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ANDAMIOS FLEXIBLES DE POLICAPROLACTONA/NANOTUBOS DE
CARBONO PARA RECUPERACION DE LA FUNCION CONTRACTIL DEL
MUSCULO ESTRIADO

CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencion se encuentra dentro del campo tecnologico de la ingenieria
de tejidos, en particular con el campo técnico de los andamios médicos
biocompatibles.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Las enfermedades cardiovasculares (ECV) constituyen un problema creciente en el
mundo. Uno de los avances mas promisorios en investigacion, es la utilizacion de
biomateriales (andamios) que sirvan como soporte a células musculares estriadas
para que puedan ejercer sus funciones de recuperacion de la matriz extracelular
(MEC) que ha sido destruida por alguna enfermedad o lesion y que estos andamios
no produzcan respuesta inmune. Un componente fundamental es la creacion de

biomateriales que puedan mejorar la salud y la calidad de vida.

Estos biomateriales deben tener propiedades de biocompatibilidad con el organismo
humano (no generar rechazo), no ser citotoxicos, y ademas presentar una buena
elasticidad, flexibilidad y resistencia mecanica. También deben garantizar la
posibilidad de crecimiento celular en ellos.

En relacion con lo anterior, resulta necesario el desarrollo de alternativas para la
regeneracion del tejido muscular estriado. Una de estas alternativas es el uso de
biomateriales. Los biomateriales empleados en regeneracién cardiaca (o de otros
musculos estriados) deben cumplir con requisitos como ser reabsorbibles, ser
biocompatibles con el tejido (que no generen rechazo), reducir a la minima
expresion la hostilidad del microambiente local, perdurar el tiempo lo suficiente
como para que las células que transportan se integren al biomaterial, tener una
adecuada porosidad para que pueda haber intercambio de nutrientes, tener la
capacidad para anclarse al tejido y actuar como reservorio natural para que las
biomoléculas interactuen con las células (Cui et al., 2016).

La policaprolactona (en adelante, PCL) es uno de los polimeros mas utilizados a
nivel mundial en aplicaciones médicas y farmacoldgicas debido a sus excelentes
propiedades fisicas como su excelente biocompatibilidad, alta degradacion, baja

citotoxicidad y sus excelentes propiedades mecanicas (Darensbourg, 2010;
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Anwaar-Nazeer et al., 2019). Estas propiedades hacen del PCL un buen candidato
para ser utilizado en aplicaciones biomédicas tales como liberacién controlada de
farmacos, ingenieria de tejidos y materiales de empaques (Oledzka & Narine, 2011).

Debido a su estructura semicristalina compuesta de enlaces éster, la PCL es
susceptible a la degradacién hidrolitica por rompimiento de estos enlaces o por
degradacion enzimatica, esta ultima es util en la ingenieria de tejidos ya que su
cinética de degradacidén es considerablemente menor que la de otros polimeros
poliésteres por su hidrofobicidad, lo que permite disefiar andamios mas duraderos,
una mejor adherencia, proliferacion y diferenciacion celular (Atzet et al., 2008;
Anwaar-Nazeer et al., 2019).

La porosidad juega un papel fundamental en el anclaje celular, ya que, si un material
contiene una porosidad adecuada con interconectividad, las células creceran,

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

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

mucho potencial en este tipo de aplicaciones.

Sin embargo, la PCL posee ciertas desventajas como, por ejemplo, poseer una
superficie altamente hidrofdbica, la cual resulta en una baja adhesion celular, baja
migracion, proliferacion y diferenciacion celular. Esta desventaja se puede
solucionar mediante el mejoramiento de la hidrofilicidad de la PCL, esto se realiza
mediante el incorporamiento de polimeros hidrofilicos como el PLLA o el PGA
mediante la sintesis de copolimeros (Anwaar-Nazeer et al., 2019; Huang, 2019).

Aunque se han realizado numerosos estudios utilizando PCL para aplicaciones
cardiacas, la presente invencion aporta una solucidn tecnolégica basada en la
fabricacion de un andamio biomédico de PCL anclada quimicamente con MWCNT-

NH2 para la regeneracion muscular, incluyendo la cardiaca.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Figura 1. Fotografia de cuatro cajas de Petri, conteniendo membranas de
PCL/MWCNT precipitadas con MeOH antes de ser secadas en campana de

extraccion.
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Figura 2. Imagen de los andamios de PCL/MWCNT utilizados en implantacién en
las ratas, realizado en el quiréfano de la facultad de Salud de la Universidad del
Valle.

Figura 3. Resultado obtenido del acoplamiento de la PCL(c) con los MWCNT: a)
PCL(c)/MWCNT 1% b) PCL(c)/MWCNT 3% y c) PCL(c)/MWCNT 5%.

Figura 4. Integracion del andamio de PCL«c/MWCNT 5% al EDL del biomodelo

murino.
Figura 5. Resultados de la prueba de contraccion muscular.

Figura 6. Determinacion de la estructura interna de los andamios de
PCL(C)/MWCNT mediante XRD.

Figura 7. Geometria de los maximos de difraccion que permiten determinar la

estructura de los cristales de los andamios de PCL/MWCNT.

Figura 8. Determinacion de la morfologia superficial de los poros del andamio de
PCL(C)/MWCNT 1%.

Figura 9. Determinacion de la morfologia superficial de los poros del andamio de
PCL/MWCNT 3%.

Figura 10. Determinacion de la morfologia superficial de los poros del andamio de
PCL/MWCNT 5%.

Figura 11. Ensayo de traccion para los andamios de PCL/MWCNT en funcion del
porcentaje de nanotubos de carbono 1%, 3% y 5%.

Figura 12. Incremento del Médulo elastico para los andamios de PCL/MWCNT a
medida que se incrementa la cantidad de MWCNT.

Figura 13. Incremento de la resistencia a la Traccion de los andamios de
PCL/MWCNT a medida que se aumenta la cantidad de MWCNT.

Figura 14. Desplazamiento de los andamios de PCL/MWCNT obtenida por

nanoindentacion.

