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RESUMEN

La investigacién intensiva se centra en encontrar nuevas alternativas que puedan sustituir
a los compuestos derivados del petréleo con compuestos de impacto ambiental reducido
(F.P. La Mantia y M. Morreale, 2011). Muchos estudios se centran en el uso de materiales
de la naturaleza, por ejemplo, el acido polilactico (PLA), que es un poliéster derivado del
acido lactico, que ha sido el principal polimero biodegradable utilizado en la investigacion
biomédica para la ingenieria de tejidos (Arijit Basu, Robert Langer y Abraham J. Domb,
2016).

La ingenieria tisular es un campo multidisciplinar que desarrolla materiales funcionales
biocompatibles para preservar, restaurar o mejorar la funcionalidad de huesos, tejidos y
organos. Sin embargo, el mayor problema es generar andamiajes que no causen rechazo
inmunoldgico (Tania Limongi, et al., 2017), sean porosos, tridimensionales y puedan crear

condiciones para que proliferen las células (Z.G. Chen, et al., 2010).

El objetivo de este proyecto fue realizar andamios mediante dos técnicas de fabricacion, la
impresion 3D y el electrohilado, utilizando PLA, quitosano y queratina para su elaboracion,
ademas estos materiales fueron caracterizados utilizando FTIR, Raman, pruebas de
biocompatibilidad, DMA y SEM. Los resultados obtenidos muestran que estos materiales si
pueden tener oportunidad en el area biomédica ya que, tanto los materiales electrohilados
como los impresos, tienen una buena interaccién por fuerzas electroestaticas con las

células.

Los resultados de DMA muestran en los materiales impresos y electrohilados que afiadir
quitosano o queratina mejora la rigidez del material y aumenta su estabilidad térmica. Por
otro lado, los resultados de SEM de los materiales electrohilados muestran como afadir
quitosano o queratina a la mezcla de PLA, se logra disminuir entre un 80% y 86% el

diametro de las fibras del PLA blanco.

Dentro de los resultados de SEM para los materiales impresos nos muestran que los
materiales que tienen un tamafo de refuerzo menor (quitosano o queratina) tienen una
mejor dispersion en la matriz de PLA y menores aglomeraciones en las concentraciones

minimas.
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Por otro lado, dentro de los resultados de las pruebas de biocompatibilidad para el caso de
los materiales electrohilados, muestran que no existe una gran diferencia entre el PLA
blanco y las mezclas que contienen quitosano o queratina. En cambio, los materiales
impresos, muestran en las pruebas de biocompatibilidad un incremento de entre 81% y 87%

al afadir el quitosano y la queratina a la matriz de PLA.

Con base en los resultados de DMA, SEM y biocompatibilidad de los materiales
electrohilados, a pesar que estos materiales no tuvieron un incremento considerable en el
crecimiento celular, el afiadir quitosano y queratina a la mezcla de PLA logra incrementar
la estabilidad térmica y su rigidez, ademas de disminuir el didmetro de las fibras de los
materiales electrohilados, lo cual es bastante benéfico dentro del area biomédica. Estos
mismos analisis pero para los materiales impresos, nos muestran que un tamafo de
refuerzo en forma de particula genera buenos resultados, ya que se logra una mayor
dispersion del quitosano y la queratina dentro de la matriz de PLA, lo cual genera un
aumento en la rigidez de los materiales impresos y a su vez, que exista una mayor area de

contacto con las células provocando un mayor crecimiento celular que el PLA blanco.
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ABSTRACT

Intensive research is focused on finding new alternatives that can replace petroleum-derived
compounds with reduced-environmental impact compounds (F.P. La Mantia y M. Morreale,
2011). Several studies have been developed on using materials from nature, for example,
polylactic acid (PLA), which is a polyester derived from lactic acid, that has been the main
biodegradable polymer used in biomedical research for tissue engineering (Arijit Basu,
Robert Langer y Abraham J. Domb, 2016).

Tissue engineering is a multidisciplinary field that develops functional biocompatible
materials to preserve, restore or improve the functionality of bones, tissues and organs.
However, the major problem is to generate porous scaffolds that do not cause immune
rejection (Tania Limongi, et al., 2017), three-dimensional and also can create conditions for
cells to proliferate (Z.G. Chen, et al., 2010).

The objective of this project was to develop scaffolds by two manufacturing techniques: 3D
printing and electrospinning, using PLA, chitosan and keratin for their preparation. The
materials obtained were characterized using FTIR, Raman, biocompatibility tests, DMA and
SEM. The results obtained show that these materials can have an opportunity in the
biomedical area since both electrospinning and printed materials have a good interaction by
electrostatic forces with the cells. The DMA results show in printed and electrospinning
materials that adding chitosan or keratin improves the stiffness of the material and increases

its thermal stability.

DMA results show that the incorporation of chitosan or keratin into the printed and
electrospinning materials improves the stiffness and increases their thermal stability. On the
other hand, the electrospinning SEM results show diameter reduction of PLA mixtures in
comparison with PLA fibers by 80% to 86%.

SEM results for printed materials show that materials with a smaller reinforcement size

(chitosan or keratin) get a best dispersion in the PLA matrix and a lower agglomeration in

the minimum concentrations.
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On the other hand, the results of the biocompatibility tests for the electrospinning materials,
show that there is not a big difference between PLA and PLA mixtures containing chitosan
or keratin. In contrast, printed materials show an increase ( in comparison of PLA) from 81%
up to 87% in the biocompatibility test when chitosan and keratin are added into the PLA

matrix.

Based on DMA results, SEM and biocompatibility tests, in spite of electrospinning materials,
do not have a considerable increase in cell growth, the addition of chitosan and keratin to
the PLA for mixture, increase the thermal stability and stiffness, in addition, diameter
decreasing of the electrospinning fibers is quite beneficial within the biomedical area. These
same analyses but for the printed materials, show that the reinforcement size in the form of
a particle generates significant results, since a greater dispersion of chitosan and keratin
within the PLA matrix is achieved, which generates an increase in the rigidity of the printed
materials and a greater area of contact with the cells producing a greater cell growth than
the pristine PLA.
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CAPITULO I. INTRODUCCION.

Los plasticos son uno de los materiales mas importantes que sostienen tanto a la sociedad
como nuestro modo de vida actual, por desgracia, estos generan problemas ambientales
sustanciales, ya que estan hechos principalmente de materias primas no renovables (K.
Pivnenko, et al., 2016). Cada vez hay mas investigaciones enfocadas a encontrar nuevas
alternativas que puedan sustituir los compuestos derivados del petréleo por compuestos de

menor impacto ambiental (F.P. La Mantia y M. Morreale, 2011).

Existen estudios que se enfocan en utilizar materiales provenientes de la naturaleza, como
lo es el acido polilactico (PLA), el cual es un poliéster derivado del acido lactico que ha sido
el principal polimero biodegradable utilizado en la investigacion biomeédica como la

ingenieria de tejidos (Arijit Basu, Robert Langer y Abraham J. Domb, 2016).

La ingenieria de tejidos es una ciencia multidisciplinaria que emplea nociones de ciencia de
los materiales, ingenieria, medicina y biologia tratando de desarrollar soluciones
biocompatibles funcionales para preservar, restaurar o mejorar la funcionalidad de células,
tejidos y drganos, sin embargo, la mayor problematica que se presenta es generar
andamios, los cuales son materiales que son fundamentales para la regeneracion tisular,
ya que crean una conexion fisica para la infiltracion y proliferacion celular. Es muy
importante para la ingenieria de tejidos es que estos andamios no provoquen un rechazo
inmunitario (Tania Limongi, et al., 2017), que sean porosos, tridimensionales y puedan crear
condiciones para que las células proliferen (Z.G. Chen, et al., 2010). Existe otra area de la
ingeniera de tejidos, la cual es, la ingenieria de tejidos 6seos abarca los principios de la
biologia 6sea y las disciplinas de ingenieria para aumentar la pérdida 6sea mediante el uso
de andamios, estos andamios no tienen que generar rechazo inmunitario por parte del
organismo, altamente porosos, con interconectividad que proporcione espacio para la
infiltracion celular, la transferencia de nutrientes, la eliminacion de desechos, la neo
vascularizacion y el espacio para un nuevo crecimiento de tejido 6seo (S. Saravanan, R.S.

Leenay N. Selvamurugan, 2016).

Investigaciones recientes sobre biomateriales para la implantacion y el reemplazo éseo en
la ingenieria de tejidos 0seos se ha expandido considerablemente en las ultimas cuatro

décadas. En los ultimos afos, se ha logrado un progreso significativo en el trasplante de



organos, la reconstruccion quirurgica y el uso de prétesis artificiales para tratar la pérdida o
falla de un érgano o tejido éseo. Los biopolimeros son cada vez mas importantes como
andamios para la ingenieria de tejidos 6seos (Jayachandran Venkatesan y Se-Kwon Kim,
2010).

El &cido polilactico (PLA) es considerado como uno de los polimeros renovables bioldgicos
mas competitivos debido a su excelente biocompatibilidad, buena biodegradabilidad y alta
resistencia mecanica (N. Wu y H. Zhang, 2017). Estas propiedades se ven diversificadas
cuando se mezcla con otros biopolimeros como es el quitosano, el cual es un aminoacido
que tiene propiedades de biodegradabilidad, biocompatibilidad, promotor de absorcion,
actividad antimicrobiana y antioxidante (F. M. Goycoolea, C. Remufian-Lépez y M. J.
Alonso, 2009). Otro biopolimero con el que puede ser mezclado es la queratina, la cual es
una proteina natural que puede ser considerado uno de los biopolimeros mas abundantes
en el mundo, sus propiedades se deben a su estructura organizativa. La queratina se puede
encontrar en diversos organismos totalmente disimiles, tales como seres humanos,

caballos, serpientes y aves, entre otros (Flores-Hernandez, 2014).

Con base a investigaciones ya realizadas anteriormente (Rojas-Martinez Laura E., 2017),
se ha demostrado que los biopolimeros como el quitosano y la queratina tienen gran
oportunidad en este campo ya que se ha demostrado que existe un crecimiento celular en

andamios hechos a base de estos materiales.

Es importante destacar que estos materiales son biopolimeros, lo que significa que son
producidos a partir de fuentes renovables, de esta manera se busca ayudar al medio

ambiente dejando de lado los productos que son provenientes del petréleo.

Los andamios juegan un papel crucial en la ingenieria de tejidos e ingenieria de tejidos
0seos y estos pueden elaborarse mediante distintas técnicas, entre estas destacan la
técnica de electrohilado en donde gracias a sus caracteristicas se logran obtener peliculas
con un entramado de tamafio adecuado para el crecimiento celular, por otro lado la técnica
de impresion 3D es interesante por crear andamios tridimensionales con formas muy
complejas, sin embargo, se tiene complicaciones a la hora de seleccionar el biopolimero
que se va a utilizar para su elaboracion, ya que estos tienen que cumplir con ciertos

requerimientos, necesarios para que puedan ser colocados dentro del cuerpo humano.



Como solucion a estas problematicas, en este proyecto se propone la utilizacién de acido
polilactico por sus antecedentes en la investigacion biomédica ademas que el quitosano y
la queratina han demostrado propiedades para el desarrollo de andamios los cuales
permiten el crecimiento a nivel celular. De esta manera teniendo estos materiales de partida
se aplicaran las técnicas de electrohilado e impresion 3D para asi obtener materiales de
diferentes dimensiones con excelentes caracteristicas y a su vez usos diversos en la

ingenieria de tejidos.

La combinacion de la queratina como el quitosano ha demostrado en investigaciones
anteriores que al combinarse con otros polimeros genera fibras entramadas, uniformes, con
buena porosidad y con un buen tamano de celdas, lo cual es muy importante para el

crecimiento celular en andamios poliméricos (Rojas-Martinez Laura E., 2017).

En este trabajo tiene como objetivo general desarrollar andamios poliméricos a base de
PLA, Quitosano y Queratina mediante la técnica del electrohilado e impresién 3D para
analizar su uso como biomateriales de insercién en organismos vivos de acuerdo al tipo de
queratina y los arreglos formados en cada técnica, para esto se tiene la hipotesis de que
los andamios poliméricos realizados a base de PLA, quitosano y queratina alcanzaran
caracteristicas morfolégicas, quimico-estructurales y propiedades mecanicas y de
biocompatibilidad tales que demuestren un comportamiento sinérgico y sean adecuadas

para su insercidn en organismos Vivos



CAPITULO 2. MARCO TEORICO

2.1 Polimeros

La palabra polimero se deriva del griego poli y meros, que significa muchos y partes,
respectivamente, aunque también se pueden usar las palabras macromolécula y gran
molécula como sinénimo de polimero. Los polimeros o macromoléculas son moléculas
gigantes con pesos moleculares al menos 100 veces mayores que las moléculas mas
pequefias como el agua o el metanol (Charles E. Carraher, Jr., 2003). Otros autores se
refieren a los polimeros como materiales compuestos de muchas moléculas o partes que
dan lugar a largas cadenas, estas moléculas grandes se conocen generalmente como
macromoléculas, ademas mencionan que las propiedades Unicas de los materiales hechos
a partir de polimeros y la versatilidad de sus métodos de procesamiento se atribuyen a su

estructura molecular (Tim A. Osswald y Georg Menges, 2010).

Es importante mencionar que la forma de los polimeros esta relacionada con el tamafio de
las diversas unidades que componen las macromoléculas y las diversas fuerzas de union
primarias y secundarias que estan presentes dentro de la cadena y entre las cadenas. La
estructura de los polimeros se puede dar como una unidad unica de repeticion tal que la
estructura completa del polimero puede obtenerse simplemente repitiendo la unidad de
repeticion 100, 500 o 1.000 veces, dependiendo del numero preciso de unidades de
repeticion en la cadena de polimero. Para los polimeros donde solo hay una estructura
promedio, como proteinas, polisacaridos y acidos nucleicos, a menudo se da una estructura

de cadena representativa (Charles E. Carraher, Jr., 2003).

