZ(w) + Ui(w)  (9)
Donde:

U, (w) = Incertidumbre combinada
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Uy (w) = Incertidumbre Tipo A
Ug(w) = Incertidumbre Tipo B

La incertidumbre Tipo A se calcula con la desviacién estandar de las mediciones que se
realicen, en este caso la velocidad angular, como se realizé Gnicamente una medicion las
ecuaciones (10), (11) y (12) valen cero.

_ 5@
oV

sy = (Bt gy

=24 (12

n

Uy (10)

Por lo cual, la U.(w) queda de la siguiente manera:

Ue(w) = JUE(w) (13)

Al hacer las operaciones matematicas correspondientes queda:
Uc(w) =Up(w) (14)

Para la medicion, se utilizé un cronémetro que es un instrumento digital

rad

Ue(w) = Ug(w) = 00172 (15)

Por lo tanto:

rad

w=WwWtU(w) =(w % O.OI)T (16)

13.3 Medicidn de la porosidad del andamio por el método intrusiéon de un liquido.
Para calcular la porosidad del andamio se tiene la siguiente férmula:

g=—TAL_ (17)

VartVra

El volumen del alcohol introducido (Vy;) se calcul6 de la siguiente manera:

Var= (A4S (18)

PEtanol

Donde:

my; = Masa del andamio himedo con el liquido de intrusion.
mys = Masa del andamio seco
Prtanot = Densidad del etanol.

El volumen total del andamio (V;,) se calculé de la siguiente forma:

Vra = —As (19)

Pandamio

e
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Donde:
Pandamio = Densidad del andamio

La densidad del andamio que implican los componentes con los cuales se hicieron los
andamios, en este caso de PLA/Gel se obtuvo de referencia bibliograficas (53) (54)y como
implica una mezcla esta se calcul6 con la ecuacion (20), por lo cual, la incertidumbre de
la densidad del andamio se tomaréa como cero.

Pandamio = PrLA * fPLA + pgelatina * fgelatina (20)

Las mediciones de las masas fueron una medicion directa, entonces:

U (M) = JUZIM) + UE(M) (1)
Donde:

U.(M) = Incertidumbre combinada
U, (M) = Incertidumbre Tipo A
Ug(M) = Incertidumbre Tipo B

La incertidumbre Tipo A se calcula con la desviacién estandar de las mediciones que se
realicen, en este caso las mediciones de las masas tanto cuando él andamio esta humedo
que cuando esta seco, como se realizd Unicamente una medicién las ecuaciones (22),
(23) y (24) valen cero.

_ 5@
~Vn

S = JHREE (23

X =2% (24

n

Uy (22)

Por lo cual, la U.(M) queda de la siguiente manera:
Uc(M) = UF(M)  (25)
Después de hacer las operaciones matematicas correspondientes queda:
Uc(M) =Up(M) (26)
Para la medicion se utilizé una balanza analitica digital:
U (M) = Ug(M) = 0.0001 g (27)
Por lo tanto:

M = [M +U.(M)] = (M +0.0001)g (28)
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Al tomar en cuenta la ecuacion (18) la incertidumbre de la densidad del alcohol se tomara
como 0 puesto que este dato se tomé de la hoja técnica del solvente, entonces la
incertidumbre de V,; queda de la siguiente forma:

Var = E + U, (VAI) (29)

Entonces:

U (Vy) = \/(aVAI) ’ ucz(mAl) + (aVAI) ’ ucz(mAS) + (ﬂ) ’ ucz(petanal) (30)

om om a
AlY mys,petanol AS”marpetanol Petanol/ ms5,m 4y

Donde:

my;—m
o MAI™As

(anf:’[) * U my) = <7( PEtanol ) (0.0001 g )* =( : )2(1x10'8g2) =00 16064x10~%cm® (31)

2
9 # g
mas.Petanol mar PEtanol 0.622521 /Cm[,

mAs.Petanol

7( "’AF"’AS) : ,

WV 2.2 \"PEtanol 2 Y - 110702 8.6

Var U2 (myg) = | ~LLtanol 0.0001 :( ) (1x10%g?) = —22 % — 1.6064x10~8cm® (32

(amAs)mAeremnol ¢ 45 < Imas > ( g) PEtanol 0.622521 gz/[ms ( )
MAapPetanol

() U (Parano) = 0 (33)