Figura 15. Dureza de los andamios de PCL/MWCNT obtenida por

nanoindentacion.

Figura 16. Modulo Elastico de los andamios de PCL/MWCNT calculados por

nanoindentacion.

Figura 17. Resistencia de la deformacion plastica de los andamios de
PCL(C)/MWCNT.

Figura 18. Recuperacién Plastica de los andamios de PCL(C)/MWCNT.
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Figura 19. Resultado de la prueba de citotoxicidad de los andamios de
PCL(C)/MWCNT.

Figura 20. Etapa de insercidén del alcohol primario 1-octanol al Sn(Oct)2, para

formar una especie activa.

Figura 21. Fase de Propagacion de la polimerizacion por ROP de la PCL.

Figura 22. Fase de finalizacion de la polimerizacion por ROP de la PCL, donde la
incorporacion de un grupo hidroxilo a la molécula activa, hace que el complejo activo

de estano se retire de la reaccion y quede la PCL de alto peso molecular.

BREVE DESCRIPCION DE LA INVENCION

La presente invencién divulga un andamio biomédico compuesto por
policaprolactona (PCL) y nanotubos de carbono de pared multiple (MWCNT), donde
el contenido de MWCNT se encuentra en proporciones del 1% al 5% en peso

respecto a la PCL.

En un objeto adicional, la presente invencion divulga el método de fabricacion del
andamio, mediante ultrasonido, a partir del control de las propiedades térmicas, en
donde la temperatura de degradacién disminuye a medida que aumenta la

concentracion de MWCNT.

El método para la fabricacion de andamios biomédicos de PCL/MWCNT comprende

el desarrollo de las siguientes etapas:
La sintesis de PCL mediante polimerizacion por apertura de anillo (ROP);

La funcionalizacion de los MWCNT mediante ultrasonido para mejorar la interaccion

con la matriz de PCL;

En la modalidad preferida de realizacién, el método incluye una etapa de
preparacion de andamios mediante moldeo por solvente o impresion 3D, para
obtener porosidad e interconectividad especificas, segun el contenido de MWCNT.

El andamio objeto de la presente descripcidn presenta una combinacién optimizada
de elasticidad y rigidez, determinada por el porcentaje de MWCNT, donde el
andamio de PCL/MWCNT al 5% presenta mayor resistencia maxima y el de 1%

mayor flexibilidad.

A su vez, presenta propiedades de conductividad eléctrica que incrementan con el
aumento de la concentracion de MWCNT, alcanzando conductividad adecuada en
el andamio al 5%.
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El material compuesto de PCL soportado con MWCNT-NH2 sirve como andamio
para crecimiento de células de musculo estriado incluyendo cardiomiocitos, que

permiten la recuperacion de la capacidad contractil perdida.

La evaluacion de las propiedades térmicas, mecanicas y bioldgicas del andamio se
realiz6 mediante DSC, nanoindentacién, analisis de Raman y pruebas de viabilidad

celular.

A medida que aumenta la concentracion de MWCNT, el andamio presenta una
estructura cristalina mejorada, la cual fue verificada por analisis de difraccion de
rayos X (XRD).

Dentro de las ventajas técnicas aportadas por la presente invencidn se tiene que el
andamio biomédico de PCL/MWCNT funcionalizado mediante ultrasonido, presenta
una interconectividad del poro que se incrementa en, al menos, un 30% al aumentar
la concentracion de MWCNT del 1% al 5%.

La dimensionalidad del biodispositivo depende del sitio de implante y la
funcionalidad esperada, por lo que las medidas del largo, ancho y espesor, pueden
ser variables, en todo caso, el espesor del biodispositivo puede oscilar entre 50 pm
y 2000 pm.

Los objetos anteriormente descritos, al igual que los objetos adicionales a que
hubiere lugar, seran expuestos al detalle y con la suficiencia necesaria en el capitulo
descriptivo que se divulga a continuacion, el cual constituira el fundamento del

capitulo reivindicatorio.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

La presente invencion ensefia andamios flexibles de policaprolactona (PCL) con
nanotubos de carbono de pared multiple MWCNT (Multi-Wall Carbon Nanotubes-
NH2 Rich; www.cheaptubes.com), susceptibles de aplicacion como soporte a
células de musculo estriado, comprobando su respuesta mecanica y eléctrica con

una flexibilidad y elasticidad similar al tejido circundante.

En la invencion objeto de la presente descripcion, los nanotubos de multicapa son
funcionalizados con grupos amino (MWCNT-NH2). Esta combinacion no solo le
brinda estabilidad, sino que estos grupos amino dan hidrofilicidad para que las
células puedan colonizar el andamio. Es necesario mencionar que una porosidad
adecuada promueve la difusion de gases, nutrientes y la vascularizacion del
andamio. Respecto al control de poros, técnicas como la impresién 3D permiten su

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

El CNT esta basado en el numero de cilindros de grafeno hexagonales que posee.
Los CNT de un solo cilindro, se les denomina CNT de capa simple (SWCNT). Estos
son curvos y cerrados, con tamafo aproximado de 1-2 nm en diametro (Martin,
2011; Ashtari et al., 2019). Los CNT objeto de implementacion en los andamios que
se revelan en la presente descripcibn poseen varios cilindros de grafeno
conceéntricos, por lo que se les denomina CNT de multiple capa o MWCNT, con
tamano aproximado de 10-100 nm.

El método de fabricacion de los andamios involucra la funcionalizacién de la PCL
(sintetizada mediante ROP en la modalidad preferida de realizacion) con los
nanotubos de carbono de pared multiple MWCNT.

En una modalidad de realizacion, la funcionalizacién se llevo a cabo pesando 5 g
de PCL, se agregaron a un Erlenmeyer de 250 mL que contenia 60 mL de
cloroformo (CHCI3); se puso bajo agitacion constante de 600 rpm a temperatura
ambiente (25°C) durante 1h. Una vez pasado el tiempo de agitacion y observando
que la PCL se hubiera disuelto completamente, se procedi6 a pesar 1%, 3% y 5%
de MWCNT respectivamente.