Una de las formas de clasificar los polimeros se basa en su respuesta al calor. En este
sistema, existen dos tipos de polimeros: termoplasticos y termoestables. Para los
termoplasticos, los polimeros se "funden" en el calentamiento y se solidifican en el
enfriamiento. Los ciclos de calentamiento y enfriamiento se pueden aplicar varias veces sin
afectar significativamente las propiedades. Los polimeros termoestables, por otro lado, se
funden solo la primera vez que se calientan. Durante el calentamiento inicial, el polimero es
"curado"; después, no se derrite al recalentarse, sino que se degrada (Anil Kumar y Rakesh
K. Gupta, 2003). Los polimeros también se dividen en materiales naturales y sintéticos, los

polimeros naturales forman la base misma de la vida y proporcionan gran parte del alimento



del que vive el hombre, algunos ejemplos de polimeros naturales son la lana, el quitosano,
la celulosa, etc. Los polimeros sintéticos en cambio, provienen del petrolero y son los
materiales utilizados para la elaboracion de plasticos y elastémeros (Fred W. Billmeyer,
1975).

Las propiedades de los polimeros estan relacionadas no solo con la naturaleza quimica del
polimero sino también por la extensién y distribucién de la cristalinidad, la distribucion de
las cadenas de polimeros y la naturaleza y cantidad de aditivos que se le pueden agregar,
como rellenos, agentes de refuerzo y plastificantes, por mencionar sélo unos pocos. Estos
factores influyen esencialmente en todas las propiedades poliméricas, tales como dureza,
inflamabilidad, resistencia a la intemperie, resistencia quimica, respuestas bioldgicas,
apariencia, tefiido, punto de reblandecimiento, propiedades eléctricas, rigidez, vida util,

retencion de humedad, etc. (Charles E. Carraher, Jr., 2003).

Los materiales poliméricos muestran una gran versatilidad en aplicaciones biomédicas a
comparacion con los materiales ceramicos y metalicos, y extensos estudios
interdisciplinarios se estan llevando a cabo con el propdsito de mejorar sus rendimientos,
asociados con una mejor biocompatibilidad. Muchos polimeros naturales estan siendo
estudiados para un gran numero de aplicaciones biomédicas (Valentina Grumezescu y

Alexandru Grumezescu, 2019).

2.1.1 Polimeros naturales

Una de las areas mas fuertes y de mas rapido crecimiento dentro de la ciencia es la que
involucra a los polimeros naturales. Los polimeros naturales son polimeros formados en la
naturaleza durante los ciclos de crecimiento de todos los organismos; por lo tanto, también

se les conoce como biopolimeros (Masami Okamoto y Baiju John, 2013).

Fisicamente no hay diferencia en el comportamiento, estudio o prueba de los polimeros
naturales y sintéticos, y las técnicas de informacién adecuadas para la aplicacion a
polimeros sintéticos son igualmente aplicables a los polimeros naturales (Charles E.
Carraher, Jr., 2003).

Industrialmente se pretende dar uso a polimeros naturales en muchas areas nuevas y

antiguas. Como los polimeros naturales son recursos tipicamente re generables, la



naturaleza puede continuar sintetizandolos a medida que los cosechamos, ademas que
estos polimeros naturales también estan presentes en grandes cantidades (Charles E.
Carraher, Jr., 2003).

Muchos proyectos y avances medicos, de salud y biolégicos estan relacionados con

materiales que son, al menos en parte, poliméricos.

Los polimeros base bio o los biopolimeros se estan promoviendo como una alternativa para
responder a la creciente demanda de sustituir a los polimeros petroquimicos (fosiles). Las
iniciativas y regulaciones ecologicas basadas en el medio ambiente han despertado el
interés de proteger y mejorar el medio ambiente para el futuro (Francesco Galiano, et al.,
2018). Biopolimeros provenientes de proteinas y polisacaridos tienen una especial atencién
hoy en dia por sobre los materiales sintéticos, debido a que estos exhiben propiedades
biodegradables, biocompatibles, baja inmunogenicidad y actividad antibacteriana (Joby
Jacob, et al., 2018).

2.1.2 Acido Polilactico (PLA)

El acido polilactico (PLA) es un poliéster alifatico biodegradable y de base bioldgica
derivado de fuentes renovables como el azlicar de maiz, la papa y la cafia de azucar (E.
Castro-Aguirre, et al., 2016).

ElI PLA es un polimero termoplastico, de alta resistencia y alto médulo que se puede fabricar
a partir de recursos anuales renovables para producir diferentes componentes para usar en
diversas areas. Es facilmente procesable en equipos de plastico estandar para producir

piezas moldeadas, peliculas o fibras (Shady Farah, et. al., 2016).

Hoy en dia, aunque existen multiples formas de fabricar PLA, ninguna de ellas es simple o
facil de ejecutar. La sintesis de PLA requiere un control riguroso de las condiciones
(temperatura, presion y pH), el uso de catalizadores y largos tiempos de polimerizacion
(Astrid J.R. Lasprilla, et. al., 2012).



En comparacion con otros biopolimeros, la produccion de PLA tiene numerosas ventajas,

que incluyen (Shady Farah, et. al., 2016):

e Ecoldgico: ademas de ser derivado de recursos renovables (por ejemplo, maiz, trigo
o arroz), el PLA es biodegradable, reciclable y compostable.

o Biocompatibilidad: el aspecto mas atractivo del PLA, especialmente con respecto a
las aplicaciones biomédicas. Los productos de degradacion de PLA no son toxicos
(en una composicion inferior) por lo que es una opcidn natural para aplicaciones
biomédicas.

e Procesamiento: el PLA tiene una mejor procesabilidad térmica en comparacion con
otros biopolimeros. Se puede procesar mediante moldeo por inyeccion, extrusion de
pelicula, moldeo por soplado, termoformado, hilado de fibra y formacion de pelicula.

e Ahorro de energia: el PLA requiere un 25-55% menos de energia para producir que
los polimeros a base de petroleo y las estimaciones muestran que esto se puede

reducir a menos del 10% en el futuro.
Algunas de las propiedades que presenta el PLA se describen en la siguiente tabla 1:

Tabla 1. Propiedades del PLA (adaptada de Shady Farah, et. al., 2016).

Propiedad Unidad

Densidad glem?® 1.21-1.25
Tension de rotura MPa 21-60
Médulo de Young GPa 0.35-3.5
Temperatura de transicion vitrea (Tg) °C 45-60
Temperatura de fusion (Tm) °C 150-162

El PLA tiene un potencial probado para reemplazar los polimeros basados en petroquimicos
convencionales para aplicaciones industriales o como un biomaterial lider para numerosas

aplicaciones en medicina (E. Castro-Aguirre, et al., 2016).



2.1.3 Quitosano

El quitosano es un derivado desacetilado de la quitina, que es uno de los polisacaridos mas
abundantes que se encuentran en la naturaleza junto a la celulosa. Comercialmente, la
quitina y sus derivados se extraen de cascara de camaron, cascara de cangrejo, cigalas y
cascara de krill (Suneeta Kumairi, et al., 2016). Debido a que el quitosano es un polisacarido
que se obtiene de fuentes abundantes en la naturaleza y se considera que tiene un gran

potencial de aplicacion como biomaterial para la regeneracion tisular.

El quitosano tiene una estructura quimica con una cadena lineal compuesta de unidades
de D-glucosamina y N-acetil-glucosamina unida mediante enlaces B (1-4) glucosidicos,

como se muestra en la siguiente figura 1:

Figura 1. Estructura quimica del quitosano (adaptada de José Carlos Viana Ribeiro, et al., 2017).

En esta estructura, hay tres grupos funcionales reactivos: una amina (NH2) y dos grupos
hidroxilicos (OH). Estas agrupaciones, particularmente la amina, le dan al quitosano una
naturaleza catiénica debido a la protonacion de grupos amino (NHs +) en medio acido (José
Carlos Viana Ribeiro, et al., 2017).

Las singulares caracteristicas fisicoquimicas y biolégicas del quitosano han llevado a
numerosos estudios que investigan su aplicacion en diferentes areas. Biocompatibilidad,
biodegradabilidad, mucoadhesividad, ausencia de toxicidad, capacidad para formar
estructuras porosas tridimensionales, facilidad de manejo y bajo costo son solo algunos de
los beneficios mencionados por diferentes autores. Ademas, la reactividad del quitosano
también permite modificar su estructura mediante la sustitucién de sus grupos funcionales,
lo que le permite combinarse con otros polimeros sintéticos o naturales, formando las
llamadas mezclas de polimeros, o compuestos con ceramica de calcio y fosfato (José
Carlos Viana Ribeiro, et al., 2017).



Estas modificaciones permiten modular las caracteristicas del quitosano, como la
solubilidad, la biodegradabilidad y el rendimiento mecanico, para una buena aplicacion en
la ingenieria de tejidos, ya que dichas propiedades se pueden manipular segun el tipo de
tejido que se regenerara, lo que lo convierte en un biomaterial extremadamente versatil
(José Carlos Viana Ribeiro, et al., 2017).

Adicional a esto, el quitosano posee estructuras unicas, propiedades multidimensionales,
alta funcionalidad y amplias oportunidades de desarrollo biomédico, debido a su excelente
biocompatibilidad y su admirable biodegradabilidad con seguridad ecoldgica y baja
toxicidad con actividades biolégicas versatiles como la actividad antimicrobiana y su baja

inmunogenicidad (M. Dash, et.al., 2011).

2.1.4 Queratina

Las queratinas son proteinas naturalmente abundantes que se encuentran en los tejidos
animales, que incluyen cabello, lana, cuernos, pezufas, ufias, escamas de reptiles y picos

y plumas de aves (Yussef Esparza, et al., 2017).

Existen diversas clasificaciones para la queratina que se utilizan en la literatura, como por
ejemplo por la cantidad de enlaces cruzados de azufre que contiene la queratina, en esta
clasificacién las queratinas pueden separarse como queratinas blandas (por ejemplo,
estrato cérneo), debido a que son débilmente consolidadas y con una menor cantidad de
azufre y lipidos, y queratinas duras (que se encuentran en el cabello, ufias, garras, picos y
las plumas) las cuales tienen una estructura mas ordenada y una mayor cantidad de azufre
(R. D. B. Fraser, et al., 1972).

Generalmente la queratina y los materiales hechos a base de queratina a menudo se
distinguen en queratina a y p. A pesar de que existen otras clasificaciones de tipo de
queratina, diversos autores prefieren clasificarlo en queratinas a y  debido a que estas
estructuras dominan en la difraccion de rayos X (Bin Wang, et al., 2016). Adicional a esto,
es importante recalcar que las dos estructuras a-hélice y B-plegada son las dos principales
estructuras internas de soporte de las proteinas (Harvey Lodish, et al., 2000), por esta razén

también es preferible clasificarlas en estos dos tipos.



La a-queratina es estructural y forma la corteza de la fibra. Esta construida por cuatro
hélices a diestras entrelazadas para formar una super hélice zurda (la protofibrilla)
estabilizada por enlaces de hidrégeno en paralelo al eje principal, y por puentes disulfuro
formados por grupos tiol de cisteina (-SH) de cadenas adyacentes. Las a-queratinas tienen
un bajo contenido de aminoacidos de azufre y un peso molecular que varia de 40-70 kDa
(Ferraro, V., et, al., 2016).

La B-queratina tiene una estructura de lamina B y tienen un peso molecular en el rango de
10-22 kDa y son principalmente protectoras, ademas, la B-queratina carece de cisteina, por
lo tanto, la estructura solo se estabiliza mediante enlaces de hidrégeno y es rica en
aminoacidos de cadena corta como glicina, alanina y serina, seguidos de lisina, histidina y

triptéfano (Ferraro, V., et, al., 2016).

La a-queratina se encuentra principalmente en los mamiferos, mientras que la B-queratina
se encuentra en los tejidos duros de aves y reptiles. En la siguiente tabla 2 se muestran

algunos ejemplos de a y B queratina:

Tabla 2. Ejemplos de a y B queratina (adaptada de Bin Wang, et al., 2016).

a-queratina Cabello, lana, ufias, cuernos, pezufias; estrato corneo
B-queratina Plumas, picos y garras aviares, garras de reptiles y escamas
a y B queratina Epidermis reptiliana, escamas de pangolin

Los materiales hechos a base de queratina exhiben funciones mecanicas excepcionales
dependiendo del origen de la queratina. Es importante entender el comportamiento

mecanico de las queratinas a y 3 en las nano y microescalas (Bin Wang, et al., 2016):

» La B -queratina tiene una mayor rigidez que la a-queratina.

Y

Bajo tension, las hélices a cambian la estructura en hojas plegadas en .

» El aumento de la humedad disminuye la resistencia y el médulo de Young de a
y B-queratina.

» Las fracciones de orientacion, empaque y volumen de los filamentos para las

queratinas a y B afectan las propiedades mecanicas.
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La queratina se ha mostrado prometedora para revolucionar el mundo de los biomateriales
debido a su biocompatibilidad intrinseca, biodegradabilidad, durabilidad mecanica y
abundancia natural. También, ha demostrado que los biomateriales a base de queratina
poseen motivos de unién celular capaces de soportar la union celular. En conjunto, todas
estas propiedades podrian crear una matriz tridimensional favorable que permita la

infiltracion, la adhesioén y la proliferacion celular (Jillian G. Rouse y Mark E. Van Dyke, 2010).

¢ Queratina de pluma de pollo

Las plumas de pollo estan constituidas aproximadamente en un 90% de queratina (Ju
Wang, et al., 2016), durante la formacion de plumas estas se forman exclusivamente de 3-
queratina, aunque algunos estudios indican que existe presencia de a-queratina en
pequefias cantidades. Una mirada mas cercana a una pluma de pollo (figura 2) revela que
esta compuesta por el raquis o pluma (su estructura primaria), las barbulas (su estructura

secundaria) y las barbillas (la estructura terciaria).