9petanol masmar

U.(Va) = V1.6064210°cm® + 1.6064x10~8cm® = 0.00018 cm?® (34)

Ahora con la ecuacioén (19) la incertidumbre de la densidad del andamio se tomara como
cero puesto que este dato se obtuvo de la hoja técnica del solvente entonces la
incertidumbre de V;, es:

Via = m + ruc(VTA) (35)

Por lo tanto:

uc(VTA) = j(m) ’ ucz(mAS) + (&) ’ ucz(pandamio) (36)

am a i
AS7 pandamio Pandamio’ m s,

Donde:

OMas/ pandamio omas Andamioss

S(—_as ! 2
(aVTA) 2 U2 (mys) = < (Pandamio)) (0.0001 g ) = ( > (1x10°g?) = w100 62000210 cm® (37)

z
g
1.6129
/Ems

Pandamio

Opandamio’ i 4, 9Pandamio

v 2 ”(p mAs : ) 2
(—m) U (Pandamio) = | —-adamio’ ) =0 (38)

AS

U (Vra) = V6.2000x10%cmt = 7.874x10 5’ (39)

+ Dato obtenido de la hoja técnica del proveedor CAS No. 64-17-5
8888 Dato obtenido de las Ref. (53) y (54) y de la ecuacion 20.
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La ecuacion (17) indica como se calcula la porosidad y la definimos de la siguiente
manera:

_Ya_ - (17)

€= VartVra
De lo cual expresaremos que:
A=V +Vey (40)
De la ecuacion (40) también se obtendra su incertidumbre combinada entonces:
A=Atu(s) (41)

Al ser una medida indirecta se tiene:

U (A) = \[(%)sz uCZ(VA,)+(B%)m2 Ul (42)

Después de sustituir los valores correspondientes y las ecuaciones se tiene:

(6—A)V L ulw,) = (M) (0.00018 cm® )* = (1)*(3.24x10~8 cm®) = 3.24x10~% cm® (43)
TA

oV a1 aVar Vra

(5vrs)
avraly

Por lo tanto:

2 14 2 v v
ULy, = (m) (7.874x10 5cm? )? = (1)*(6.20x107° cm®) = 6.20x107° cm® (44)

%
Al rTA Var

U (A) = V3.24x1078 cm® + 6.20x10~° cm® = 1.9647x10~*cm® (45)

Finalmente se calculard la incertidumbre de la porosidad donde al sustituir la ecuacion
(40) en (17) se tiene:

—Var
€= (46)
Se tiene:
e=£&8xU.(e) (47)

Al ser una medida indirecta se tiene:

Ue(e) = J ("’—S)Az UEWa) + (;’—Z)sz ul@  (48)

Vg

Var)\ -’
(Var _
() " ul = () (0.00018 cm? )? = (%) (s24x107%eme) = 222" (49)

OVar/ p WV 4
A
2
(E) RAOE @ (1.9647x10~%cm? )* = (241 2(386 0-temS) = arxssetem’ 5
ar/y,, c = A . X cm = _AZ .86x107°cm”) = o

Var

e
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3.24x10~8cmb = V4;%x 3.86x10°8cmb
UC(S) = \/ A2 + Al A: (51)

13.4 Calculo de porosidad por gravimetria.

Para el método por gravimetria se tiene la siguiente férmula:

e=1— Pandamio (52)

Pmaterial

Donde:

Pandamio = Densidad del andamio
Pmateriar = Densidad del material

Para calcular l1a pgnaamio S€ OCupa la siguiente formula:

_ Mandamio
Pandamio = v i 53)
andamio

Para lo cual se requiere sacar la incertidumbre de una medicién directa, en este caso de
M gnaamio €l cual ya obtuvimos y es de U.(M) = Uz (M) = 0.0001 g. Para obtener la
incertidumbre del v,,4amio, €l Ccual es una medicion indirecta se tiene:

Vandamio = Vandamio T ruc (Uandamio) (54)
Vandamio = L1xLyXE (55)
Donde:

L, =Lado 1
L, = Lado 2
E = Espesor

Las incertidumbres de las mediciones de L; yL, que son directas; ya se calcularon
mediante la ecuacion L = [L + U.(L)] = (L £ 0.05)cm (8) puesto que igual se utilizd un
instrumento analégico de escala lineal sin embargo, para el espesor se utilizé un
micrémetro digital, asi que procederemos a calcular su incertidumbre:

U(E) = JUZ(E) + UE(E)  (56)
Donde:

U.(E) = Incertidumbre combinada
U, (E) = Incertidumbre Tipo A
Ug(E) = Incertidumbre Tipo B
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La incertidumbre Tipo A se calcula con la desviacién estandar de las mediciones que se
realicen al mismo material, en este caso el espesor del andamio, como se realiz6
Unicamente una medicion, las ecuaciones (57), (58) y (59) valen cero.

Uy = S (L)

S(E) = [P (5g)

X =24 (59

n

(57)

Por lo cual, la U.(E) queda de la siguiente manera:

U (E) = JUZ(E) (60)
Al hacer las operaciones mateméaticas correspondientes queda:
U(E) = Up(E) (61)

Para la medicion se utilizé un micrometro digital que es un instrumento digital de escala
lineal AL = 0.001 mm, entonces:

L _ 0.001mm

U(E) =Ug(E) = A? = 0.0005mm = 0.00005 cm (62)
Por lo tanto:
E =[E+U.(E)] = (E+0.00005)cm (63)

Entonces para calcular la incertidumbre se tiene:

U (Vandamio) = \/(avag%)ll E2 Z(Ly) + (avanw) U2 (Ly) + (Bvandamw) u2(E) (64)
2

Asi que:

Ly ,E Ly,L,

oL,

(w) U (L) = (M> ' (0.05 cm)* = (LoxE) (25x10%cm?) (65)
L, E LyE

9 andamio 2 (leLZXE) ’ 2 _ 2 32
( oLy ) U (Ly) = ( )Ll,E (0.05 cm )? = (L1xE) (25x107em®) (66)

(leszE)>

Vandami — ’ 2 _ 2 9 2
(%)Lli2 u(E) = (1 g (000005 cm) — (L1xLy) @sxio ean®) 67)

Entonces:

ur(vandamio) = J(szE)Z(Z.leo’%mz) + (leE)z(2.5x10’3cmz) + (leLz)z(ZAleo’gcmz) (68)

Ahora toca calcular la incertidumbre de la p raamio qUe €s una medida indirecta, por lo
cual:

Pandamio = Pandamio + uc(pandamio) (69)

Asi que:
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9P andami 22 9P andami 22
U )= ( an. amlo) w(v . +( andamio uzm . 70
f(pandamlo) \/ OV g damio M gamio c ( andamw) M gndamio Dgndamio c ( andamw) ( )
9P andami 22
(avan aml.o) U (vandamio) =
andamio ™M gndamio
m . 2
a(varzidamlw) - - - 2
—_andamio - (szE) (2.5x1073cm?) + (Ll.XE) (2.5x1073cm?) + (Ll.XLz) (25x10%cm?) | =
Wandamio
) M andamio
%X(szE)z(z.leo’%mz) + (leE)Z(Z.leo’%mz) + (leLz)z(Z.leo’qcmz) (71)
™ andamio : -8
P andami 22 _a(vd ) 2 _ 1x10 g2
(aman damlf)) U (m andamio) = aman ;lmu? (0'00019) — 2 (72)
andamio’y ... andamio andamio
Vandamio

M ndamio LoxEY: o) 4 (L1 XEY o) + (L1 % L) o 2 1210 °g2 73
uc(pandami0)= [749{ 2X )(Z.leo cm)+( 1X )(Z.leo Em)+( 1X 2) (2.5x107°cm?) R — ( )