Estos porcentajes previamente pesados se dejaron en agitacion constante a 600
rpm durante una hora, se les agrego 60 mL de cloroformo y se llevaron a un equipo
de Ultrasonido de marca Lab-Companion UCP-10, durante 30 minutos. Una vez
terminado este procedimiento, las soluciones de PCL/cloroformo vy
MWCNT/cloroformo por separado, se llevaron al equipo de ultrasonido por 1h
adicional.

Una vez finalizada la hora, la PCL se mezclé con los MWCNT con los siguientes
porcentajes; 1% PCL/MWCNT, 3% PCL/MWCNT y 5% PCL/MWCNT
respectivamente. Se dejaron en ultrasonido a temperatura de 47°C bajo
pulsaciones cortas cada tres segundos durante 2 h. Pasado este tiempo, se
precipitaron con 50 mL de metanol (meOH). Finalmente, se dejo evaporar el
cloroformo en campana de extraccidon hasta obtener el material compuesto

deseado, como se muestra en la Figura 1.
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La caracterizacion estructural de los andamios de PCL/MWCNT se llevé a cabo
mediante Espectroscopia RAMAN. Las mediciones y los espectros RAMAN se
procesaron mediante una geometria de retrodispersion por un equipo marca
Thermoscientific DXR, con una fuente de excitacion de Ar+ de una longitud de
onda 514 nm. Este equipo esta acoplado con un microscopio marca LEICA invia
RAMAN. Los espectros fueron corridos desde 1000 cm-1 hasta 2000 cm-1, este
rango es lo que se conoce como la huella digital de la PCL (donde estan las

bandas principales).

La caracterizacion superficial se llevé a cabo mediante microscopia electrénica de
barrido (SEM), donde los andamios de PCL/MWCNT se acondicionaron con un
recubrimiento de oro mediante un sistema de Sputtering Cressington Sputter
Coater 108 auto para incrementar su conductividad eléctrica, una vez realizado
esto, se llevaron al SEM de marca NeoScope JCM-5000, bajo condiciones de
voltaje de 4 a 10 kV y a alto vacio con condiciones criogénicas. Las imagenes de
la superficie se tomaron a unas resoluciones de 50, 100 y 200X.

La determinacion de la estructura cristalina de los andamios de PCL/MWCNT se
llevé a cabo mediante difraccion de rayos-x (XRD, alto angulo), correspondiente
al difractometro de Rayos-X de referencia PANalytical X pert proTM, con fuente
de radiacion Cu Ka con longitud de onda A = 1.5405 A, voltaje acelerador de 40
kV y corriente de 50 mA. El equipo cuenta con un monocromador secundario que
elimina la radiacién KB y la fluorescencia, las mediciones fueron realizadas a

temperatura ambiente.

Las caracterizaciones fisioquimicas de los andamios de PCL/MWCNT se llevaron
a cabo mediante calorimetria diferencial de barrido (DSC), con un equipo marca
Mettler Toledo a una velocidad de calentamiento de 10 oC/min en una atmosfera
de nitrégeno con un flujo de 80 mL/min desde 20 oC hasta 400 oC. Los analisis
térmicos de la PCL y del PCL/MWCNT se realizaron mediante la técnica de TGA
a una velocidad de calentamiento de 10 oC/min en una atmdsfera de nitrogeno
con un flujo de 80 mL/min desde 20 oC hasta 400 oC.

La dureza de los andamios de PCL/MWCNT de determin6 mediante
nanoindentacion, usando un equipo nanoindentador marca Ubil-Hysitrom que
tiene una punta piramidal Berkovich de 150 nm. Para obtener el médulo elastico,
la carga maxima y la dureza, cada muestra se indent6 cinco veces en diferentes

partes de su superficie separadas por unos milimetros.

El modulo de traccion de los andamios de PCL/IMWCNT se determiné mediante
ensayo de traccion, de acuerdo con la norma ASTM 3822-07, mediante la cual se
seleccionaron tres muestras para cada uno de los porcentajes de (1%, 3%, 5%).
La prueba se llevo a cabo mediante el uso de una maquina universal de ensayos
TINIUS OLSEN HS50Ks con una celda de carga de 500 N con mordazas
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neumaticas especiales. Las probetas tipo V fueron fabricadas de acuerdo con la
norma ASTM D638-22. Se empled una velocidad de desplazamiento de mordazas
igual al 5 mm/min de la longitud del ensayo por unidad de tiempo (mm/min); con
una distancia entre mordazas de 300 mm, con el objetivo de determinar la
resistencia maxima a Traccion, modulo de elasticidad y deformacion porcentual

en la carga maxima del material compuesto.

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

las siguientes:

- PCL/MWCNT 1%: espesor 1 mm x 3.22 mm
- PCL/MWCNT 3%: espesor 0.22 mm x 3 mm
- PCL/MWCNT 5%: espesor 0.45 mm x 3.3 mm

La PCL y los andamios de PCL/MWCNT fueron sometidos a pruebas de
impedancia eléctrica con un en un equipo de marca Wayne Kerr precision
Impedance Analyzer 6420. Las muestras fueron compactadas usando una
portamuestras de técnica de cuatro puntas y la impedancia se llevé a cabo a
diferentes rangos de frecuencias, mostrando el resultado en pantalla. Finalmente,
los resultados de impedancia capacitiva, resistiva e inductiva (CRI) se procesaron
en un computador, dando una grafica impedancia (Z) vs rango de frecuencias.

SINTESIS DE PCL MEDIANTE ROP.

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

En un balén de fondo redondo de 100 mL se vertio 20 mL de e-caprolactona con
138 uL de Sn (oct)2 en ausencia de solventes, se puso bajo agitacién constante con
un magneto a 120 rpm a temperatura ambiente (25°C). Este baldn, con la mezcla
descrita anteriormente, se ubicd en un bafio de arena y se tap6é completamente con

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

Se inicio el calentamiento hasta 140°C, manteniendo la reaccion continua durante
48 h, tiempo en el cual la PCL de alto peso molecular obtenida debid adquirir una
consistencia sélida y fuerte. Se dio por terminada la reaccion y se dejé en reposo

hasta alcanzar temperatura ambiente.