Raquis

Barbillas

Distales Préximas

Barbillas

Figura 2. Estructura de la pluma de pollo (adaptada de Yussef Esparza, et al., 2017).

e Queratina de cabello

Aproximadamente el 80% de la masa total de la fibra capilar esta compuesta por queratina.
La fibra capilar consiste en tres constituyentes morfoldgicos concéntricos que actuan
mecanicamente como un todo. La cuticula, la capa protectora externa del cabello, consiste
en células en forma de placa que se superponen longitudinal y periféricamente. La corteza,

la parte mas gruesa de la fibra capilar, se compone de células fusiformes que contienen
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macrofibrillas y material intermacrofibrilar. La médula, la parte mas interna de los pelos mas
gruesos que no siempre existen, consiste en células huecas con un citoesqueleto de

proteinas amorfas y filamentos finos (Célia F.Cruz, et, al., 2017).

En cada fibra de cabello existe una estructura jerarquica, como se muestra en siguiente
figura 3. Una fibra de cabello humano tipica tiene un diametro de 50-100 um y la capa mas
externa esta compuesta de cuticulas que aseguran la integridad de las fibras. Estas
escamas de la cuticula, que tienen un grosor de 0.3-0.5 ym y una longitud de 40-60 ym,
también tienen una estructura en capas. La seccion interna, corteza, esta compuesta de
células corticales de 100 ym de longitud (Yu, Y., Yang, W., André Meyers, M., 2017).

Epicuticula
Altas Exocuticula
proteinas S Remanente
y proteinas nuclear Endocuticula
Tyr Cuticula

Bajas
proteinas

S\
m%/*
|

Cuerda Matriz

.o helicoida™ Membrana
g-héhf,e izquierda Microfibra Macrofib celular  p,,
erecha acrofibra oo ojei
derecha complejé célula ?rtocélula]
. : ' | . Corteza I
1 ? ! 200 2000 20 0000 nm

Figura 3. Estructura de una fibra de cabello humano (adaptada de Bin Wang, et al., 2016).

El complejo de la membrana celular funciona como un cemento que pega células de la
cuticula superpuestas, células de la cuticula y la corteza, y las células de la corteza vecinas
juntas y esta compuesto principalmente de lipidos y proteinas. La fibra capilar esta
constituida principalmente por queratinas duras tipo | a y Il a que se agregan en
macrofibrillas embebidas en un material proteico llamado matriz. La matriz esta compuesta

por las proteinas asociadas a la queratina (Célia F.Cruz, et, al., 2017).
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2.2 Ingenieria de tejidos

El cuerpo humano tiene una limitada capacidad para regenerar un érgano enfermo. En caso
de traumatismos mayores, los tejidos y 6érganos que se ven afectados, resultan en déficits
y disfunciones tisulares devastadoras. El uso de materiales reparar el tejido dafiado data
desde la antigliedad, utilizando materiales naturales como la madera para reparar el hueso,
cafas o tubos para reemplazar estructuralmente el tejido perdido en la nariz debido a

traumatismos o enfermedades (D. Singh, 2018).

El término "ingenieria de tejidos" fue acufiado oficialmente en un taller de la Fundacion
Nacional de Ciencias en 1988 para significar "la aplicacion de principios y métodos de
ingenieria y ciencias de la vida hacia la comprensiéon fundamental de las relaciones
estructura-funcion en tejidos de mamiferos normales y patologicos y el desarrollo de
sustitutos biologicos para restaurar, mantener o mejorar la funcion tisular’ (Fergal J.
O’Brien, 2011).

El campo de la ingenieria de tejidos es altamente multidisciplinario y se basa en expertos
de medicina clinica, ingenieria quimica, ciencia de los materiales, ingenieria mecanica y
disciplinas relacionadas, tanto de ingenieria como de ciencias de la vida. El campo se basa
ampliamente en el uso de andamios 3D porosos para proporcionar el ambiente apropiado

para la regeneracion de tejidos y 6érganos (Fergal J. O’Brien, 2011).

2.2.1 Ingenieria de tejidos 6seos

El' hueso es una estructura de soporte esencial del cuerpo, que se caracteriza por su rigidez,
dureza y capacidad de regeneracion. Sirve para proteger los drganos necesarios, produce
células sanguineas, actua como depdsito de minerales para el calcio y mantiene el equilibrio
acido-base. Las lesiones 6seas debidas a fracturas, artroplastias articulares y defectos
dentales son algunos desafios clinicos que dificultan el patron de curaciéon ésea natural

(K.Balagangadharan, et, al., 2016).

La ingenieria del tejido 6seo se puede describir como una combinacion de diferentes
campos cientificos de interés que ofrece alternativas prospectivas a autoinjertos y
aloinjertos mediante el uso efectivo de injertos sintéticos para ayudar a la regeneracion

tisular. La ingenieria de tejidos 6seos se centra en el disefio de andamios tridimensionales

13



que tienen la capacidad de imitar a la matriz extracelular, proporcionar asistencia mecanica

y ayudar en la formacién de hueso nuevo (K.Balagangadharan, et, al., 2016).

2.2.2 Andamios

Podemos definir los scaffolds, andamios porosos o también denominados matrices
tridimensionales, como las estructuras poliméricas sélidas, porosos y tridimensionales que
se utilizan como base en la ingenieria de tejidos y tejidos 6seos. Estos, tienen un rol unico
en la ingenieria regenerativa y reparadora. Los andamios deben de cumplir unas
determinadas funciones, que los haga validos, siendo las principales las de dirigir y facilitar
el crecimiento y la migracion de las células que se encuentran localizadas en el tejido
alrededor del mismo, promoviendo de esta forma la formacion del nuevo tejido (E. Diaz, et

al., 2014) . Los andamios fabricados deben de (Iban Sandonis Oleaga, 2015):

» Permitir el transporte de nutrientes y factores que permitan la proliferacion vy
diferenciacion celular.

Ser biodegradables

Provocar en lo minimo inflamacion o toxicidad.

Deben ser tridimensionales con un disefo especifico para el area a tratar.

Ser altamente poroso.

YV V V V V

Debe tener un alto ratio area-superficie, para facilitar la interaccion entre las células

y la superficie y ayudar al anclaje celular.

» La superficie de los andamios debe ser la adecuada, tanto topografica como
quimicamente, para permitir y facilitar la adhesion, diferenciacion y proliferacion
celular.

» Las propiedades mecanicas de los andamios deben ser similares a las del tejido a

sustituir, mientras dure la formacion del mismo.

A medida que han avanzado las tecnologias médicas y de ingenieria, los criterios de
seleccion de materiales pasaron de la disponibilidad al mas adecuado acorde a las
necesidades. A principios del siglo XX, los materiales como aleaciones de metal o ceramica
han sido reemplazados rapidamente por polimeros, lo que resultdé en una mayor
restauracion de los tejidos, una mejor funcionalidad y una mayor reproducibilidad (D. Singh,
2018).
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Los polimeros naturales debido a sus propiedades ideales tales como biocompatibilidad y
biodegradabilidad tienen una mayor opcion para usar como andamios. Ademas, la
optimizacién de las concentraciones y condiciones del polimero da como resultado el
control de la porosidad, la carga y la resistencia mecanica. La bioactividad es otra propiedad
altamente valorada que puede controlarse mediante la introduccién de sustancias quimicas,

proteinas, péptidos y células adicionales (Fergal J. O’Brien, 2011).

2.2.3 Técnicas para la fabricacion de andamios

2.2.3.1 Electrohilado

Electrospinning o electrohilado es un sistema simple y rentable, los avances hechos durante
la ultima década han permitido el desarrollo de arquitecturas nanofibrilares basadas en
biopolimeros que imitan la estructura y las funciones bioldgicas de la matriz celular natural.
Por lo tanto, esta técnica ha ganado gran popularidad en la investigacion de ingenieria de
tejidos (Zheng-Ming Huang, et al., 2003).

El electrohilado, como se muestra en la figura 4, esta controlado por un campo eléctrico de
alta intensidad creado entre 2 electrodos, que se colocan en una solucién de polimero, y un
colector con cargas eléctricas de polaridad opuesta. La solucion de polimero se extrae de
una boquilla bajo la gravedad o bajo presion mecanica combinada con un campo eléctrico
de alto voltaje (5-50 kV). Cuando la carga eléctrica excede la tension superficial de la gotita
de la solucion de polimero, se produce un chorro de polimero, seguido de la evaporacién
del disolvente, lo que da como resultado la formacion de nanofibras sélidas (Sung-Bin Park,
etal., 2017).

Jeringa  Solucién  Aguja Fibras

|
|
N\
L)/
.
\ay
\

Cono de
Taylor

Bomba impulsora

+
Fuente de voltaje Placa
- colectora

Figura 4. Sistema de procesamiento por medio de electrohilado. 15



El diametro y la estructura del andamio de las fibras se controlan cambiando los parametros
de electrohilado tales como los parametros de la solucion de polimero (viscosidad, peso
molecular del polimero, conductividad del polimero y tension superficial), parametros de
procesamiento (voltaje aplicado, distancia entre la punta y el colector, y caudal) y
parametros ambientales (humedad y temperatura). Mientras que las células en condiciones
de cultivo en 2D experimentan un intercambio limitado de nutrientes en un solo lado, las
células que crecen en un entorno de nanofibras 3D intercambian nutrientes y utilizan

receptores en toda su superficie (Sung-Bin Park, et al., 2017).

2.2.3.2 Impresién 3D

La gran limitacion para la mayoria de las técnicas convencionales de fabricacion de
andamios es que no permite al usuario crear poros precisos o modificar su distribucion o
lograr una alta interconectividad con la geometria de los detalles, es por eso que la
impresion 3D ha sido desarrollada para superar la mayoria de estas limitaciones que

sostienen el progreso de la ingenieria de tejidos (D. Singh, 2018).

La impresion 3D es un método recientemente desarrollado para fabricar andamios de
ingenieria de tejidos bien disefiados. Utiliza un modelo de disefio asistido por computadora
para construir una arquitectura 3D en una forma de capa por capa, con un control preciso
de las caracteristicas morfoldgicas, la composicion quimica y las propiedades mecanicas.
Esto se logra usando un proceso aditivo, en el que capas sucesivas del material se colocan
en diferentes formas. Esta técnica permite la produccion de andamios altamente
reproducibles cuyo tamafio y forma se pueden personalizar de acuerdo con los requisitos

especificos (Sanna M. Peltola, et al., 2008).

Dentro de la impresion 3D en general se han empleado varias técnicas de impresion para
fabricar compuestos de polimeros. Entre ellas, algunas técnicas estan bien establecidas,
como el modelado por deposiciéon fundida (FDM), la sinterizacion selectiva por laser, la
impresion en 3D por inyeccién de tinta, la estereolitografia y el trazado en 3D, mientras que

otras estan todavia en desarrollo o son utilizadas soélo por pequefios grupos de
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investigadores. Cada técnica tiene sus propias ventajas y limitaciones en la produccion de

productos compuestos (Xin Wang, et al., 2017).

Las impresoras que utilizan la técnica de modelado por deposicion fundida (FDM) son las
impresoras mas utilizadas. Los termoplasticos como policarbonato, acrilonitrilo butadieno
estireno (ABS) y PLA, se utilizan comunmente debido a su baja temperatura de fusion. Las
impresoras FDM trabajan por extrusion controlada de filamentos termoplasticos, como se
muestra en la Fig. 5. En FDM, los filamentos se funden en un estado semiliquido en la
boquilla y se extruyen capa por capa sobre la plataforma de construccion, donde las capas
se fusionan y luego se solidifican en las partes finales. La calidad de las piezas impresas
se puede controlar modificando los parametros de impresion, como el grosor de la capa, la

orientacion de la impresion, el ancho de la trama, el angulo de trama y el espacio de aire.

Filamento
Y Extrusor
Modelo
= Plato de trabajo

Figura 5. Proceso de impresion 3D por FDM.

En la actualidad, la impresion 3D se esta utilizando para producir andamios basados en
biopolimeros para su uso en medicina regenerativa. Las ventajas de los polimeros naturales
para la impresion 3D incluyen su similitud con matriz celular humana y su bioactividad
inherente. Las células se localizaron en construcciones impresas y este sistema 3D fue

similar al entorno in vivo y a la matriz extracelular (Sung-Bin Park, et al., 2017).
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2.3 Antecedentes

El estudio de andamios poliméricos ha sido reportado en diversos medios de divulgacion a
través del tiempo. Existe investigaciones sobre el desarrollo de andamios a partir de
electrohilado y la impresiéon 3D, en las cuales usan polimeros naturales para una futura
aplicacion en la ingenieria de tejidos, sin embargo, existen muchas dudas al elegir los

materiales y el método para desarrollar los andamios.

En el capitulo 2 se ha hecho mencién de las diversas propiedades del PLA, el quitosano y
la queratina, y basandose en estos datos tedricos, ya existen diversas investigaciones sobre

andamios desarrollados utilizando estos biomateriales.

Yaowen Liu dentro de su articulo publicado en el 2017, desarrolla nanofibras de
PLA/quitosano a partir del electrohilado para su aplicacion como tejido cardiaco, como
resultado, reporta que las nanofibras de PLA/quitosano promueven la union y la viabilidad
de las células, en este caso de los cardiomiocitos. Los autores concluyen que la alineacion
que tienen las nanofibras provocadas por el electrohilado provoca un crecimiento de células

a lo largo del eje longitudinal de las fibras.

Un articulo un similar, pero utilizando la impresion 3D es el de Catarina R. Almeida en el
2014, ya que para su investigacion se imprimieron andamios de PLA/quitosano con el
objetivo de saber si estos biopolimeros y la geometria del andamiaje afecta la respuesta
celular (utilizaron macréfagos y monocitos en su experimentacion). Los resultados arrojaron
que las propiedades de los materiales y la arquitectura de los andamios efectivamente
afectaron el comportamiento de los macréfagos y de los monocitos. Basandose en estos
resultados les fue posible concluir que es importante considerar los biomateriales a utilizar
al desarrollar andamios, las propiedades de su superficie y las geometrias correctas,
también deja hincapié a nuevas investigaciones ya que menciona que este es un campo

muy amplio y requiere de mas estudios.