Vandamio andamio

Finalmente se calculara la incertidumbre de la porosidad del segundo método por
gravimetria se tomara en cuenta que la incertidumbre del material es cero, puesto que
este dato se obtiene de referencias (53) y (54) y de la ecuacion 20 debido a que se
utilizaron dos componentes PLA y gelatina, asi que:

e=&xU(e) (69)

Se tiene:
2 2
_ ae 2 aE 2
Ue&) = (apandami0> . U (pandamio) * (apmaterial) . e (pmaterml) (70)
Pmaterial Pandamio
Donde:
2 6(1— Pandamio ) 2
o€ 2 - Pmaterial 2 _
(i), U (Panamio) = =2 U (Pandamio) =
Pmaterial
1 Pmaterial
2
P) o2 X U (pandamio) (71)
material
2
& 2
U . =0 (72
(apmaten’al )p‘mdamio ¢ (,D matenal) (72)
Entonces:
i 2 2 2 2 _8 2
U(8) = L —X [m andamio ([, xE) (25x10em?) + (L1 XE) (25x107em?) + (L1XL7) (25x10°cm?) +1xlO—92
Pmaterial Vandamio Vandamio
(73)
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13.5 Datos y célculos parala porosidad por el método intrusién de un liquido.

Tabla 20. Datos para obtener porosidad e incertidumbres a 3.14 (rad/s) y 4.5 cm de distancia.

Muestra | . . Peso ~ Peso Peso final | Peso final Peso del Vplumen Qel alcohol | Volumen total Porosidad
inicial (mg) | inicial (g) (mg) (9) alcohol (g) introducido (cm?) (cm3)
2A 6.9 0.0069 38.5 0.0385 0.0316 0.040 0.0455 0.880
2B 7.9 0.0079 45.1 0.0451 0.0372 0.047 0.0534 0.883
2C 7.3 0.0073 54.5 0.0545 0.0472 0.060 0.0656 0.912
4A 4.5 0.0045 22.1 0.0221 0.0176 0.022 0.0259 0.863
4B 8.5 0.0085 45.2 0.0452 0.0367 0.047 0.0532 0.874
4C 7.0 0.0070 48.5 0.0485 0.0415 0.053 0.0581 0.905
8A 7.8 0.0078 33.7 0.0337 0.0259 0.033 0.0390 0.842
8B 10.2 0.0102 46.5 0.0465 0.0363 0.046 0.0541 0.851
8C 9.4 0.0094 59.0 0.0590 0.0496 0.063 0.0703 0.894
Promedio 0.046 0.0517 0.8783
A promedio | 0.0972
3 0.00208
Tabla 21. Datos para obtener porosidad e incertidumbres a 3.14 (rad/s) y 1.5 cm de distancia.
Muestra iz;ac?gl inizizsl(zg) I?i(relztl) Pes((; )fmal alljcishoo:jg) alcg/r?(;lljmfrggféido VOIU(T r(;l;)total Porosidad
(mg) (mg) (cm?)

5A 7.6 0.0076 354 0.0354 0.0278 0.035 0.0412 0.854
5B 7.2 0.0072 30.1 0.0301 0.0229 0.029 0.0347 0.836
5C 9.6 0.0096 53.2 0.0532 0.0436 0.055 0.0628 0.879
11A 7.4 0.0074 20.1 0.0201 0.0127 0.016 0.0219 0.734
11B 8.0 0.0080 23.8 0.0238 0.0158 0.020 0.0263 0.760
11C 8.3 0.0083 38.6 0.0386 0.0303 0.038 0.0450 0.854
12A 9.6 0.0096 51.9 0.0519 0.0423 0.054 0.0612 0.876
12B 5.5 0.0055 27.6 0.0276 0.0221 0.028 0.0324 0.866
12C 8.2 0.0082 30.5 0.0305 0.0223 0.028 0.0347 0.814
Promedio 0.034 0.0400 0.8304
A 0.0738
€ 0.00273
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Tabla 22. Datos para obtener porosidad e incertidumbres a 7.33 (rad/s) y 4.5 cm de distancia.