Posteriormente, se agrego el doble de volumen de metanol (MeOH), con lo cual se
formd una suspension lechosa, de la que se precipité PCL de alto peso molecular,
en estado sdlido y de color blanco. Se dejé reposar, se filtré al vacio en embudo

Bdchner y se secd con el mismo vacio durante un tiempo de 15 minutos. Acto
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seguido, se llevdé a campana de extraccidon donde se dejo secando dos dias. Una

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

Posteriormente, la PCL obtenida fue macerada en un mortero hasta obtener
pequefios fragmentos.

El proceso de sintesis mediante este mecanismo de ROP fue realizado de forma
sistétmica hasta alcanzar las condiciones Optimas que garanticen una
reproducibilidad confiable, por lo que se obtuvieron 700 g de PCL sintetizada. Con
esta PCL(S) se realiz6 el acoplamiento con los MWCNT.

La PCL(s) se obtuvo mediante el mecanismo de coordinacién-insercion el cual se
divide en tres etapas fundamentales. En la primera etapa, la de iniciacién, el octoato
de estafo (Sn(Oct)2) se inserta, en este caso, por un alcohol primario, el 1-octanol
formando una especie que se ilustra en la Figura 20. El estafio actua como un centro
activo debido a sus orbitales de vacios y capta los electrones desapareados del
grupo hidroxilo del 1-octanol. Una vez captado este grupo hidroxilo, suelta el acido-
2-etil- hexanoico, dejando el alcéxido de estaio, la especie activa.

Una vez obtenida la especie activa en la etapa anterior, se inicia la segunda etapa,
la de propagacioén. Esta etapa de propagacion representada en la figura 21, la PCL
juega un papel fundamental como un ligando coordinado con el estafio del iniciador,
via oxigeno del carbonilo (C=0) de la CL; resultando en un oxigeno de carga
positiva reforzando la electrofilicidad del C=0 y a su vez, la nucleofilicidad de los
grupos ester de la CL; haciendo que la “insercidén” de la CL hacia el estafio-oxigeno
tome lugar (Albertsson, 2003; Pefiaranda, 2013). En esta etapa de propagacion aun
continua el iniciador Sn(Oct)2 haciendo parte del polimero, éste se debe retirar
inmediatamente para evitar efectos citotdxicos en el polimero de PCL recién
sintetizado.

En la etapa de finalizacion, (etapa tres), se incorpora en la molécula activa un
compuesto monofuncional, en este caso metanol (MeOH), que retire el Sn(Oct)2 del
polimero y éste pueda ser cerrado con el grupo hidroxilo (-OH) final (Albertsson,

2003; Penaranda, 2013) (Figura 22), quedando asi, la PCL de alto peso molecular.

Los ejemplos que se describen a continuacion son presentados con el objetivo de
describir los aspectos preferidos de la invencion, pero no constituyen una limitacion

al alcance de esta.
EJEMPLO 1.

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

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

un tiempo de 30 minutos.

Una vez terminado este procedimiento, las soluciones de PCL/cloroformo y
MWCNT/cloroformo por separado, se llevaron al equipo de ultrasonido por 1h
adicional

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

e 1% PCL/MWCNT
o 3% PCL/MWCNT
o 5% PCL/MWCNT

Se dejaron en ultrasonido a temperatura de 47 °C bajo pulsaciones cortas cada tres
segundos durante 2 h. Pasado este tiempo, se precipitaron con 50 mL de meOH
(Figura 1).

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

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

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

La implantacion de los andamios de PCL/MWCNT en musculo periférico de
biomodelo murino se realizé con base en PROTOCOLO JOVE (Franco, et al., 2014)

de la siguiente manera:

a) Se pesoOy se anestesio profundamente un raton Wistar adulto con isofluorano
inhalado, usando un vaporizador con 5% de isoflurano con un caudal de
oxigeno min 1,5 L y una campana de vidrio con isofluorano algodén

empapado en la parte inferior.

b) Se realiz6 un corte longitudinal en la piel sobre musculo extensor largo digital
(ELD) de la pata izquierda de la rata. Se procedi6 a realizar la fulguracion al
musculo con un electrobisturi. El otro musculo de la pata contralateral se usé

como control de reparacion natural. Se suturd la piel sobre el musculo previa
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infiltracion con Bupivacaina para control del dolor post lesional e implante.

Acto seguido, el raton dejé en recuperacion (Figura 2).

c) El andamio utilizado fue previamente sometido a pruebas de citotoxicidad in
vitro mediante el uso del método MTT, corroborando que no es toxico a las
concentraciones de 1y 5 %, con un diametro de 3 mm, y desinfectado con
alcohol 70%.

d) Los andamios, en concentraciones de 1% y 5%, se sumergieron en una
solucién con células medulares diferenciadas a cardiomiocitos y fueron

llevados a la sala de cirugia (Figura 8.43)

e) Se realizé nuevamente un corte longitudinal en la piel sobre musculo ELD de
las ratas a implantar y se procedi6 a realizar la fulguracion al muslo con la
posterior implantacién del andamio. El andamio se adhiri6 con tres
microgotas de metacrilato, una en la parte superior, otra en la inferior y otra

a la izquierda. El muslo se cerrd con sutura (Figura 8.44).

El musculo de la otra pata posterior sirvio como control. Este mismo procedimiento

se repitid bajo estas cinco condiciones:
e Andamio al 1%, sin células diferenciadas.
e Andamio al 1%, con células diferenciadas
e Andamio al 5% sin células diferenciadas.
e Andamio al 5% con células diferenciadas.
e Musculo EDL electrofulgurado sin andamio implantado

Las ratas Wistar utilizadas se dejaron en recuperacion. Para aliviar el dolor y la
inflamacion se les administré ibuprofeno 400 mg/kg por via oral y diclofenaco IP 100
mg/kg peso rata cada ocho horas durante cuatro dias (Figura 8.45).