Por otro lado, aun no existen amplias investigaciones sobre andamios de PLA/queratina,
pero si se encuentran diversos articulos sobre el desarrollo de compdsitos con estos
biopolimeros, sin embargo, solamente se enfocan hacia la ciencia basica. Por ejemplo, en

el afio 2016, Siriorn Isarankura Na Ayutthaya realizé una investigacion sobre el efecto que
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tiene la arcilla sobre la viscosidad, conductividad, microestructura y morfologia de las
nanofibras de PLA/queratina hechas mediante electrohilado, como resultado la arcilla
demostré mejorar la eficacia del proceso de electrohilado de PLA/queratina, sin embargo,
al agregar la arcilla, la viscosidad de las soluciones a electrohilar aumento y la conductividad

de los materiales disminuyd.

Es importante mencionar que, en el 2014, Constantin Edi Tanase y luliana Spiridon
publicaron un articulo similar al presente trabajo, habla sobre compdsitos de
PLA/quitosano/queratina para su uso en aplicaciones biomédicas, esta investigacion
desarrollé los compdsitos mediante la técnica de moldeado por compresiéon y analizé el
comportamiento de las células en el material utilizando osteoblastos. Como resultado se
demostré que el PLA, el quitosano y la queratina promueven la adhesion y proliferacion
celular, y deja abierto el campo de estudio para nuevas investigaciones utilizando estos

biopolimeros

El aumento de las propiedades fisicas, quimicas y biolodgicas de las queratinas, asi como el
deseo de explotar la lana y las fibras de cabello humano como un recurso natural renovable,
han impulsado la investigacion de los biomateriales de queratina durante las ultimas tres
décadas. Se ha hecho mucho para fabricar y caracterizar nuevos productos a base de

queratina como peliculas, esponjas, andamios y fibras.

En muchos casos, estos nuevos materiales de queratina han demostrado poseer una
excelente biocompatibilidad. Ademas, muchos investigadores han descubierto métodos
para modular las propiedades fisicas y mecanicas de las queratinas con el fin de crear
biomateriales que tengan caracteristicas apropiadas para su aplicacion de interés (Jillian G.
Rouse and Mark E. Van Dyke, 2010).

A continuacién se muestra la tabla 3 de algunos articulos y reviews con los que se estuvo

trabajando para el desarrollo de este proyecto de tesis:
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Titulo
Chitin and chitosan:

Properties and applications

3D-Printed Biopolymers for
Tissue Engineering

Application

Modulation, functionality,
and cytocompatibility of
three-dimensional printing
materials made from
chitosan-based

polysaccharide composites

Preparation of chitosan/PLA

blend micro/nanofibers by

electrospinning

Tabla 3. Tabla de antecedentes.

Materiales
Quitosano
Quitina

Polimeros
naturales y

sintéticos

PLA

Quitosano
Polilactida
injertada con
anhidrido maleico

Acido
trifluoroacetico
PLA

Quitosano

Resultados
Se dieron a conocer las
propiedades y caracteristicas
que pueden llegar a tener el
quitosano y la quitina.
Se da a conocer informacion
sobre la impresion 3D, los
biopolimeros utilizados en la
impresion 3D para la ingenieria
de tejidos y algunos disefios
utilizados para la impresion.
Se investigaron compositos
hechos de diferentes materiales
mediante impresion 3D, la
morfologia para todos los
materiales es constante y con
buena adhesion celular, todos
los materiales utilizados
demostraron tener buenos
resultados para su aplicacion en
el area biomédica.
Aumentando la cantidad de PLA
en la solucién las gotas que
pueden llegar a presentarse al
momento de electrohilar
empiezan a desaparecer y las
fibras se vuelven mas delgadas.
La interaccién molecular entre el
PLA y quitosano es débil. Los
materiales pueden ser utilizados

en la ingenieria de tejidos.

Referencias
Marguerite
Rinaudo, 2006.

Xiaoming Li, et.al,
2014.

Chin-San Wu,
2016.

Jia Xu, et. al,
2009.
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Keratin: Structure, Queratina Este articulo habla sobre las Bin Wang, et al,,
mechanical properties, propiedades, la estructura y la 2016.
occurrence in biological bioquimica de la a-queratina y

organisms, and efforts at B-queratina, ademas habla

bioinspiration sobre su historia y las

propiedades mecanicas de los

materiales hechos a base de

queratina.
Measurements of the PLA La porosidad de los materiales ~ Song Y, et. al,
mechanical response of hechos por impresion 3D puede 2017.
unidirectional 3D-printed variar si se modifica la
PLA temperatura y la velocidad del

extructor. La impresion 3D
aumenta la cristalinidad de un
material. Un disefio en direccion
axial resiste mas a la

deformacion que en direccion

transversal.
L CEEC T CHETGIEIR il e B Impresora 3D En este articulo se retoma la Munaz Ahmed,
of biological matters aplicacion de la impresién 3D en et. al, 2016.

los tejidos y érganos humanos,

los materiales que han utilizado

para esas aplicaciones.

Los antecedentes anteriormente presentados proporcionan la base de esta investigacion,
donde por separado ya se ha observado que tanto el PLA como el quitosano y la queratina
pueden tener un futuro prometedor en el campo de la ingenieria de tejidos, asi como las

técnicas de electrohilado e impresion 3D.
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CAPITULO 3. METODOLOGIA

3.1 Materiales y equipo

Los materiales utilizados fueron quitosano grado reactivo (desacetilado >75%) de cascara
de camaron de la marca SIGMA ALDRICH, plumas de pollo proporcionadas por la industria
avicola Pilgrim’s-Querétaro, cabello humano (hombre entre 40-50 afios, mexicano, cabello
negro rizado), urea al 98% grado reactivo de la marca J.T. BAKER, EDTA al 90% grado
reactivo marca SIGMA ALDRICH, 2-mercaptoetanol al 98% grado reactivo marca SIGMA
ALDRICH, tris(hidroximetil) amino metano al 97% de la marca SIGMA ALDRICH, &cido
acético glacial al 99.9% de la marca J.T. BAKER, agua destilada marca ECOPURA, el PLA
utilizado fue filamento de color natural de 3mm de la marca Print Filament y Cloroformo al
99% grado reactivo de la marca J.T. BAKER.

Para las pruebas de biocompatibilidad se utilizé Dulbecco’s Modified Eagle Medium
(DMEM) de la marca GIBCO, suero fetal bovino (FBS) de la marca GIBCO, tampdn fosfato
salino 1X (PBS) de la marca GIBCO, TrypLE Express de la marca GIBCO, p-formaldehido
al 2% de la marca J.T. BAKER, Tritén X100 marca IBI Scientific y 4 ',6-diamidino-2-fenilindol
(DAPI) de la marca SIGMA (1mg/mL).

Para la impresion 3D se utilizaron una impresora 3D de industria 55, Querétaro, mientras
que para el proceso de electrohilado se utilizé una bomba KDScientific 100 y se monté una

fuente de poder con un maximo de 25 kV.

3.2 Procedimientos experimentales

3.2.1 Preparacion de los materiales iniciales

Las plumas de pollo proporcionadas por Pilgrim’s y el cabello de humano “sin tratamiento
quimico” fueron lavados con agua y etanol con el propédsito de desinfectarlas,
posteriormente fueron secadas con aire a temperatura ambiente (~23°C). Para las plumas,
adicional a lo anterior, se separaron las barbas y las barbulas del raquis con ayuda de
tijeras. Posteriormente se trituraran las barbas de pollo y el cabello de humano en el molino

IKA con una malla de 1 mm.
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El cabello y las plumas trituradas, asi como el quitosano fueron posteriormente molidos con
ayuda de un molino de bolas de la marca SPEX SamplePrep modelo Mixer/Mill 8000M, para

obtener un tamafo de material aun mas pequefio.
Se utilizé PLA en forma de filamento continuo el cual se redujo de tamafio a 0.6 cm con
ayuda de una pelletizadora ya que a que las particulas maximas para alimentar el extrusor

deben ser menores de a 14 de pulgada (0.635 cm) para permitir el giro del tornillo.

Finalmente, el PLA, el polvo de quitosano, y la queratina de pluma de pollo y cabello se

utilizaron dentro de las técnicas de impresion 3D y electrohilado.
3.2.2 Impresion 3D
Extrusion de los materiales

Se establecié un esquema de experimentos para la extrusion e impresion de la combinacion

de los materiales a realizar, el cual se muestra en la figura 6:

Impresion 3D

PLA

Queratina Quit Queratina
q Cabello q 0sano q Pluma

0.5% . 1% . 1.5% . 0.5% . 1% . 1.5% | 0.5% | 1% | 1.5%

Figura 6. Esquema de experimentos para la impresion 3D de PLA, quitosano y queratina.

Ademas, se hizo una mezcla de PLA-Quitosano-Queratina como se muestra en la figura 7:
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‘ Impresion 3D

PLA

Quitosano
(1.5%)

Queratina Plumas Queratina Cabello
(0.5%) (0.5%)

Figura 7. Esquema de experimentos para la impresion 3D de la mezcla de PLA-Quitosano-Queratina.

Los materiales fueron extruidos en un extrusor de la marca Extrusor Academy BANDERA
modelo 2C15-45 L/D Laboratory a una temperatura inicial de 175°C, segunda temperatura
de 180°C, tercera temperatura de 185°C, cuarta temperatura de 190°C y temperatura final
de 195°C, con una velocidad angular de 94 RPM y un flujo de 5%.

Disefo para la impresiéon 3D de andamios
El disefio elegido para la impresion de andamios para las pruebas de biocompatibilidad se
selecciono a partir de bibliografia (Alexander Szojka, et al., 2017) y se disefio mediante el

programa Tinkercad.

Figura 8. Disefio de los andamios a realizar, disefio elaborado en Tinkercad.

El tamafio de estos andamios es de 10x10x5 mm?® y el espaciamiento entre barras es de

0.5 mm.
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Parametros de impresién

Después de armar el disefo del andamio, los datos fueron importados al software Ultimaker
Cura 3.1.0, mediante este programa se establecieron los parametros necesarios para la
impresion: primeramente, se establecid que el material a utilizar es el PLA, con una
densidad de 1.24 g/cm® y un diametro de filamento de 1.74 mm, después se establecid que
la calidad de impresion sea media (0.2 mm), una densidad de relleno al 100%, la

temperatura de impresion de 210 °C, flujo al 100% y a una velocidad de 80 mm/s.

3.2.3 Electrohilado

Preparacion de sal de queratina

Se tomaron 3 g de la fibra de la pluma de ave y se disolvieron en una solucién compuesta
de urea 8 M, EDTA 3 mM, 2-mercaptoetanol 125 mM vy tris(hidroximetil) aminometano 200
mM en 75 mL de agua destilada, la mezcla se mantuvo en agitacion constante a
temperatura ambiente por 24 h. La soluciéon resultante de color amarilla se mantuvo
refrigerada a 4°C para su preservacion. Las soluciones se prepararon con base la tesis del

Dr. Edgar Jiménez (E. Jiménez Cervantes Amieva, 2016).

Preparacion de la solucién de quitosano

Se preparo una solucién de 100 mL de la cual el 90% es acido acético y 10% agua destilada
para posteriormente agregarle 1.5 g de quitosano, se dejé agitar por 30 min a temperatura

ambiente.

Preparacion de la solucién de PLA
Se utilizaron 35 ml de cloroformo y se le afiadieron 3.5 g de PLA lentamente, la solucién se

mantuvo a 40° C y con agitacién constante por una hora.
Serie de experimentos del electrohilado

Las concentraciones que se manejaron para la sintesis de los materiales mediante la

técnica de electrohilado se muestran en la figura 9:
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l Electohilado
PLA
Queratma Queratma
l Cabello l Pluma
l 1.5% l 1% IOS% l 5% l .5% l 10% IOS% l 1% l 1.5%

Figura 9. Esquema de experimentos para el electrohilado de PLA, quitosano y queratina.

Al igual que en la impresion 3D, se hicieron unas mezclas de PLA-quitosano-queratina, el

disefio de experimentos se muestra en la siguiente figura:

' Electrohilado

PLA

Queratina Cabello
(0.5%)

Queratina Plumas
(0.5%)

\ \

Quitosano Quitosano

[ | | [ | |

' 10% ' 7.5% 5% ' 10% ' 7.5% 5%

Figura 10. Esquema de experimentos para el electrohilado de la mezcla de PLA-quitosano-queratina.

Parametros de electrohilado
Dentro del proceso de electrohilado se mantuvo una distancia de 10 cm entre la punta de
la jeringa y la placa colectora, una velocidad de flujo de 0.5 mil/hr y 17kV en la fuente de

poder, la humedad relativa se mantuvo menor al 30%.
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3.3Técnicas de caracterizacion

3.3.1 Microscopia electrénica de barrido (SEM)

La microscopia electronica es una herramienta versatil con una serie de métodos que sirven
para caracterizar las caracteristicas micro estructurales de una muestra de 100 pm a 100

escalas um de longitud (B.J. Inkson, 2016).

La figura 11 muestra un diagrama esquematico del principio de funcionamiento del SEM.
Primero, un cafién de electrones emite electrones, estos pasan a través de la lente del
condensador y la lente del objetivo, y forman un haz de electrones con un diametro de sélo
unos pocos nanometros. Posteriormente, las sefales de electrones son generadas por el
proceso de interaccion haz-muestra cuando el haz de electrones bombardea la superficie
de la muestra. Mientras que el haz de electrones escanea rectilineamente la superficie de
la muestra, las sefales de electrones son detectadas sincrénicamente por el detector y
convertidas en el brillo de los puntos correspondientes de acuerdo con la cantidad de
electrones detectados y luego mostradas en una pantalla de video, formando asi la imagen

de electrones correspondiente (Fu-Yun Zhu, et. al, 2014).

Canon de electrones _)1/\_

Lentes del
condensador
m Deflector
! | I !

1, del haz

Generador
de escaneo ﬁ Lente
objetivo
Electrones de la

,@. muestra
Detector ~  Muestra

Figura 11. Diagrama del funcionamiento de un equipo SEM (adaptada de Fu-Yun Zhu, et. al, 2014).

{n

Pantalla
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Con el objetivo de conocer la morfologia, los andamios obtenidos de 5x30x0.3 mm fueron
cortados con Nz para observar su fractura con un microscopio electrénico de barrido TM-
1000 de Hitachi operado a 15 KV con un detector de electrones retrodispersados, para
hacer este analisis, las muestras se cubrieron de oro en un metalizador DENTON VACUUM

Desk V HP a una presion de 0.073 torr y una corriente continua de 28 mAmps.