'P'es.o Peso Reso Peso final | Peso del Volumen del. Volumen total :
Muestra inicial | . . . final alcohol introducido 3 Porosidad
(mg) inicial (g) (ma) (9) alcohol (g) (cm?) (cm3)
3A 7.2 0.0072 41.6 0.0416 0.0344 0.044 0.0493 0.885
3B 55 0.0055 27.8 0.0278 0.0223 0.028 0.0326 0.867
3C 9.6 0.0096 77.9 0.0779 0.0683 0.087 0.0941 0.919
6A 8.9 0.0089 47.7 0.0477 0.0388 0.049 0.0562 0.875
6B 10.0 0.0100 51.6 0.0516 0.0416 0.053 0.0606 0.870
6C 4.0 0.0040 28.6 0.0286 0.0246 0.031 0.0343 0.908
10A 7.6 0.0076 23.1 0.0231 0.0155 0.020 0.0256 0.766
108B 8.6 0.0086 27.2 0.0272 0.0186 0.024 0.0304 0.776
10C 10.1 0.0101 52.2 0.0522 0.0421 0.053 0.0613 0.870
Promedio 0.043 0.0494 0.8596
0.0925
€ 0.00218

Tabla 23. Datos para obtener porosidad e incertidumbres a 7.33 (rad/s) y 1.5 cm de distancia.

_P?S_O Peso P_eso Peso final | Peso del V°'“T“e” del_ Volumen total :
Muestra inicial inicial (g) final ) alcohol (g) alcohol introducido (cm?) Porosidad
(mg) (mg) (cmd)
1A 6.1 0.0061 25.9 0.0259 0.0198 0.025 0.0299 0.839
1B 4.0 0.0040 23.1 0.0231 0.0191 0.024 0.0274 0.885
1C 5.9 0.0059 36.0 0.0360 0.0301 0.038 0.0428 0.891
7A 4.5 0.0045 16.4 0.0164 0.0119 0.015 0.0186 0.809
7B 5.4| 0.0054 22.0 0.0220 0.0166 0.021 0.0253 0.832
7C 5.9 0.0059 48.3 0.0483 0.0424 0.054 0.0584 0.920
9A 6.5 0.0065 27.1 0.0271 0.0206 0.026 0.0312 0.836
9B 6.7 0.0067 26.0 0.0260 0.0193 0.024 0.0298 0.822
9C 4.7 0.0047 29.1 0.0291 0.0244 0.031 0.0346 0.893
Promedio 0.029 0.0331 0.8585
A 0.0619
S 0.00326
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13.6 Datos y célculos parala porosidad por gravimetria.

Tabla 24. Datos para obtener porosidad e incertidumbres a 3.14 (rad/s) y 4.5 cm de distancia