Después de 10 dias las ratas fueron sometidas a eutanasia utilizando sobredosis
isoflurano. El musculo completo se extrajo y fue llevado a un equipo de Biopack,

donde se le realizé estimulacion y respuesta al estimulo.
CARACTERIZACION ESTRUTURAL Y TERMICA DE LA PCL
Comprobacioén de la sintesis de PCL mediante ROP por FT-IR y RAMAN

Con el fin de comprobar si hubo una reaccion de polimerizacién se realizaron

pruebas de FT-IR, donde se compararon las bandas generadas por el monémero



10

15

20

25

30

35

de e-caprolactona con las bandas generadas de la estructura de PCL sintetizada.
(Figura 9.4).

Una técnica complementaria a la FT-IR es la espectroscopia RAMAN. Debido a su
alta resolucion, se decidio realizar la espectroscopia RAMAN como complemento,
para comparar la e-caprolactona con la PCLs) y la PCL ).

El espectro RAMAN demostro que la ROP de la PCL tuvo lugar y que efectivamente,
el solido blanco obtenido en la sesion 8.1 es PCL de alto peso molecular.

Espectros de DSC y TGA de la comparacion entre la PCLs) y la PCL )

La espectroscopia DSC se utilizé para visualizar temperaturas de las dos PCL. Se
pudo apreciar un espectro DSC muy similar entre las dos PCL cuyas propiedades
térmicas son muy parecidas y se corrobora la obtencién de PCL de alto peso

molecular.

Mediante TGA se observaron las propiedades de pérdida de peso molecular con
respecto a la temperatura de las dos PCL, encontrandose un comportamiento en
porcentaje de pérdida de peso muy similar entre ambas.

Con estas caracterizaciones, se comprobo la realizacién de la sintesis de PCL por
ROP y que esta PCLs) posee propiedades muy similares a la PCLc).

FUNCIONALIZACION DE PCL) Y PCL() CON NANOTUBOS DE CARBONO

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

Como resultado del acoplamiento se obtuvieron andamios porosos de
PCL«/MWCNT. Este proceso se refind varias veces hasta obtener andamios de
mejor calidad.

Un aspecto importante de la figura 3 es que, a medida que se fue incrementando
la cantidad de MWCNT a la PCL, Se generaron andamios mucho mas porosos.
Esto se debe a que los MWCNT generan aglomerados que permiten la formacion

de esos poros.

A pesar de que no se obtuvieron andamios con la PCLs) se realizaron varios analisis
térmicos, mecanicos y estructurales con el objetivo de continuar con la comparacion

de estas propiedades con respecto a la PCL ).

Se realizo la verificacion para determinar si el acoplamiento de la PCL)y la PCL)
se establece quimicamente (de manera que potencia la interaccion fibra/matriz) o

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

IMPLANTACION DE LOS ANDAMIOS EN LOS MUSCULOS DIGITALIS
EXTENSOR LONGUS (EDL) DE BIOMODELOS MURINOS

Una vez realizada la implantacion de los andamios en los EDL de los biomodelos
murinos, sacrificados a los 15 dias, se procedio a la extraccion del EDL de la rata,
para verificar si los andamios de PCLcy/MWCNT 1% y PCLcy/MWCNT 5%,
presentaban algun tipo de reaccién inflamatoria o si éstos no se integraban a la
fraccion electro fulgurada de los EDL de los biomodelos. Resultados de la
verificacion para el andamio de PCLcy MWCNT 1%

No se observd ninguna reaccion adversa al tejido ni inflamacion que pudiese
comprometerlos, ademas, el andamio de PCLc/MWCNT 1% muestra una
excelente integracion al tejido.

No se observd ninguna reaccion adversa al tejido ni inflamacion que pudiese
comprometer los tejidos, ademas, el andamio de PCLcyMWCNT 5% muestra una
excelente integracion al tejido. Lo anterior significé que estos tejidos estaban listos

para ser sometidos a pruebas de estimulacion eléctricas de contraccion muscular.

PRUEBAS DE CONTRACCION MUSCULAR CON LOS ANDAMIOS DE
PCL(c/MWCNT

Realizacion de las pruebas de contraccion muscular con los andamios de
PCL«cyMWCNT (Tabla 1)

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

Tabla 1. Condiciones experimentales para las pruebas de contraccion muscular
con los andamios de PCLcyMWCNT
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Una vez realizada las pruebas de contraccién muscular de EDL, se realiz6 la grafica

de comparacion (Figura 5).

Como se puede apreciar, el andamio de PCLcy/MWCNT 5% con células aumento
la fuerza de contraccidn muscular hasta en un 1.0 N, por encima de la fuerza de

contraccion realizada por el control natural y por el control fulgurado.
EJEMPLO 2.
Pruebas de citotoxicidad

Se realizaron ensayos de citotoxicidad in vitro de los andamios de PCL/MWCNT
con fibroblastos de lineas celular L929 de la siguiente manera:

En un frasco de cultivo T-75 se sembro la linea celular L 929 de fibroblastos
(Thermo Scientific, Mouse fibroblast cell line, ATCC # CCL-1 CCL-1is NCTC clone
929 of strain L, derived in 1948 from a C3H/An male mouse), se le agregé DMEM
complementado con 10% FBS (Cat. No. 14-501F, Lonza) a 37 + 1 °C. Poco antes
del final del periodo de incubacioén, las células se evaluaron microscopicamente y
se afnadio el reactivo XTT (CyQUANT™ XTT Cell Viability Assay) y un reactivo de
acoplamiento de electrones. Se realiz6 la siembra de esta linea celular L929 de
fibroblastos en placa de 24 pozos (Corning™ 3526) y se dejo cultivando durante
24-48 horas en incubadora a 37°C y 5% de atmosfera de CO2.

Una vez cumplido el tiempo de incubacién, se transfirieron 100 uL del
sobrenadante de cada uno de los pozos que contienen las células y cada uno de
los materiales analizados antes esterilizados se agregaron a los pozos
correspondientes en la placa de 96 pozos (Merck PSHT004R5) se les retird el
medio de cultivo y se volvi6 a agregar XTT.