3.3.2 Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR)

El objetivo principal del analisis espectroscopico infrarrojo (IR) es determinar los grupos
funcionales quimicos en la muestra. Diferentes grupos funcionales absorben frecuencias

caracteristicas de la radiacion IR.

El FTIR es una técnica poderosa y ampliamente utilizada para el estudio de una amplia
gama de sustancias, incluyendo investigaciones de su naturaleza y comportamiento bajo
una gama de condiciones. Los espectros IR son caracteristicos de los enlaces en especies
moleculares; por lo tanto, a menudo se utilizan para "huellas dactilares' de sustancias y para

determinar su identidad, calidad, impurezas y cambios (G.E.Tranter, 2017).

La figura 12 nos muestra el esquema de como es el funcionamiento de un equipo de FTIR,

donde sus principales componentes son (Magda Marcela Torres-Luque, 2010):

e Fuente de radiacion: Sélido inerte calentado eléctricamente a temperatura
comprendida entre 1500 y 2000 K. Se produce una radiacidon continua que se
aproxima a la de un cuerpo negro.

¢ Interferometro: Es basado en el interferometro de Michelson, consta de un espejo
fijo, un espejo movil y un espejo divisor de haces. Es el encargado de modular cada
frecuencia del infrarrojo con el fin de realizar la transformada de Fourier.

e Sistema de deteccidbn: Son usados los detectores piroeléctrico o los
fotoconductores. La caracteristica principal del primer detector es que tiene
respuestas muy rapidas, lo que permite medir las sefales procedentes de un
interferometro. Los segundos son detectores de teleruro de cadmio y mercurio y

tiene una respuesta mas rapida que los piroeléctricos.
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Figura 12. Diagrama del funcionamiento de un equipo FTIR (adaptada de Magda Marcela Torres-Luque, 2010).

Los andamios obtenidos se someteran a una espectroscopia infrarroja con transformada de
Fourier para observar los grupos funcionales que contienen. Se uso un Equipo Bruker
Tensor 37 con una resolucion de 1 cm™ con 32 scans. Las dimensiones de los andamios

fueron de 1x1 cm.

3.3.3 Analisis dinamico mecanico (DMA)

Es la aplicaciéon de una fuerza de oscilacidon a una muestra y el analisis de la respuesta a
esa fuerza material. A partir de este, se calcula propiedades como la tendencia a fluir
(lamada viscosidad) del retardo de fase y la rigidez (médulo) de la recuperacion de la
muestra. Estas propiedades se describen a menudo como la capacidad de perder energia
en forma de calor (amortiguacion) y la capacidad de recuperarse de la deformacion
(elasticidad) (Kevin P. Menard, 1999).

En la figura 13 se aprecian los elementos de un equipo de analisis dinamico mecanico:
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Figura 13. Diagrama del funcionamiento de un equipo DMA.

El analisis mecanico dinamico (DMA) es una técnica que se ha utilizado ampliamente en la
caracterizacion de polimeros debido a que proporciona informacion, tanto para transiciones
primarias como para transiciones de segundo y tercer orden que no se pueden identificar
con facilidad con otras técnicas. En la actualidad esta técnica ofrece alternativas para
evaluar propiedades viscoelasticas y de amortiguamiento en solidos (Martinez-Flores E. E.,
et. al., 2008).

Para conocer las propiedades termo-mecanicas de los andamios se utilizara un DMA de la
marca Perkin Elmer 8000. Las dimensiones de las muestras fueron de 5x30x0.3 mm y se
analizaran bajo el modo tensién. Las muestras se corrieron de temperatura ambiente a 30°C
a 100°C con una rampa de temperatura de 10°C por minuto a una frecuencia de 5 Hz para

el caso de las muestras de impresion 3D y 1 Hz para los electrohilados.
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3.3.4 Raman

Es una técnica espectroscépica usada en quimica y fisica de la materia condensada para
estudiar modos de baja frecuencia como los vibratorios, rotatorios, y otros. Ha demostrado
ser un enfoque poderoso para resolver una amplia gama de problemas analiticos,
incluyendo la elucidacion de la estructura de las moléculas organicas, el analisis cuantitativo
y cualitativo en quimica, la fisica, la geologia, la arqueologia, la investigacién de polimeros
y el control de los procesos de fabricacion, ademas, el Raman puede ofrecer la deteccién
de incluso pequefos cambios en la distribucidén de los electrones, dando asi informacién

estructural sobre una molécula (Julia Ashina, 2017).

La espectroscopia Raman se realizo en un espectrometro Raman, Dilor LabRaman Il con
un laser de He-Ne (632.8 nm.) como fuente de excitacion a temperatura ambiente y

resolucion de 1 cm™.

3.3.5 Biocompatibilidad

La biocompatibilidad es la capacidad de un material de ser utilizado para una aplicaciéon
especifica sin tener efectos toxicos o perjudiciales sobre la funcién bioldgica (Ribeiro DA,
et al., 2005). Para las pruebas de biocompatibilidad se utilizaron los andamios con medidas

de 1x1 cm?.

Cultivo celular

En un ambiente estéril se prepararon las muestras a analizar, para esto los andamios
obtenidos por impresién 3D y electrohilado se expusieron a 5 min de radiacion UV por cada
lado y posteriormente fueron colocados en placas de 24 pozos. Se prepard una suspension
celular de densidad definida segun el tipo células, en este caso se us6 un cultivo primario
de fibroblastos humanos gingivales y se sembraron 6000 células por cada muestra o pozo,

se incubaron por 3 y 7 dias en medio de cultivo DMEM con 10% FBS y 1% antibiéticos.

Ensayo del MTT

Dependiendo de la cantidad de muestras o pozos a analizar, se preparo la solucion de MTT

(Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio), considerando que debe de ser
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una solucion de 10% MTT y 90% DMEM. Para la preparacion del MTT se tiene que preparo
5 mg de MTT por 1 ml de PBS 1X estéril. Posteriormente, se afiadié 500 ul de la solucién
de MTT preparada en cada pozo y se dejo incubar por 3 horas, después se retira la solucién
y se afadio 500 ul de DMSO (dimetilsulféxido) en cada pozo, se mantiene la placa en
agitacion por 15 minutos para agilizar el proceso de dilucién de los cristales y finalmente se
pasaron 100 ul de cada muestra a una placa de 96 pozos para posteriormente analizar las
muestras en el lector de absorcién de microplacas marca iMark a una longitud de onda de
595 nm.

El ensayo de MTT (mostrado en la figura 14) se basa en la conversion de MTT en cristales
de formazan por las células vivas, lo que determina la actividad mitocondrial. Dado que para
la mayoria de las poblaciones celulares la actividad mitocondrial total esta relacionada con
el numero de células viables, este ensayo se utiliza ampliamente para medir la cantidad de

células presentes en una muestra (Johan van Meerloo, et. al., 2011).

— NADH NAD*
Br '
N NI g
\ L N”N.‘“’r" s, \
N \  )—CH;, AN
CH,
MTT Formazan

Figura 14. Estructura de MTT y formazan (adaptada de Sittampalam GS, et. al., 2004).

Microscopia Confocal

Se removid el medio, se lavaron las células 2 veces con PBS y posteriormente se afadio
para-formaldehido al 3.7% por 10 minutos, después se lavaron las células nuevamente 3
veces con PBS y finalmente, usando material para desechar de manera especial
(mutagénicos) se afadié de 5 gotas de DAPI de tal forma que todo el material quede
empapado, se incubo por 5 min a 37°C y se resguardo hasta su observacion en el confocal.
Para observar las muestras en el microscopio confocal, las muestras se colocaron de

cabeza en una caja de fluorodish limpia.

El microscopio confocal se ha convertido en un instrumento vital para el examen de la
estructura subcelular, especialmente en células tenidas fluorescentemente. Debido a su
capacidad de reducir notablemente la llamarada desenfocada, en comparaciéon con el

microscopio de fluorescencia de campo amplio convencional, el microscopio confocal
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proporciona una mejora sustancial en la resolucion a lo largo del eje "z" y permite el
seccionamiento 6ptico de las células. Estos desarrollos han sido particularmente utiles para
la investigacion de células y tejidos vegetales, que por su forma, tamafio y propiedades
Opticas han sido dificiles de analizar a alta resolucién por medios convencionales (Peter K.
Hepler y Brian E. S. Gunning, 1998).

Excitacion Pinhole

Espejo dicroico

Objetivo
Laser (fuente
Muestra de luz)
“V' Plano Luz emitida
¥ focal
______ Luz emitida
desenfocada

Figura 15. Diagrama del funcionamiento de un microscopio confocal (adaptada de Allaire, A., et. al., 2015).
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CAPITULO 4. RESULTADOS

Este capitulo reporta los resultados obtenidos de la caracterizacion de los materiales de

inicio, los materiales obtenidos por impresion 3D y los electrohilados.

4.1 Materiales de inicio

Debido a que la metodologia de esta tesis ocupa polimeros naturales, se realizé una amplia
caracterizacion para conocer a profundidad las propiedades que tienen los materiales de

partida: PLA, quitosano, pluma de pollo y cabello de humano.

4.1.1 Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR)

Se realiz6 un analisis de FTIR con el fin de conocer las bandas caracteristicas de los grupos

funcionales que contienen los materiales pristinos antes de los procesos a realizar dentro

de la tesis.
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Fig 16. Espectros obtenidos por FTIR materiales iniciales, a) PLA peletizado y triturado b) Pelo no
molido, pelo molido durante 4.5 minutos y 10 minutos, c) Plumas no molidas, plumas molidas

durante 4.5 minutos y 10 minutos y d) Quitosano no molido, quitosano molido durante 10 minutos.
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Debido a que los materiales sufren impactos y friccién después de pasar por el molino de
bolas, se decidi6 comparar los materiales pristinos con las particulas obtenidas después de

la molienda, los espectros obtenidos se observan en la figura 16.

Los espectros de la fig. 11 (a) muestran las bandas caracteristicas del PLA a 1740 cm™ y
1180 cm™ correspondientes al enlace de estiramiento del éster de carbonilo (C=0) y al
estiramiento de C-O-C respectivamente (J. P. Mofokeng, et al., 2011). Las imagenes de los
espectros (b) y (c) muestran las bandas caracteristicas de la queratina, las vibraciones
simétricas y asimétricas de CHs y CHz a 2920 y 2850 cm™ respectivamente, la vibracion de
los grupos C=0 pertenecientes a la amida | a 1650 cm™ y la flexion N-H de la amida Il a
1550 cm™. Finalmente, a 1220 cm™ el estiramiento de C-N correspondiente a la amida IlI
(Francesca Selmin, et al., 2012). El espectro (d) muestra las bandas caracteristicas del
quitosano, a 3350 y 3300 cm™ las bandas de los grupos O-H y N-H, las vibraciones
simétricas y asimétricas de CH; y CH, a 2920 y 2850 cm™ respectivamente (Moacir
Fernandes Queiroz, et. al, 2015) y las bandas de las amidas I, Il y lll anteriormente

mencionadas.

Como resultado, el analisis FTIR sugiere que el proceso de molienda no esta degradando
el PLA, el quitosano o la queratina, independientemente del tiempo requerido para este

proceso.

4.1.2 Microscopia Electronica de Barrido (SEM)

Los materiales de refuerzo (cabello de humano, plumas de pollo y quitosano) fueron molidos
en un molino de bolas para obtener un tamafo de particula después de ser cortados por el
molino de aspas, con el cual se molié el PLA y donde la malla asegura un tamafio de 0.5
mm. Para conocer con precisién el tamario de particula o de hojuela obtenida con el molino
de bolas, se realizaron micrografias de SEM y se les realizo un analisis estadistico de cada

muestra, tal y como se muestran en la figura 17.

Las imagenes SEM muestran como el tamafo particular del cabello, las plumas y el
quitosano disminuye cuando se muelen durante 4.5 y 10 minutos en el molino de bolas, sin
embargo dentro de los histogramas se logra observar como la molienda de 4.5 min no logra

asegurar un tamafo de particula en comparacion con la molienda de 10 min.
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Fig 17. Imagenes e histogramas SEM materiales iniciales a,b) Cabello molido por 10 min, y c,d)
Cabello molido durante 4.5 min, e,f) Plumas molidas por 10 min, g,h) Plumas molidas por 4.5 min, i,j)

Quitosano molido por 10 min, k,l) Quitosano pristino y m,n) PLA.

En el caso del cabello de humano y la pluma de pollo después de la molienda por 10 min,
es posible obtener un tamafo de particula de 0.706 um y 0.548 um respectivamente,
mientras que en el caso del quitosano, antes de ser molido tiene un tamano de fibra a lo
largo de 328 um, pero después de ser molido durante 10 minutos es posible asegurar un
tamario de particula de 2.68 um. En el caso del PLA, al ser molido en un molino de cuchillas,

se asegura un tamano de particula de 53.31 um.

36



Perdida de peso(%)

Peso derivativo (%/°C)

4.1.3 Analisis termogravimétrico (TGA)

Como andlisis extra, se opto por hacer una andlisis termogravimétrico (TGA) con el fin de
conocer el comportamiento de los materiales de inicio con respecto a la temperatura. La
queratina de cabello y de pluma, y el PLA fueron analizados usando TGA, como se muestra
en la figura 18, el quitosano no se analizo mediante esta técnica debido a que se tomaron

los datos que vienen en la ficha técnica del reactivo.
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Fig 18. TGA y dTGA materiales iniciales a) TGA PLA, b) TGA de queratina de plumas, c)
TGA de queratina de cabello, d) dTGA PLA, e) dTGA de queratina de plumas y f) dTGA de

El TGA registra la variacion en la masa del material a medida que la temperatura aumenta
a una velocidad térmica constante y el dTGA muestra la temperatura a la que se degrada
el material. Los resultados en la figura de TGA, los incisos a), b) y ¢) muestran que las dos
muestras de queratina (plumas y cabello) son estables hasta 230°C, y hay una pérdida de
peso de 230°C a 500°C con un rango reducido de hasta 74% para la queratina de plumas
y 73% para la queratina de cabello. Estos valores obtenidos son consistentes con los
reportados en la literatura, donde se muestran degradaciones en el rango de 70-80%
(Bomou Ma, et al. (2016)). Esta disminucién esta asociada con la desnaturalizacion de la
estructura helicoidal y la destruccion de los eslabones de la cadena, los puentes peptidicos

y la degradacion de la estructura de la cadena principal de la queratina (Bomou Ma, et al.
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(2016)). En el caso del PLA, el TGA muestra solo un paso de degradacion a 300°C y pierde
el 98% de su peso.