< Masa del Masa Densidad del
Muestra Ly L2 Area | Espesor | Espesor | Volumen andamio del . andamio Porosidad
(cm) | (cm) | (cm?) (mm) (cm) (cm?) andamio
(mg) ) (g/cm?)
2A 2 2 4 0.065| 0.0065 0.026 6.9| 0.0069 0.265 0.790
2B 2 2 4 0.116| 0.0116 0.046 7.9| 0.0079 0.170 0.866
2C 2 2 4 0.066 | 0.0066 0.026 7.3| 0.0073 0.277 0.781
4A 2 2 4 0.068 | 0.0068 0.027 45| 0.0045 0.165 0.869
4B 2 2 4 0.094 | 0.0094 0.038 8.5| 0.0085 0.226 0.822
4C 2 2 4 0.063| 0.0063 0.025 7.0 0.0070 0.277 0.781
8A 2 2 4 0.090| 0.0090 0.036 7.8| 0.0078 0.217 0.829
8B 2 2 4 0.094 | 0.0094 0.038 10.2| 0.0102 0.271 0.786
8C 2 2 4 0.081| 0.0081 0.032 9.4| 0.0094 0.292 0.770
Promedio | 2.000 | 2.000|4.0000| 0.0818| 0.0082| 0.0327 7.7222| 0.0077 0.2401 0.8104
€ 0.0053
Tabla 25. Datos para obtener porosidad e incertidumbres a 3.14 (rad/s) y 1.5 cm de distancia.
L1 L2 Area |Espesor | Espesor | Volumen Masa d_el Masa d_el Densidad_ .
Muestra cm) | em) | @em?) | (mm) (cm) (cm?) andamio andamio | del andamio | Porosidad
(mg) ) (g/cmd)
5A 2 2 4 0.103| 0.0103 0.041 7.6 0.0076 0.184 0.854
5B 2 2 4 0.078 | 0.0078 0.031 7.2 0.0072 0.231 0.818
5C 2 2 4 0.073| 0.0073 0.029 9.6 0.0096 0.328 0.741
11A 2 2 4 0.088 | 0.0088 0.035 7.4 0.0074 0.210 0.834
11B 2 2 4 0.089 | 0.0089 0.036 8.0 0.0080 0.225 0.823
11C 2 2 4 0.068 | 0.0068 0.027 8.3 0.0083 0.303 0.761
12A 2 2 4 0.073| 0.0073 0.029 9.6 0.0096 0.328 0.741
12B 2 2 4 0.055| 0.0055 0.022 5.5 0.0055 0.251 0.802
12C 2 2 4 0.065| 0.0065 0.026 8.2 0.0082 0.315 0.751
Promedio | 2.000 | 2.000 | 4.0000| 0.0770| 0.0077| 0.0308 7.9333 0.0079 0.2640 0.7916
€ 0.0057
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Tabla 26. Datos para obtener porosidad e incertidumbres a 7.33 (rad/s) y 4.5 cm de distancia

L1 L2 Area |Espesor | Espesor | Volumen Masa d.el Masa d.el Densidad. del .
Muestra cm) | @m) | cm?) | (mm) (cm) (cm?) andamio | andamio andamio Porosidad
(mg) (9) (g/cm?)
3A 2 2 4| 0.099| 0.0099 0.040 7.2 0.0072 0.182 0.856
3B 2 2 4| 0.058| 0.0058 0.023 5.5 0.0055 0.237 0.813
3C 2 2 4| 0.086| 0.0086 0.034 9.6 0.0096 0.280 0.779
6A 2 2 4| 0.118| 0.0118 0.047 8.9 0.0089 0.189 0.851
6B 2 2 4| 0.077| 0.0077 0.031 10.0 0.0100 0.325 0.744
6C 2 2 4| 0.049| 0.0049 0.020 4.0 0.0040 0.204 0.839
10A 2 2 4| 0.094| 0.0094 0.038 7.6 0.0076 0.202 0.840
10B 2 2 4| 0.082| 0.0082 0.033 8.6 0.0086 0.262 0.793
10C 2 2 4| 0.071| 0.0071 0.028 10.1 0.0101 0.355 0.720
Promedio | 2.0000 | 2.0000 | 4.0000 | 0.0815| 0.0082| 0.0326 7.9444 0.0079 0.2484 0.8039
€ 0.0054
Tabla 27. Datos para obtener porosidad e incertidumbres a 7.33 (rad/s) y 1.5 cm de distancia.
Muestra L1 L2 Area |Espesor | Espesor | Volumen Izlr?dS:rr(njiil Zr?dsaan?iil Dens!dad del Porosidad
(cm) | (cm) | (cm?) | (mm) (cm) (cm?) (mg) ) andamio (g/cm3)
1A 2 2 4| 0.063| 0.0063 0.025 6.1 0.0061 0.242 0.809
1B 2 2 4| 0.055| 0.0055 0.022 4.0 0.0040 0.182 0.856
1C 2 2 4| 0.082| 0.0082 0.033 5.9 0.0059 0.180 0.858
7A 2 2 4| 0.050| 0.0050 0.020 4.5 0.0045 0.225 0.822
7B 2 2 4| 0.063| 0.0063 0.025 5.4 0.0054 0.214 0.831
7C 2 2 4| 0.063| 0.0063 0.025 5.9 0.0059 0.236 0.814
9A 2 2 4| 0.065| 0.0065 0.026 6.5 0.0065 0.250 0.803
9B 2 2 4| 0.053| 0.0053 0.021 6.7 0.0067 0.316 0.750
9C 2 2 4| 0.056| 0.0056 0.022 4.7 0.0047 0.210 0.834
Promedio |2.0000|2.0000|4.0000| 0.0610| 0.0061| 0.0244 5.5222 0.0055 0.2283 0.8197
€ 0.0055
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14 GLOSARIO

Adipocitos: Es un tipo celular derivado del fibroblasto cuya principal funcién es almacenar lipidos,
en concreto triglicéridos y colesterol esterificado, como reserva energética.