Se incubd la placa a temperatura ambiente protegida de la luz durante tres horas
con aluminio. Se volvio a retirar el medio y se agrego 150 pyL de XTT. Para que se
pudiera realizar la prueba de citotoxicidad se utilizé un lector de microplacas para
ELISA, STAT-FAX 2100, a una longitud de onda de 456 nm con un filtro de

referencia de 492 nm.
EJEMPLO 3

Determinacion de la estructura interna de los andamios de PCL/MWCNT

mediante rayos XRD

Una vez fabricados los andamios de PCL/MWCNT se pretendié determinar su
estructura interna por medio de la técnica de XRD. Con la estructura interna se
determina la fase cristalina en el estado solido de la PCL y de los PCL/IMWCNT
(1%, 3% y 5%) (Figura 6). Por lo anterior, se realizaron ensayos de difraccidén de
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rayos x para la PCL y para los andamios de PCL/IMWCNT 1%, PCL/IMWCNT 3%
y PCL/IMWCNT 5%.

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

La geometria de los maximos de difraccion permite determinar la estructura de
los cristales de los andamios de PCL/MWCNT (Figura 7).

En la figura 7 se puede observar un aumento en la intensidad del pico asociado al
plano (002) de los MWCNT, en la medida en que se usaron mayores
concentraciones de MWCNT, siendo la concentracion de 5% donde se presento
mayor intensidad en el pico. Vale la pena resaltar que los difractogramas muestran
la naturaleza semicristiana de la PCL, pero se notaron ciertos cambios en los picos
de difraccién asociados al porcentaje de MWCNT usados, lo anterior concuerda
con la investigacion reportada por Hudecki, (2019), esta sinergia estructural puede
ser evidencia de la efectiva interaccion entre los WMCNT y PCL, siendo el
andamio de PCL/MWCNT 5% el mas cristalino, lo cual se corrobora con imagenes
de SEM.

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

morfologia superficial de poros.

Determinaciéon de la porosidad de los andamios de PCL/MWCNT mediante
SEM

Se comprobd, mediante microscopia 6ptica, que los poros generados en los
andamios estan interconectados y poseen el diametro suficiente para que las
células puedan anclarse a ellos y asi ejercer sus funciones especificas. Lo que se
pretendio por SEM es ver la morfologia de esos poros en todos los porcentajes de
los andamios (Figura 8) Como se aprecia en la figura 8, el andamio de
PCL(C)MWCNT 1% posee microporos no interconectados entre los 10 ym hasta
los 50 uym.

El SEM se utilizd, en esta ocasion, para visualizar la superficie de los andamios,
independientemente si éstos tuvieran poros interconectados. Por este motivo, es
importante resaltar que los poros de los andamios de PCL/IMWCNT 1% (Figura 8)
son muy pequefios y la gran mayoria no presentan interconectividad. Debido a
esto, se registré una viabilidad celular muy baja del 51.12%. La morfologia de los
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poros del andamio de PCL/MWCNT 3% presentd poros mas grandes y con
interconectividad y sus tamanos variaron entre los 25 ym hasta los 100 um (Figura
9).

Para los andamios de PCL/IMWCNT 3% (Figura 9) se observaron poros mas
grandes e interconectados, lo que hizo que la viabilidad celular fuera del 57. 74%
muy similar a la de los andamios de PCL/MWCNT 1%. El andamio de
PCL/MWCNT 5% presentd poros grandes, con interconectividad y sus tamafios
variaron entre los 50 ym hasta los 800 ym (Figura 10).

Mientras que para los andamios de PCL/MWCNT 5% (Figura 10) se visualizé una
superficie mucho mas porosa, con muchos poros interconectados lo que hizo que

su viabilidad celular fuera muy alta de 89.71%.
Ensayo de tracciéon de los andamios PCL/IMWCNT

Con el fin de evaluar las propiedades mecanicas de deformacién y de resistencia
maxima (0T) que pueden soportar los andamios de PCL/MWCNT, se realizaron
pruebas de traccion. Estas pruebas de Traccion nos permiten determinar el
modulo de elasticidad, médulo de Young (E), que nos dice qué tan rigido es el
material. Entre mayor sea el valor del E mas rigido sera el material. por lo tanto,
se realizaron pruebas de Traccion a los andamios con diferentes porcentajes de
PCL/MWCNT (1%, 3% y 5%), para tener unos valores de resistencia maximay E

mas precisos como se ilustra en la figura 11.

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

lineal de las graficas y se tomo el valor de la pendiente (Tabla 2).

Médulo
elastico

Andamio

PCL/MWCNT

%

(%) (MPa)

1 0.74

3 1.29

5 3.59

Tabla 2. Calculo del moédulo elastico de los andamios de PCL/MWCNT 1%

En la figura 12 se realiz6 una comparacion entre los E de los andamios de

PCL/MWCNT en sus tres porcentajes y se encontr6é que el mas flexible, con una
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E de 0.74 MPa, es el andamio de PCL/MWCNT 1% y el mas rigido con una E de
3.59 MPa es el andamio de PCL/IMWCNT 5%, mientras que los andamios de
PCL/MWCNT 3% presentaron una flexibilidad intermedia de E 1.29 MPa.

Los datos registrados del E de los andamios de PCL/IMWCNT de esta tesis,
coinciden con los registrados por Meng (2020) donde se reportan resultados de E
entre 1.4 a 6 MPa para andamios de PCL/IMWCNT de 0.1% y PCL/MWCNT de
0.2% con un porcentaje de deformacion del 20%, similar al porcentaje de
deformacion de los andamios de PCL/IMWCNT 1%, pero muy diferentes a los
PCL/MWCNT 5% que tienen un porcentaje de deformacién de casi un 80%. Por
otro lado, Flores-Cedillo (2015), reporta E mucho mas elevadas entre 172 a 608
MPa. Esto se debe a que los andamios fabricados constituyen una mezcla de PCL,
hidroxiapatita, quitosano y MWCNT, para ser utilizados en implantes dentales, por
esta razén éstos deben ser rigidos y por ende poseer E elevados.