La primera derivada de las curvas TGA se traza para determinar los puntos de inflexion
utiles para una visualizacion clara de la pérdida de peso maxima. (A. W. Coats y J. P.
Redfern, 1963). Los resultados muestran que en el caso de la pluma y el cabello, la
descomposiciéon térmica comenzd a 232.47°C y 240.26°C respectivamente, para luego
mostrar una pérdida de peso acelerada a 318°C y 322°C respectivamente, debido a la
descomposicién de la queratina (73-74%). Ademas, la temperatura de degradacion central
del PLA es de 370°C.

4.2 Impresiones 3D

Como se menciona en el capitulo de metodologia, se utilizaron dos diferentes tipos de
refuerzo para la impresion de materiales 3D. En la figura 19 se muestran las muestras
impresas usando fibras como refuerzo con un tamafio de aproximadamente 0.5 mm a
diferentes concentraciones en México, mientras que en la figura 20 se muestran los
materiales hechos a partir de particulas como refuerzo de un tamario de entre 0.5 umy 2.6
um a diferentes concentraciones en lItalia, ambos tipos de muestras fueron impresas a la

misma temperatura de 210°C como lo indica el capitulo de metodologia.

Fig 19. Muestras impresas usando fibras como refuerzo a diferentes concentraciones,
a)PLA-Pluma de pollo, b) PLA-Cabello de humano y c) PLA-Quitosano.
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Para el caso de los materiales impresos con fibra de queratina de pluma y queratina de
cabello, es muy visible la fibra de la queratina dentro de la matriz de PLA y como aumenta
la cantidad de fibras conforme a su concentracién. Las muestras impresas con fibra de
quitosano no presentan un gran cambio en su color entre los que contienen quitosano y el

blanco.

Fig 20. Muestras impresas usando particulas como refuerzo a diferentes concentraciones,
a)PLA-Cabello de humano, b) PLA- Pluma de pollo y c) PLA-Quitosano.

Por otro lado, las muestras impresas con particulas como refuerzo muestran un color mas
uniforme en todo el material, ademas, en el caso de las muestras de PLA-Queratina de
cabello reforzado con fibras, el cabello mantiene su color natural (negro) y cuando el cabello
es molido y se incorpora a la matriz de PLA para las muestras reforzadas con particulas,
muestra un color café en todo el material. Ambos tipos de materiales con distintos refuerzos
intensifican su color conforme aumenta su concentracion. Debido a estos resultados, se
opto por hacer las combinaciones de PLA-Quitosano-Queratina (98%-1.5%-0.5%)
utilizando los refuerzos a base de particulas, esto debido al su notoria mejor distribucién de

refuerzo en la matriz en comparacion con los refuerzos en forma de fibra.
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4.2.1 Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR)

Los materiales obtenidos por impresion 3D tanto con fibras como con particulas, fueron

analizados por FTIR para conocer los grupos funcionales presentes en cada muestra, en la

figura 21 se pueden observar los espectros obtenidos y en la tabla 4 el resumen de las

bandas encontradas en los espectros.
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Fig 21. Espectros de FTIR de materiales impresos con refuerzo en forma de fibra, a)PLA-

Cabello de humano, b) PLA- Pluma de pollo y c) PLA-Quitosano.

Tabla 4. Grupos funcionales y longitudes de onda aproximadas de los

materiales impresos con fibras.

A aprox. (cm™) Grupo funcional

2930/2840
1750
1480/1371
1120
875

Vs/a (C-H)
v (C=0)

s/a (C-H)
v (C-0)

v (C-C)

Los materiales obtenidos por impresion 3D con fibras no muestran cambio en sus bandas

entre una muestra y otra, esto es porque los materiales utilizados para su elaboracion son

muestras organicas y comparten grupos funcionales. Dentro de los espectros se muestran

las bandas pertenecientes al PLA: el estiramiento asimétrico y simétrico de (C-H) a los 2930

cm-1y 2840 cm™

respectivamente, la deformacion simétrica y asimétrica de (C-H) a 1480
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Q
N

Transmitancia (u.a.)

cm™y 1371 ecm™, la vibracién del grupo carbonilo de la amida | (C=0) a los 1750 cm™ y

finalmente la banda vibracional de (C-O) la vemos en 1120 cm™.

En el caso de las muestras hechas con refuerzo en particula hechas en ltalia, los espectros

se muestran en la figura 22 y se resumen las bandas encontradas en la tabla 5.
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Fig 22. Espectros de FTIR de materiales impresos con refuerzo en forma de particula,
a)PLA-Cabello de humano, b) PLA- Pluma de pollo y c) PLA-Quitosano.

Tabla 5. Grupos funcionales y longitudes de onda aproximadas de los

A aprox. (cm™)

materiales impresos con particulas.

2930/2840
1750
1480/1371
1120
875

Vs/a (C'H)
v (C=0)

83/a (C'H)

v (C-O)
v (C-C)

Grupo funcional

Al igual que con los espectros de los materiales impresos con fibra como refuerzo, los

materiales impresos con particula como refuerzo solamente muestran las bandas

caracteristicas del PLA.



Los espectros de los materiales PLA-Quitosano-Queratina de cabello y PLA-Quitosano-

Queratina de pluma (98%-1.5%-0.5%) se muestran en la figura 23 y el resumen de sus

bandas en la tabla 6.
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Fig 23. Espectros de FTIR de materiales

impresos PLA-Quitosano-Queratina.

Tabla 6. Grupos funcionales y longitudes de onda
aproximadas de los materiales impresos PLA-

Quitosano-Queratina.

A aprox. (cm™) Grupo funcional
2930/2840 vea(C-H)
1750 v (C=0)
1480/1371 Ss/a (C-H)
1120 v (C-0)
875 v (C-C)

Al igual que con los espectros de los materiales hechos con refuerzo de particula y fibras,

dentro del espectro de la combinacion de PLA-Quitosano-Queratina de pluma y PLA-

Quitosano-Queratina de cabello, solamente muestra las bandas caracteristicas del PLA.
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4.2.2 Microscopia Electrénica de Barrido (SEM)

Las imagenes para los materiales hechos por impresion 3D utilizando fibras como refuerzo,

se muestran en la figura 24.

130009 2018/09/12 L D64 H25k 30um 110003 2018/0912 L D45 28k 30um L4001
CGEO, UNAM CGEO, UNAM

1100047 2018/09/12 L D40 60k 20um
CGEO, UNAM

150020 2018/09/12 L D69 x1.0k 100um L50021 2018/09/12 L D69 50k 20um
CGEO, UNAM CGEO, UNAM

L10001 2018/09/112 L D44 x500 200um
CGEO, UNAM

5 L100045 2018/09/12 — L D40 5k 30
1100043 2018109712 [ D39 x500 200um  CGEQUNAM

180032 2018/09/12 L D36 x10k 100um
CGEO, UNAM CGEO, UNAM

Fig 24. Imagenes SEM de materiales impresos en 3D de materiales hechos con fibra como refuerzo, fotos tomadas
transversalmente, a) PLA, b) PLA-Cabello 0.5%, c) PLA-Cabello 1%, d) PLA-Cabello 1.5%, e) PLA-Plumas 0.5%, f)
PLA-Plumas 1%, g) PLA-Plumas 1.5%, h) PLA-Quitosano 0.5%, i) PLA-Quitosano 1% y j) PLA-Quitosano 1.5%.

Con base a que en las imagenes observadas por SEM para la impresién 3D de los
materiales hechos con fibra como refuerzo, marcados en una flecha azul se logra apreciar
como se encuentra el cabello, la pluma y el quitosano en forma de fibra dentro de la matriz
de PLA. En el caso de las muestras de PLA-Queratina de cabello en los incisos b), c) y d)
se observa perfectamente la forma cilindrica del cabello, para el caso de los materiales de
PLA-Queratina de pluma se logra observar en los incisos e), f) y g) algunas pequefias
barbulas dentro del material y por ultimo para las muestras de PLA-Quitosano los incisos
h), i) y j) se observan algunos grumos de quitosano dentro de la matriz de PLA.
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Fig 25. Imagenes SEM de materiales impresos en 3D de materiales hechos con particulas como
refuerzo, fotos tomadas transversalmente, a) PLA, b) PLA-Cabello 0.5%, c) PLA-Cabello 1%, d)
PLA-Cabello 1.5%, e) PLA-Plumas 0.5%, f) PLA-Plumas 1%, g) PLA-Plumas 1.5%, h) PLA-
Quitosano 0.5%, i) PLA-Quitosano 1% y j) PLA-Quitosano 1.5%.

Los resultados del SEM del PLA blanco, PLA-Quitosano, PLA-Queratina de pluma y PLA-
Queratina de cabello diferentes concentraciones (0.5%, 1% y 1.5%) de la figura 25,
muestran como el PLA pristino (inciso a)) tiene una superficie sin agregados, pero en el
caso de muestras de PLA-quitosano, PLA-plumas y PLA-Cabello es posible apreciar que
las particulas aumentan a medida que aumenta la concentracion. Para las muestras en los
incisos d), g) yj) con la mayor concentracion (1,5%) de refuerzos, se puede observar existen

aglomerados marcados con flechas azules.
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Fig 26. Imagenes SEM de materiales impresos en 3D de materiales hechos con particulas como
refuerzo mezcla PLA-Quitosano-Queratina, fotos tomadas transversalmente, a) PLA, b) PLA-
Quitosano 1.5%-Cabello 0.5%, c) PLA-Quitosano 1.5%-Pluma 0.5%

Los resultados de la figura 26 muestran que al mezclar PLA-Quitosano-Cabello o PLA-
Quitosano-Plumas la superficie de las muestras se vuelve heterogénea y aglomerada en
comparacion con PLA pristina y las muestras que contienen sélo la matriz de PLA y un
material de refuerzo. Es posible apreciar cdmo hay particulas de los refuerzos esparcidas
por toda la superficie de PLA, pero éstas no se convierten en grandes cumulos de

aglomerados.

Con base en las investigaciones hechas por el grupo de trabajo de Chacdn, se puede
confirmar que el tipo de fractura que se presenta en todas las muestras es de tipo fragil
(Chacén J.M., etal., 2017) en la flecha marcada con rojo se logra observar el tipo de fractura

que presenta el PLA es caracteristico del tipo fragil.
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4.2.3 Raman

La espectroscopia Raman permite analizar los grupos funcionales presentes en los
materiales impresos (con refuerzo en fibra y hojuela). Esta caracterizacion se lleva acabo
con el objetivo de complementar los resultados obtenidos en FTIR y observar posibles
grupos funcionales que no sean distinguibles en esta técnica. Los espectros Raman de los

materiales hechos con fibra en México como refuerzo se muestran en la figura 27.
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Fig 27. Espectros de Raman de materiales impresos con refuerzo en forma de fibra.

Dentro de los espectros de las muestras de impresion 3D con fibras como refuerzo,
solamente se logran apreciar las bandas caracteristicas del PLA, sus bandas de
estiramiento simétricas y asimétricas de C-H del grupo metil (CH3) se observaron a 3045
cm™y 2957 cm™ (Shoaib Mallick, et al., 2018). También, exhiben la banda caracteristica de
C=0 con un pico a 1770 cm™ y un hombro a 1754 cm™. Los picos de 1454 cm™, 1387 cm’’
y 1129 cm™ se asignan a los modos de balanceo asimétrico y simétrico y de flexion de CH
respectivamente; mientras que los picos de 1182 cm™ y 1096 cm™ corresponden al modo
de estiramiento OCO. La flexion CH, el estiramiento C-CHs y el estiramiento C-COO

aparecen a 1297 cm™, 1045 cm™ y 875 cm™, respectivamente (Wanwei Zhang, et al., 2017).
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3,000

4.2.4 Analisis Dinamico Mecanico (DMA)
Los resultados del DMA para las muestras de PLA, PLA-Quitosano, PLA-Cabello y PLA-

Pluma de los materiales hechos con fibra como refuerzo se muestran en la figura 28.
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Fig 28. Resultados de la DMA de materiales impresos en 3D con fibra como refuerzo, a) PLA-Cabello,
b) PLA-Plumas, c) PLA-Quitosano, d) Tan delta PLA-Cabello, e) Tan delta PLA-Plumas y f) Tan delta

PLA-Quitosano.

Los resultados del DMA permiten complementar la caracterizacion de los materiales, ya que

con estos datos podemos examinar la capacidad del material para devolver o almacenar

energia con su modulo de almacenamiento, su temperatura de transicion vitrea (Tg) a la

cual las cadenas poliméricas empiezan a moverse y su capacidad de amortiguamiento de

la energia con los picos de Tan Delta (Kevin P. Menard, 1999). Los graficos del DMA

muestran que el médulo de almacenamiento es de 2100 MPa para el PLA puro, y que los

materiales impresos con fibra como refuerzo tienen un modulo de almacenamiento menor,

debido a esto es posible afirmar que el refuerzo en forma de fibra esta provocando que los

materiales tengan un comportamiento viscoelastico. La mejor concentracion para la

muestra de PLA-Cabello es la de 1.5% con un modulo de almacenamiento de 1100 MPa,
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para la muestra PLA-Pluma la mejor concentracion fue de 1.5% con 1200 MPa y finalmente
para la muestra de PLA-Quitosano la mejor concentracion fue de 1% con un valor en el
modulo de almacenamiento de 1250 MPa. Es importante mencionar que, al ahadir el
refuerzo en forma de fibra a la matriz de PLA, se genera una inestabilidad térmica en las
muestras, ya que en las graficas se aprecia como el modulo de almacenamiento tiene una
caida prominente a una menor temperatura que el PLA blanco, lo cual se comprueba con

la graficas de los picos de Tan Delta.