Albumina: Proteina animal y vegetal, rica en azufre y soluble en agua, que constituye el
componente principal de la clara del huevo y se encuentra también en el plasma sanguineo y
linfatico, en la leche y en las semillas de ciertas plantas.

Amenorrea: Ausencia de la menstruacion

Aterosclerosis acelerada: Se caracteriza por el depdsito de sustancias grasas en el interior de
las arterias.

Atrofia testicular: Impide el crecimiento normal de los testiculos.

Blastocisto: Es un embrién de 5/6 dias de desarrollo que presenta una estructura celular compleja
formada por aproximadamente 200 células. La fase de blastocisto es el estadio de desarrollo previo
a la implantacién del embrién en el Gtero materno.

Capas germinales: También llamado capa embrional, hoja embrionaria u hoja blastodérmica es
un conjunto de células formadas durante el desarrollo embrionario animal a partir de las cuales se
originaran los tejidos y 6érganos del adulto.

Células endoteliales: Son células aplanadas conectadas entre si por complejos de unién y su
principal misién es hacer intermediarios entre la sangre o la linfa y el liquido intersticial y contribuir
a las propiedades fisicas de la sangre, tanto en situaciones normales como patoldégicas.

Células germinales: Estas células provienen de las células madre. Son las responsables de la
formacién de las células reproductoras o gametos, los espermatozoides en los hombres y los
ovocitos en las mujeres. Las células germinales contienen toda la informacién genética de un
individuo y la transmiten al embrion.

Cigoto: Huevo recién fecundado. Embrion en estadio de una célula.

Citoplasma: Consiste en una estructura celular cuya apariencia es viscosa. Se encuentra
localizada dentro de la membrana plasmatica pero fuera del ndcleo de la célula. Hasta el 85% del
citoplasma estd conformado por agua, proteinas, lipidos, carbohidratos, ARN, sales, minerales y
otros productos del metabolismo.

Condrocitos: Son el tipo celular que daréa lugar a los cartilagos de los animales y son la parte
celular del mismo tejido.

Creatinina sérica: Analisis de sangre de laboratorio para medir la cantidad de creatinina en el
suero.

Creatinina: Una proteina formada principalmente por el catabolismo muscular.
Desarrollo embrionario: Es el periodo que se produce entre la fecundacion y el parto.

Dislipidemias: Son alteraciones que se manifiestan en concentraciones anormales de algunas
grasas en la sangre, principalmente colesterol y triglicéridos.

Dismenorrea: Menstruacion dificil y dolorosa
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Edema: Presencia de un exceso de liquido en algun érgano o tejido del cuerpo que, en ocasiones,
puede ofrecer el aspecto de una hinchazon blanda.

Enfermedad vascular: Esta fundamentalmente causada por la arterioesclerosis, que se produce
por un aumento del grosor de la capa interna de las arterias (denominada capa intima).

Enfermedades glomerulares: Son un grupo heterogéneo de enfermedades que afectan solo o
principalmente a los glomérulos renales y ocasionan trastornos funcionales y estructurales.

Enucleado: Accién de eliminar el nicleo de una célula.

Estrés oxidativo: Ocurre cuando hay un desequilibrio en nuestras células debido a un aumento
en los radicales libres y/o una disminucién en los antioxidantes.