Se procedio a estimar la resistencia maxima de los andamios de PCL/MWCNT,
que es el valor maximo de la zona elastica que el material puede soportar antes

de fatigarse (Tabla 3).

Resistencia maxima,
Andamio PCL/IMWCNT (%) oy
(MPa)
1 5.23
3 7.64
5 14.7

Tabla 3. Estimacion de la resistencia maxima de los andamios de PCL/MWCNT
1%

Las comparaciones entre oT de los andamios de PCL/MWCNT fabricados son
concordantes con las E halladas, el andamio con menor resistencia seria el de
PCL/MWCNT 1% con un valor de 5.23 MPa, seguido del andamio de
PCL/MWCNT 3% con un valor de 7.64 MPa y el de mayor resistencia seria el
PCL/MWCNT de 5% con un valor de 14.7 MPa. Esto quiere decir que el andamio
de PCL/IMWCNT 1%, si se somete a una fuerza superior a 5.23 MPa se rompe,
mientras que el andamio de PCL/MWCNT 5% posee una oT muy superior a los

otros andamios (figura 13).

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

utilizados en regeneracion 6sea.

Analisis mecanico mediante indentacion instrumentada (nanoindentacion) a
los andamios de PCL/MWCNT

Las pruebas de nanoindentacion se utilizan para determinar dos parametros muy
importantes, uno de estos es la dureza del material y el otro es el desplazamiento
que sufren los andamios cuando se les aplica una carga. Los andamios de
PCL/MWCNT, tienen una dureza excelente del orden de los GPa. El parametro de
desplazamiento aumenta a medida que se aumenta el porcentaje de nanotubos
de carbono en los andamios de PCL/IMWCNT (Figura 14).

Se encontré un aumento de los parametros de dureza de los andamios de
PCL/MWCNT a medida que aumento el porcentaje de MWCNT (Figura 15).

Los resultados de las pruebas de nanoindentacion establecen que, a medida que
se aumenta la cantidad de MWCNT en los andamios, aumenta su dureza (la

resistencia de un material a ser deformado plasticamente).

En consecuencia, el andamio de PCL/MWCNT al 5% es el que mayor dureza
posee, lo que indica un andamio rigido, mientras que el andamio de PCL/MWCNT
al 1% es el andamio mas blando. Esto es corroborado por Huang (2019), donde
se registr6 un incremento en la dureza de los andamios a medida que se
incrementaba la cantidad de MWCNT. Huang, registré para sus andamios de
PCL/MWCNT al 0.25 % una dureza de 0.04 GPa, para los andamios de
PCL/MWCNT al 0.75%, una dureza de 0.05 GPa y una dureza similar para los
andamios de PCL/MWCNT al 3%. Dichos resultados estan muy por debajo de los
registrados en esta investigacion, indicando que los MWCNT utilizados no solo
sirven como refuerzo de la matriz de PCL, sino que contribuyen enormemente a

las propiedades mecanicas de los andamios (Huang, 2019).

Los resultados de dureza obtenidos se comprueban con las curvas de
desplazamiento (Figura 15), donde el desplazamiento para el andamio
PCL/MWCNT al 5% es menor que el desplazamiento en nm registrado para los
andamios de PCL/MWCNT 3% y los andamios de PCL/MWCNT 1%, siendo este
ultimo el mas blando de todos los andamios. Lo anterior no es concordante con el
maodulo elastico reportado para los andamios de PCL/MWCNT al 5%, que fue de
0.74 MPa, indicando un material flexible. Esto se explica debido a que el ensayo
de traccion es una medida macro, donde se evalua todo el sistema, mientras que
cuando se hace nanoindentacion, las areas que toma la medida son muy

pequefas. Por otro lado, el equipo de nanoindentacion puede haber tomado una
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region donde haya aglomeracion de MWCNT cuya dureza es mayor y registre

esos datos.

Con la nanoindentaciéon también se calcula el E de los andamios de PCL/IMWCNT
de la porcidn que se nanoindentd (figura 16).

Como se aprecia en la figura 16, el médulo elastico es muy elevado del orden de
los 220 GPa y éste aumenta a medida que aumentan la cantidad de nanotubos,
esta misma tendencia se visualiza en el calculo de la resistencia de la region
plastica de los andamios. Los nanotubos de carbono ejercen un incremento de

esta resistencia a medida que éstos se incrementan (figura 17).

Lo que se observa en la Figura 17 es que los andamios de PCL/MWCNT al 1%
son los que menor resistencia a la deformacion plastica, mientras que a medida
que se va incrementando el porcentaje de nanotubos de carbono esta resistencia
aumenta. Esto quiere decir que, a medida que se incrementa el porcentaje de
nanotubos mayor sera la resistencia plastica del material, lo que es favorable

porque soportara mayores cargas de fuerza.

Otro parametro importante para analizar de los andamios de PCL/MWCNT es el
porcentaje de recuperacion elastica (%R) (Figura 18). Esta recuperacion se mide
mediante la ecuacion 1 y se calcula con base en el porcentaje de MWCNT
contenidos en los andamios fabricados.

o~ o~

O max — 0, , B
%R = # + 100% Ecuacion1
OP'."IG_I'
Donde:

Omax= es el desplazamiento maximo
Op = es el desplazamiento plastico

Aunque los resultados de la recuperacion plastica son casi constantes para todos
los porcentajes de los andamios de PCL/MWCNT (Figura 18), se aprecia que a
medida que se incrementan los MWCNT en los andamios su recuperacion plastica
disminuye esto es debido a que los MWCNT le aportan mas rigidez a los andamios
(Piedrahita, 2017); siendo el andamio de PCL/MWCNT 5% el mas rigido de todos,
por lo que este andamio se deforma poco elasticamente.

Determinacion de la citotoxicidad por mtt de los andamios de PCL/MWCNT

Una vez se realizaron todas las caracterizaciones de los andamios, se procedio a
realizar las pruebas de citotoxicidad por el método MTT de todos los porcentajes

de los andamios (Figura 19).