Las graficas d), e) y f) nos muestran la temperatura de transicion vitrea (Tg) de cada
material. En el caso del PLA blanco tiene una Tg de 74°C, mientras que la concentracion
minima (0.5%) de los materiales PLA-Cabello, PLA-Pluma y PLA-Quitosano tienen una Tg
de 67°C, 57°C y 46°C, respectivamente. De igual manera, con ayuda de estas graficas de
Tan delta es notorio como la capacidad de amortiguamiento que tiene la matriz de PLA
disminuye considerablemente cuando se le afaden los refuerzos en fibras, ya que los picos

de Tan delta disminuyen considerablemente.
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Fig 29. Resultados de la DMA de materiales impresos en 3D con particulas como refuerzo, a) PLA-
Cabello, b) PLA-Plumas, c) PLA-Quitosano, d) Tan delta PLA-Cabello, e) Tan delta PLA-Plumas y f)

Tan delta PLA-Quitosano.
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La figura 29 muestra los resultados de DMA de los materiales hechos con particulas como
refuerzos en lItalia, el modulo de almacenamiento del PLA es el mismo que con los
materiales hechos con fibra como refuerzo (2100 MPa). Las graficas a), b) y ¢) muestran
que la concentraciéon de 0.5% para PLA-Quitosano, PLA-Cabello y PLA-Plumas se tiene un
modulo de almacenamiento de 2200 MPa, 2550 MPa y 2250 MPa respectivamente, estas
concentraciones obtienen materiales mas rigidos que los materiales con una mayor
concentracion de quitosano, pelo o plumas (1% y 1.5%). Los valores del Modulo de
Almacenamiento de todos los materiales con la concentracién mas baja son mas altos que
el resto de las concentraciones en todo el rango de temperatura del experimento, lo que
indica que la concentracion mas baja podria actuar como relleno de refuerzo efectivo y tiene

la mejor dispersién de pelo, plumas o quitosano en la matriz PLA.

Como se menciono anteriormente, la temperatura del pico tan delta esta relacionada con la
temperatura de transicion vitrea (Tg), para el PLA este valor es de 74°C, en el caso de la
queratina PLA-Cabello las tres concentraciones tienen una Tg de 72°C, mientras que para
las plumas PLA la concentracion mas alta tiene una Tg de 71°C, las concentraciones
medias y bajas tienen una Tg de 72°C y finalmente, en el caso del PLA-quitosano, la
concentracion de 0.5% tiene un Tg de 73.5°C, en 1% un Tg de 73°C y para 1.5% un Tg de
71°C. Estos resultados nos muestran que anadir refuerzo en forma de hojuela no afecta
significativamente la estabilidad térmica de los materiales, pero por otro lado, dentro de las
graficas d) y e) es notable como el pico de Tan delta para el caso de los materiales que
contienen queratina son mas altos que el pico Tan delta del PLA pristino, esto nos indica
que la queratina (de cabello o pluma) dentro de la matriz de PLA en forma de particulas,

favorece la capacidad de amortiguamiento del material.
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Fig 30. Resultados de la DMA de materiales impresos en 3D con particulas como refuerzo PLA-

Quitosano-Queratina, a) Modulo de almacenamiento, b) Tan Delta.
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Con base a los resultados de DMA para las mezclas poliméricas de PLA-Quitosano 1.5%-
Cabello 0.5% y PLA-Quitosano 1.5%-Pluma 0.5% es posible conocer los valores de modulo
de almacenamiento de ambas muestras, los cuales son 2200 MPa y 1950 MPa,
respectivamente, también es posible apreciar como la mezcla de quitosano y queratina
dentro de la matriz de PLA no provoca inestabilidad térmica en el material, lo cual se
comprueba con las graficas de Tan delta. Por otro lado, en el caso de la muestra de PLA-
Quitosano-Cabello se observa como estos refuerzos provocan que el material tenga un
comportamiento mas rigido que el PLA blanco, sin embargo, la muestra de PLA-Quitosano-

Pluma tiene un comportamiento mas viscoelastico.

Las graficas de Tan delta indican que efectivamente no hay una gran inestabilidad térmica
en los materiales, ya que ambos tienen una Tg de 71°C, mientras que el PLA blanco una
Tg de 74°C. Adicional a esto, la grafica de Tan Delta muestra como el afiadir la mezcla de
refuerzos quitosano-queratina a la matriz de PLA, mejora la capacidad del material de

amortiguar la energia que se le suministra.
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4.2.5 Pruebas de biocompatibilidad

Las pruebas de biocompatibilidad se dividen en dos caracterizaciones, la primera es
utilizando el ensayo del MTT para conocer si existe crecimiento celular en presencia de los
materiales realizados y la segunda es sobre pruebas de adhesion celular, esta ultima
prueba utiliza la microscopia confocal para observar la fluorescencia de las células una vez
afadidas a los materiales realizados. Los resultados obtenidos para los andamios, tanto
con fibra y hojuela como refuerzo obtenidos via impresion 3D son los mostrados en la figura
31.
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Fig 31. Ensayo de MTT a) Impresiones 3D hechas con fibra como refuerzo y b) impresiones 3D

hechas con particulas como refuerzo.

La grafica a), que contiene la informacion sobre el crecimiento celular en presencia de los
andamios hechos a base de fibra como refuerzo, se observa como no existe un cambio
significante entre el PLA blanco para los dias 3 y 7 con las muestras de PLA-Quitosano,
PLA-Cabello y PLA-Pluma independientemente de las concentraciones. La muestra de
PLA-Pluma al 0.5% resulta ser la que mejor crecimiento celular tiene, sin embargo, es

solamente un 15% superior al PLA blanco.

Por otro lado, en la grafica b) se logra observar como al afiadir quitosano, queratina de
cabello o queratina de pluma en forma de particulas al andamio, mejora considerablemente
el crecimiento celular en comparacién con la impresion que solo contiene PLA. El mejor

resultado de la muestra de PLA-Cabello es la que tiene una concentracion de 1.5%, la de
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PLA-Pluma es la concentracion de 0.5% y la mejor concentracion de PLA-Quitosano es la

de 1%, con unas mejoras del 81%, 87% y 85% respectivamente.

En la figura 32 se observan las imagenes obtenidas en el microscopio confocal, el cual
muestra los fibroblastos marcados con un marcador fluorescente DAPI (azul). En la imagen
a) se distingue el citoesqueleto de la célula, el cual se muestra marcado en el circulo rojo y
parece ser un volumen amorfo, mientras que dentro de cada citoesqueleto se distingue
perfectamente su nucleo marcado por DAPI en azul. El resto de las imagenes de la figura

27 nos muestran los nucleos de cada célula, y dependiendo el color del nucleo, nos indica

a que profundidad se encuentra localizada la célula dentro del andamio.

15

Fig 32. Imagenes del microscopio confocal de los materiales impresos con refuerzo en forma de fibra.
a) Nucleo de fibroblasto marcado con DAPI , b) PLA-Cabello 0.5%, c) PLA-Cabello 1%, d) PLA-Cabello
1.5%, e) PLA-Plumas 0.5%, f) PLA-Plumas 1%, g) PLA-Plumas 1.5%, h) PLA-Quitosano 0.5%, i) PLA-
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Con base en los resultados obtenidos en el microscopio confocal de las figuras 32 y 33 se

puede afirmar que efectivamente las células se estan adhiriendo a los andamios hechos

con fibra como refuerzo.

Fig 33. Imagenes del microscopio confocal de los materiales impresos con refuerzo en forma de
particula. a) Nucleo de fibroblasto marcado con DAPI, b) PLA-Cabello 0.5%, c) PLA-Cabello 1%, d) PLA-
Cabello 1.5%, e) PLA-Plumas 0.5%, f) PLA-Plumas 1%, g) PLA-Plumas 1.5%, h) PLA-Quitosano 0.5%, i)
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4.3 Electrohilado

Las muestras obtenidas por electrohilado se muestran en la figura 34, estos materiales
tienen un espesor de aproximadamente 0.3 mm y las microfibras obtenidas son de color
blanco independientemente de los materiales utilizados para su elaboracion (PLA,

quitosano o sal de queratina) y sus concentraciones.

Fig 34. Muestras de electrohilado de PLA.

4.3.1 Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR)

Los espectros FTIR de las muestras obtenidas a partir de la técnica de electrohilado, se
muestran en la figura 35 y la tabla con el resumen de las bandas de los grupos funcionales
encontrados dentro de los espectros se muestran en la tabla 7.
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Fig 35. Espectros de FTIR de materiales electrohilados, a) PLA-Cabello de humano, b) PLA-
Pluma de pollo y c) PLA-Quitosano.
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Tabla 7. Grupos funcionales y longitudes de onda aproximadas de los

materiales electrohilados.

3300 vs (N-H)
2930/2840 vea (C-H)

1750 v (C=0) Amida |

1540 8 (N-H) Amida Il
1480/1371 Sera (C-H)

1230 v (C-N) Amida IlI

1120 v (C-0)

875 v (C-C)

750 v (C-S)

El FTIR de los andamios obtenidos por electrohilado mostré las bandas caracteristicas del
PLA, quitosano y queratina: el pico caracteristico del PLA a los 750 cm™, la vibracién del
grupo carbonilo (C=0) de la amida | en 1750 cm™, la deformacion del N-H de la amida Il a
los 1540 cm™ y la vibracion de (C-N) en la amida lll en 1230 cm™. Dentro de este mismo
espectro se encuentran los picos correspondientes al quitosano: el estiramiento del N-H a
3300 cm™, el estiramiento asimétrico y simétrico de (C-H) a los 2930 cm-1 y 2840 cm’
respectivamente, la deformacién de (C-H) a 1480 cm™, la vibracién del grupo carbonilo de
la amida | (C=0) a los 1750 cm, la deformacién de (N-H) de la amida Il a 1630 cm™, el
estiramiento de la amida Il (C-O) a 1230 cm™, la banda vibracional de (C-O) la vemos en
1120 cm™ y finalmente al encontrarse mas de tres CH, dentro de la estructura quimica del

quitosano se logra observar un balanceo a los 720 cm™ (Flores-Hernandez et al., 2014).

En el espectro de PLA-queratina de diferentes fuentes (cabello y pluma de pollo) se lograron
apreciar como las bandas caracteristicas del PLA se hacian de nuevo presentes, pero esta
vez para la queratina encontramos la banda del estiramiento asimétrico de (C-H) a 2930
cm™ y su estiramiento simétrico a 2840 cm™, la vibracion de la amida | (C=0) a 1750 cm™,
la deformacién de (N-H) amida Il a 1540 cm™, la deformacion del grupo metil (C-H) a 1480
cm™ y finalmente el estiramiento de la amida Ill (C-N) a los 1230 cm™ (Bomou Ma, et al.,
2016).
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4.3.2 Microscopia Electronica de Barrido (SEM)

Las fibras de PLA, PLA-Quitosano, PLA-Queratina de pluma y PLA-Queratina de cabello
obtenidas mediante la técnica de electrohilado se observan en la figura 36.

10kV- X1,500 "10um 10KV / X1;500  10pm 10kV.eX1,500  10pm

10kV/ X1,500,, 10pm 10KV~ X1,500 ~ 10um 10KV~ X1,500-.40um

10kV/  X1;500-/ 10pm

fok\.. 7 X4:500,/ 1opim 10kV. -1 X1(500/ 10pm C10KV Y X1,500 - 10pm

Fig 36. Imagenes SEM de materiales electrohilados, a) PLA, b) PLA-Cabello 0.5%, c) PLA-Cabello 1%, d) PLA-
Cabello 1.5%, e) PLA-Plumas 0.5%, f) PLA-Plumas 1%, g) PLA-Plumas 1.5%, h) PLA-Quitosano 5%, i) PLA-
Quitosano 7.5% y j) PLA-Quitosano 10%.

Con las imagenes de SEM obtenidas de las fibras de cada muestra, es posible confirmar
que, al afadir quitosano o sal de queratina a la mezcla de PLA, el diametro de las fibras
disminuye considerablemente. Las fibras de PLA tienen un diametro promedio de 4.328 um,
y al afiadir la minima concentracién de quitosano (5%) logra reducir el tamafo de las fibras
un 85% obteniendo un diametro de 0.609 um, para el caso de la sal de queratina de cabello
la concentracion minima (0.5%) redujo las fibras un 80% obteniendo un diametro de 0.876
um y finalmente, la minima concentracion de sal de queratina de pluma (0.5%) consiguio

un diametro de 0.587 um reduciendo asi en un 86% el diametro de las fibras de PLA.
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La figura 37 muestra un andlisis estadistico del diametro de las fibras obtenido de cada

W

muestra.
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Fig 37. Analisis estadistico del tamaino de fibras obtenidas por electrohilado, a) PLA, b) PLA-Cabello 0.5%, c) PLA-
Cabello 1%, d) PLA-Cabello 1.5%, e) PLA-Plumas 0.5%, f) PLA-Plumas 1%, g) PLA-Plumas 1.5%, h) PLA-Quitosano
5%, i) PLA-Quitosano 7.5% y j) PLA-Quitosano 10%.

Con base en los resultados obtenidos, es posible apreciar como a mayor concentracion de

quitosano, sal de queratina de pluma o sal de queratina de cabello, mayor sera el diametro

de las fibras, sin embargo, el diametro de las fibras se vuelve menos constante conforme la

concentracion aumenta, es decir, la medicion de las fibras se vuelve menos precisa debido

a que los diametros de las fibras son mas variables conforme la concentracion aumenta.
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4.3.3 Raman

Los resultados de la espectroscopia Raman de los materiales electrohilados se muestran
en la figura 38.
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Fig 38. Espectros de Raman de materiales electrohilados.

Al igual que en la seccion anterior, los resultados de Raman solamente muestran las bandas
caracteristicas del PLA, las bandas de su estiramiento simétricas y asimétricas de C-H del
grupo metil (CHs) a 3045 cm™ y 2957 cm™ (Shoaib Mallick, et al., 2018). La banda
caracteristica de C=0 con un pico a 1770 cm™ y un hombro a 1754 cm™, los picos de 1454
cm™, 1387 cm™ y 1129 cm™ se asignan a los modos de balanceo asimétrico y simétrico y
de flexion de CHj; respectivamente; y los picos de 1182 cm™ y 1096 cm™ corresponden al
modo de estiramiento OCO. La flexion CH, el estiramiento C-CHs y el estiramiento C-COO

aparecen a 1297 cm™, 1045 cm™ y 875 cm™, respectivamente (Wanwei Zhang, et al., 2017).