Filtrado glomerular: Proceso efectuado en el rifién que permite una depuracién de la sangre a
media que ésta fluye a través de los capilares glomerulares; el agua y las sustancias contenidas
en la sangre se filtran y se dirigen hacia la capsula de Bowman. Los Unicos elementos que no son
filtrados son las células sanguineas y la mayor parte de las proteinas. El liquido filtrado originara
la orina mediante sucesivos mecanismos de reabsorcién y secrecion.

Glomerulonefritis: Es un problema que afecta las diminutas unidades renales encargadas del
proceso de filtrado, conocidas como glomérulos.

Hepatocitos: Los hepatocitos son las células del higado y forman aproximadamente el 8% de este
organo. Se disponen formando ldminas de una célula de espesor que se unen unas con otras a
modo de esponja.

Hipercoagulabilidad: Aumento de la velocidad de coagulacion de la sangre.

Hipervolemia: Trastorno hidroelectrolitico que consiste en un aumento anormal del volumen del
liquido extracelular y de plasma en el cuerpo.

Homocisteina: Es una aminoéacido azufrado que desempefia un papel importante en la
transferencia de grupos metilos en el metabolismo celular y es sintetizado como producto
intermedio del metabolismo de la metionina por accién de la enzima metionina adenosil transferasa
(MAT)

Incontinencia urinaria de esfuerzo: Es una pérdida involuntaria de orina que ocurre durante una
actividad fisica como toser, estornudar, reir o realizar ejercicio.

Las arterias son vasos sanguineos que aportan sangre, oxigeno y sustancias nutrientes al
organismo, desde el corazén. La arteriosclerosis es un trastorno que origina un endurecimiento y
estrechamiento de las arterias, de manera que el aporte de sangre es insuficiente para satisfacer
las necesidades del tejido en cuestion.

Las partes del cuerpo mas afectadas por esta enfermedad sufren las consecuencias de un riesgo
insuficiente, es decir, un empeoramiento de su funcién, la lesién del tejido, o la muerte del mismo.

MCI: Masa Celular Interna del blastocisto de la cual evolucionara el embrion y de donde se
obtienen las células embrionarias. También se denomina embrioblasto.

Miocitos: El miocito o fibra muscular es el nombre que reciben las células que forman los masculos
de los animales.

Miopatia: Enfermedad muscular
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Morbimortalidad: Muerte causada por enfermedades.

Nicturia: Es la necesidad de levantarse varias veces por la noche para orinar y puede tener
muchas causas.

Obnubilacion: Estado de la persona que sufre de una pérdida pasajera del entendimiento y de la
capacidad de razonar o de darse cuenta con claridad de las cosas.

Osteocitos: Es una célula 6sea, parte del tejido 6seo, es decir intrinseca de los huesos, que
justamente esta alojada en la matriz, en la parte mas importante de un hueso.

Polimerasa: Es una enzima capaz de transcribir o replicar acidos nucleicos.

Poliquistica: Es un desorden hereditario en el cual un grupo de quistes son principalmente
desarrollados dentro del rifién

Poliuria: Excrecion muy abundante de orina

Telomerasa: Es una enzima formada por un complejo proteina-acido ribonucleico con actividad
polimerasa que esta presente en células de la linea germinal, en tejidos fetales y en ciertas células
madre poco diferenciada, que replica el DNA en los extremos de los cromosomas eucarioticos y
permite el alargamiento de los télomeros

Terapia celular: Describe el proceso de introducir nuevas células en un tejido para poder tratar
una enfermedad.

Trofoblasto (del griego threphein: alimentar) es un grupo de células que forman la capa externa
del blastocisto, que provee nutrientes al embridon y se desarrolla como parte importante de la
placenta puesto que a al tercer mes de la gestacion este recibira el nombre de placenta.

Uremia: Sindrome clinico debido a una acumulacion en la sangre de sustancias nitrogenadas que
normalmente se eliminan por la orina y que se produce a causa de una insuficiencia renal.

Uropatia obstructiva: Es la enfermedad renal generada por la alteracion en el flujo de la orina
debida a cambios anatdomicos y/o funcionales del tracto urinario que impiden el flujo normal de la
misma.

Xerosis: Trastorno de la epidermis que se padece cuando la piel tiene un déficit de humedad o
grasa.
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