Los resultados muestran que la PCL sintetizada en el laboratorio tuvo una

viabilidad celular del 97.24%, mientras que la PCL comercial registré una viabilidad
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mas baja de 81.24%. Con respecto a la viabilidad celular de los andamios, los
andamios de PCL/IMWCNT 1% y PCL/IMWCNT 3%, presentaron viabilidad celular
muy parecida de 51.12% y 57.74% respectivamente. Mientras que el andamio de
PCL/MWCNT 5% registro una viabilidad celular del 89.71%. Los datos indican que
la cantidad de células vivas es proporcional a la cantidad de formazan producido,
por lo que si se observa presencia de formazan las células estan realizando
actividad catalitica y por ende estan vivas. Este caso ocurrio, en su gran mayoria,
para el andamio de PCL/MWCNT 5% mencionado anteriormente.

Los datos obtenidos en esta prueba de citotoxicidad MTT fueron concordantes
con los resultados obtenidos por Mattioli-Belmonte (2012) para los andamios de
PCL/MWCNT 5%.

En conclusion, mediante ultrasonido se logro la funcionalizacion de la PCL con los
MWCNT, dando como resultados materiales compuestos de PCL/MWCNT. Los
acoplamientos mas adecuados se realizaron con tres porcentajes, 1%, 3% y 5%
de MWCNT con respecto a la PCL.

Mediante RAMAN se verifico el correcto acoplamiento quimico de los materiales
compuestos de PCL/MWCNT. Los andamios de PCL/MWCNT registraron
propiedades térmicas que disminuyen a medida que se incrementa la cantidad de
MWCNT. El moédulo elastico de los andamios de PCL/MWCNT registraron que el
andamio mas flexible es el de PCL/IMWCNT 1%, mientras que el andamio mas
rigido es el de PCL/IMWCNT 5%. Las resistencias maximas de los andamios
registraron que el andamio que mas resistencia tiene es el PCL/IMWCNT 5% vy el
de menor resistencia es el andamio de PCL/IMWCNT 1%.

Las pruebas de nanoindentacion arrojaron que los andamios de PCL/MWCNT
presentan durezas muy elevadas de 10 a 12 GPa, siendo andamios muy estables
a la hora de ser implantados. Las pruebas de desplazamiento muestran un
material viscoelastico con un porcentaje de recuperacion alto. Los XRD mostraron
gque a medida que se aumenta la cantidad de MWCNT los andamios se vuelven

mas cristalinos, lo que hace potenciar sus propiedades térmicas y mecanicas.

En la prueba de citotoxicidad por MTT se determind que la PCL no es citotoxica
con un valor de viabilidad del 82%, mientras que los andamios del PCL/MWCNT
1% y PCL/IMWCNT 3% mostraron toxicidad alta con un 58% de viabilidad. Caso
contrario ocurrié con los andamios de PCL/MWCNT 5% que registraron una

citotoxicidad muy baja, con una viabilidad del 90%.

El andamio presenta propiedades térmicas controladas, en donde la temperatura de
degradacion disminuye a medida que aumenta la concentracion de MWCNT.

A su vez, presenta los siguientes efectos técnicos:
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- Una combinacién optimizada de elasticidad y rigidez, determinada por el
porcentaje de MWCNT, donde el andamio de PCL/MWCNT al 5% presenta
mayor resistencia maxima y el de 1% mayor flexibilidad;

- Propiedades de conductividad eléctrica que incrementan con el aumento de
la concentracion de MWCNT, alcanzando conductividad adecuada en el
andamio al 5%;

- Una estructura cristalina mejorada a medida que aumenta la concentracion

de MWCNT, verificable por analisis de difraccion de rayos X (XRD).

La funcionalizacion mediante ultrasonido genera que la interconectividad del poro
se incrementa en al menos un 30% al aumentar la concentracién de MWCNT del
1% al 5%. Ademas, funcionalizacion mediante ultrasonido permite asegurar una

dispersidon uniforme con incremento de propiedades mecanicas en un 50%.

La dimensionalidad del biodispositivo depende del sitio de implante y la
funcionalidad esperada, por lo que las medidas del largo, ancho y espesor, pueden
ser variables. En todo caso, el espesor del biodispositivo puede oscilar entre 50 upm
y 2000 pm.

El andamio biomédico objeto de la invencién presenta una dureza en el rango de 10
a 12 GPa, determinada por pruebas de nanoindentacion, lo que garantiza
estabilidad mecanica adecuada para aplicaciones de implantacion.

La citotoxicidad es minima con una viabilidad celular superior al 90%, como se

evalué mediante ensayos de MTT en concentraciones de MWCNT al 5%.

La aplicacion del andamio biomédico resulta éptima para regeneracion muscular,
mejorando la fuerza de contraccion muscular en comparacién con la reparacion
natural. Al ser probado en cultivos de cardiomiocitos, se evidencié conductividad
eléctrica en el rango de 0.2 a 1 S/m y una viabilidad celular minima del 90% tras 15
dias de cultivo, mejorando la fuerza de contraccion celular en al menos un 20%

respecto a la reparacion natural.

El andamio funcionalizado con MWCNT proporciona propiedades viscoelasticas con
alta recuperacion de deformacion, lo que lo hace ideal para soportar condiciones
dinamicas durante su implantaciéon. En consecuencia, es susceptible de aplicacion
en medicina regenerativa, dispositivos musculares implantables, ingenieria de
tejidos, al presentar capacidad de soportar la proliferacién y diferenciacion de
células musculares estriadas durante periodos prolongados de cultivo.

Asi mismo, el andamio biomédico es absorbible en el organismo, con una tasa de
pérdida de peso similar a la PCL comercial, adecuada para su degradacion

controlada in vivo.
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Aunque la presente invencion ha quedado descrita con las realizaciones preferentes
mostradas, queda entendido que las modificaciones y variaciones que conserven el

espiritu y el alcance de esta invencion se entienden dentro del alcance de las
reivindicaciones adjuntas.
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