A pesar de que las bandas de la queratina y el quitosano no son visibles, la literatura nos
dice que la queratina es una proteina y que esta tiene una estructura lineal con un orden
tridimensional especifico conformada a base de una secuencia de aminoacidos
(Mohammed AlQuraishi, 2019), estos aminoacidos son compuestos organicos que
contienen un amino (-NH2) y un grupo carboxilo (-COOH) unidos por un enlace covalente

llamado enlace peptidico (A.J. Bruno, et al., 2018). Por otro lado, autores también indican
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que el quitosano es una amino polisacarido, el cual destaca por contener grupos funcionales
amino (-NHz) e hidroxilos (R-OH) (S. Islam, M. A. Rahman Bhuiyan y M. N. Islam, 2016).
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4.3.4 Analisis Dinamico Mecanico (DMA)

Los resultados de DMA para los materiales obtenidos por la técnica de electrohilado se
muestran en la figura 39, estos graficos demuestran que los materiales de PLA-Queratina
de cabello, PLA-Queratina de pluma y PLA-Quitosano, tienen un comportamiento mas

rigido en comparacion con el PLA blanco.
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Fig 39. Resultados de la DMA de materiales electrohilados, a) PLA-Cabello, b) PLA-Plumas, c) PLA-
Quitosano.

La mejor concentracion para las muestras de PLA-Queratina de cabello y PLA-Queratina
de pluma es la de 1% con un modulo de almacenamiento de 126 MPa y 74 MPa
respectivamente, en el caso de las muestras de PLA-Quitosano, la mejor concentracion fue
la de 7.5% con un modulo de almacenamiento de 176 MPa. La grafica de los materiales
también nos muestra que, al afadir queratina o quitosano a la mezcla de PLA, mejora
significativamente la estabilidad térmica de los materiales, ya que mientras que el PLA tiene
una temperatura de transicién vitrea a los 54°C, al afiadir sal de queratina de cabello, sal
de queratina de pluma o quitosano su estabilidad térmica aumenta hasta 58°C, 65°C y 64°C

respectivamente.

Finalmente, los resultados de DMA para las mezclas de PLA-Quitosano-Queratina de
cabello y PLA-Quitosano-Queratina de pluma, se muestran en la figura 40, estas graficas
demuestran que la mezcla de los dos materiales (queratina y quitosano) en la mezcla de
PLA, logra aumentar aun mas la rigidez de los materiales que los hechos solamente con

qgueratina o quitosano.
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Fig 40. Resultados de la DMA de materiales electrohilados mezcla de materiales PLA-Quitosano-

Queratina, a) PLA-Quitosano-Cabello, b) PLA-Quitosano-Plumas.

Los resultados de la figura 34 nos muestran que hay un aumento en el modulo de
almacenamiento y estabilidad térmica para las muestras que contienen tres materiales, en
el caso de la muestra de PLA-Cabello-Quitosano, la concentracion que tuvo un mejor
resultado fue la de 0.5% sal de queratina de cabello y 7.5% quitosano, ya que obtuvo un
modulo de almacenamiento de 164 MPa y una temperatura de transicién vitrea de 60°C.
Para la muestra de PLA-Pluma-Quitosano la concentracién que obtuvo un mejor modulo de
almacenamiento fue la de 0.5% sal de queratina de pluma y 10% de quitosano con un
resultado de 334 MPa, sin embargo, su temperatura de transicion vitrea es muy cercana a
la del PLA blanco (54°C), la concentracion que obtuvo una mejor estabilidad térmica fue la
de 0.5% sal de queratina de pluma y 7.5% de quitosano, ya que obtuvo 63°C en su

temperatura de transicion vitrea.
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4.3.5 Pruebas de biocompatibilidad

Los resultados de del ensayo de MTT de los materiales electrohilados se muestran en la

figura 41, mientras que las imagenes de confocal se encuentran en la figura 26.
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Fig 41. Ensayo de MTT para los materiales hechos a partir de electrohilado.

Los resultados del ensayo MTT nos muestra como el afiadir sal de queratina o quitosano a
la mezcla de PLA no es significativamente diferente con respecto al blanco, es decir que no
hay un crecimiento celular tan significante entre las muestras. Las graficas exhiben como
el material con un mejor resultado fue el de PLA-Queratina de cabello, ya que este supero
en un 5% el PLA blanco.

Por otro lado, en las imagenes tomadas con el confocal para las pruebas de adhesion
celular, es posible comprobar que si existe una adherencia por parte de las células en los
materiales electrohilados. En la figura 42, el inciso a) nos muestra la forma completa de un
fibroblasto, donde el volumen amorfo es el citoesqueleto de la célula, mientras que el nlcleo
se encuentra marcado en azul. El resto de las imagenes muestran los nucleos de las células
dentro de los materiales electrohilados a distintas profundidades dentro del material, esto

se demuestra a diferentes escalas de color.
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Fig 42. Imagenes del microscopio confocal de los materiales electrohilados a) Nucleo de fibroblasto
marcado con DAPI, b) PLA-Cabello 0.5%, c) PLA-Cabello 1%, d) PLA-Cabello 1.5%, e) PLA-Plumas 0.5%,
f) PLA-Plumas 1%, g) PLA-Plumas 1.5%, h) PLA-Quitosano 5%, i) PLA-Quitosano 7.5% y j) PLA-
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CONCLUSIONES

Los resultados de este proyecto permiten concluir que la adiciéon de quitosano y queratina
(obtenida de pluma y de cabello) al PLA para la sintesis de andamios realizados por las
técnicas de electrohilado e impresion 3D, son viables para ser aplicados en el area de

ingenieria de tejidos.

Con base en los resultados de Raman y FTIR de los materiales de inicio, se puede conocer
el tipo de interfaz matriz-refuerzo que puede existir entre los materiales impresos. Los
resultados de estas técnicas de caracterizacion muestran que la queratina contiene grupos
funcionales amino (-NH) y carboxilo (-COOH), el quitosano grupos amino (-NH-) e hidroxilo
(-R-OH)y en el caso del PLA los grupos funcionales carbonilo (-C=0), por lo tanto, se infiere
que existe una interfaz mecanica entre la matriz-refuerzo por atraccion electroestatica o
puentes de hidrogeno. Esto debido a que, el PLA contiene grupos carbonilo, los cuales son
uno de los principales grupos funcionales que donan electrones, mientras que el quitosano
y la queratina contienen grupos amino, hidroxilo y carboxilo, los cuales destacan por ser
donadores de protones, estos grupos interaccionan entre si para finalmente formar puentes

de hidrogeno.

Para las muestras realizadas por impresion 3D, se evalud el efecto del tipo de refuerzo a
ocupar. Por un lado, Se hicieron muestras utilizando el quitosano y queratina en forma de
fibra y por otro, estos mismos materiales fueron ocupados como refuerzos, pero en forma
de particula. Utilizando las imagenes obtenidas en SEM, es posible apreciar como los
refuerzos en forma de particulas tienen una mejor dispersién y por lo tanto una mayor area
superficial en contacto en la matriz de PLA que los refuerzos en forma de fibra. Es por esto
que los materiales hechos con el refuerzo de queratina y quitosano en forma de particulas
obtuvieron mejores resultados en las pruebas de biocompatibilidad y DMA, ya que en las
pruebas de biocompatibilidad existe una mayor area superficial del refuerzo en contacto
con las células, y en los resultados de DMA, la buena dispersion del refuerzo favorecié la
cantidad de puentes de hidrogeno dentro del material, debido a la unién por enlaces

secundarios de la matriz con el refuerzo, favoreciendo asi la rigidez del material.

También, en los resultados de los materiales impresos, para el caso de las

caracterizaciones de Raman y FTIR, es notorio como las bandas de los grupos funcionales
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de los refuerzos de queratina y quitosano no estan presentes dentro de los espectros, se
infiere que es debido a que el PLA envuelve estos refuerzos, independientemente su
concentracion, durante el proceso de extrusion e impresion, y los laseres ocupados en estas
técnicas de caracterizacién no alcanzan a detectar los refuerzos dentro de los materiales

impresos.

Los resultados de DMA de los materiales impresos nos muestran como las impresiones
hechas con refuerzo en forma de fibra tienen un comportamiento menos rigido en
comparacion con el PLA blanco, mientras que las muestras hechas con refuerzo en forma
de particulas presentan un comportamiento mas rigido en comparacién con el PLA blanco.
Estos comportamientos tan diferentes son debido a la dispersion que tienen los diferentes
tipos de refuerzos presentes en la matriz, los refuerzos con particulas tienen una mayor
dispersion dentro de la matriz de PLA y por lo tanto una mayor area de contacto matriz-
refuerzo, esto provoca que, al aplicar un esfuerzo, los refuerzos y la matriz tengan una
buena transferencia de cargas impidiendo el movimiento de las cadenas poliméricas dentro
del material. Los refuerzos en forma de fibra, por otro lado, no estan perfectamente
dispersas en el material, lo cual provoca que no tenga una buena transferencia de cargas
en la interface matriz-refuerzo, generando asi una mayor cedencia al esfuerzo cortante

aplicado.

Adicional a esto, la concentraciéon utilizada para los materiales impresos también es un
factor a considerar en los resultados de DMA. Las graficas de los materiales impresos nos
muestran que, a mayor concentracion del refuerzo en la matriz, menos rigidos seran los
materiales. Esta conclusion se puede complementar con las imagenes obtenidas en SEM,
en donde se logra observar que, a una mayor concentracion de queratina y quitosano en la
matriz de PLA, existe una mayor aglomeracion dentro de los materiales impresos. Este
efecto de aglomeracion provoca que las cadenas poliméricas del material impreso cedan

ante los esfuerzos aplicados.

Concluyendo con los resultados de los materiales impresos, los analisis de
biocompatibilidad nos muestran como los materiales impresos hechos con refuerzos en
forma de particula tienen un mayor crecimiento celular en comparacion con los hechos con
refuerzos en forma de fibra. Las células tienen la capacidad de adherirse a un material

siempre y cuando se produzcan fuerzas electroestaticas entre las proteinas de adhesién
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dentro de la membrana celular y el material a adherir. Estas proteinas de adhesién estan
compuestas por grupos amino (-NH>), carboxilo (-COOH), carbonilos e hidroxilos (-OH), los
cuales son grupos funcionales que donan electrones y efectivamente generan fuerzas
electroestaticas con los grupos funcionales del PLA, quitosano y queratina los cuales son
donadores de electrones. Por lo tanto, los materiales impresos hechos con refuerzo de
queratina y quitosano en forma de particula tienen una mayor interaccion por fuerzas
electroestaticas de los fibroblastos debido a su gran area de contacto dentro del material
generado por su buena dispersién, provocando asi un mayor crecimiento celular en
comparacion con los materiales hechos con refuerzo en forma de fibra que tienen una

menor area de contacto.

Por otro lado, dentro de los resultados de los materiales electrohilados, el DMA muestran
que existe un comportamiento mas rigido en los materiales PLA-Quitosano, PLA-Queratina
y PLA-Quitosano-Queratina que el PLA blanco, esto se debe a que para la técnica de
electrohilado, es necesario hacer previamente una mezcla polimérica de PLA, quitosano y
queratina a través del uso de solventes, estos solventes rompen algunos enlaces
secundarios de los materiales, y durante la mezcla y el proceso de electrohilado se generan
nuevos enlaces secundarios (puentes de hidrogeno) entre el PLA y el quitosano o la
queratina. Esta generacion de enlaces secundarios con la queratina y el quitosano limita
los movimientos de relajacién del PLA provocando que estos nuevos materiales sean mas

rigidos que el blanco.

Los resultados de SEM de los materiales electrohilados nos muestra como al afadir
quitosano o queratina a la mezcla polimérica, se generan, mediante la técnica de
electrohilado, diametros mas pequeinos que el PLA blanco. Para el caso de la mezcla de
PLA-Queratina de cabello se logro reducir el tamafio de las fibras un 80% con la minima
concentracion de queratina (0.5%) en comparacion con el PLA blanco, en el caso de la
mezcla de PLA-Queratina de pluma, la minima concentracién de queratina (0.5%) logro
disminuir un 86% el tamafo de las fibras y finalmente con la minima concentracion (5%) de
la mezcla de PLA-Quitosano las fibras se redujeron un 85%. Esta disminucion del tamafo
de las fibras provoca una mayor area de contacto con los fibroblastos en las pruebas de
biocompatibilidad. Al igual que con los materiales impresos, las proteinas adherentes de las

células interaccionan por medio de fuerzas electroestaticas con las fibras de electrohilado,
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las cuales contienen PLA, quitosano y queratina, y provocan un buen anclaje entre los

fibroblastos y las fibras hechas por la técnica de electrohilado.

A pesar de la buena interaccion de las células con las fibras, los resultados de crecimiento
celular no muestran una gran diferencia entre las fibras hechas de PLA con quitosano o
queratina y el PLA blanco, sin embargo, con base en los resultados de DMA, es importante
considerar que la rigidez de las mezclas poliméricas electrohilados aumentaron
considerablemente. Para el caso de la muestra de PLA-Queratina de cabello de la
concentracion media (1%) el modulo de almacenamiento aumento un 330% en
comparacion con el PLA blanco, para el caso de la muestra de PLA-Queratina de pluma, la
concentracion 1% logro aumentar el modulo de almacenamiento un 195% y finalmente la
concentracion media de quitosano (7.5%) de la muestra PLA-Quitosano aumento la rigidez
en un 475%. Por lo tanto, se puede concluir que a pesar de no tener un mejor crecimiento
celular que el PLA blanco, el aumento en la rigidez de los materiales electrohilados hace
que estos materiales tengan un gran potencial en el area de ingenieria de tejidos para su

insercion en organismos Vvivos.
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