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RESUMEN

La necesidad actual de reemplazo, reparacion y regeneracion de érganos y tejidos
para pacientes se encuentra en continuo crecimiento, tal que los suministros
disponibles no cubren la demanda existente; debido principalmente a la falta de
donantes, y a problemas de compatibilidad que llevan al rechazo de trasplantes.
Para superar estas desventajas, se han investigado el uso de andamios
biocompatibles como alternativa al trasplante (lkada, 2006). Entre estos andamios
se encuentran: cementos 0seos (MacDonald, Price, & Boyd, 2017), hidrogeles
para liberacion de farmacos (Siddhesh, Papadimitrakopoulos, & Burgess, 2004),
materiales para prétesis y para pacientes cardiovasculares (Amini, Laurencin, &
Nukavarapu, 2012; Dimitriou, Jones, McGonagle, & Giannoudis, 2011; Ferrone &
Raut, 2012; Martou & Antonyshyn, 2011). En el presente trabajo se describe el
proceso para la obtencién del método en el desarrollo de un andamio fibrilar
poroso mediante la técnica de electrospinning, utilizando solventes con bajo
impacto ambiental y de bajo riesgo a la salud, asi como la caracterizacion
morfolégica a considerar para un posible uso como material en la ingenieria de
tejidos, obteniendo las caracteristicas del fluido viscoelastico del andamio. El
andamio fibrilar fue obtenido variando las concentraciones de poli vinil alcohol
(PVA), acido poli lactico-co-glicélico (PLGA, 75:25) y colageno tipo 1 en una
relacion de 2:1, 1:1.11, y 167:1, 3.3:1 respectivamente. Las condiciones del
electrohilado fueron de 18 y 20 KV con un diametro de aguja externo de 3 a 5 mm,
una distancia del colector de 11 cm y temperatura variable de 70, 40 y 25 °C. El
andamio obtenido fue almacenado a 6 °C. Se realizaron pruebas de espectro del
proceso haciendo uso de un espectro marca Perkin Elmer modelo Spectrum Two
para analisis de FTIR dando como resultado bandas caracteristicas del grupo
hidroxilo (3000-3500 cm™, 1600 y 660 cm™), amino (3100-3500 cm™, 1600 cm™)
procedentes del PVA y del colageno, carbonilo (1700-1800 cm™) proveniente del
PLGA, C-N (1200-1300 cm™) del colageno y C-O (900-1200 cm™) para los tres
compuestos. La caracterizacion por SEM para corroborar la morfologia del

material se llevdé a cabo mediante un equipo marca JEOL modelo JSM-6010LA,
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asi como pruebas de absorcién, degradabilidad, hinchamiento y porosidad dando
como resultado 200%, 64.29%, 55.1%, 27.28% respectivamente. Las pruebas de
termogravimetria muestran resultados en los cuales se puede confirmar que la
presencia del PVA ayuda a mejorar la estabilidad térmica del andamio debido a
gue es un polimero cristalino, asi como un 95% de degradaciéon mayor a 400 °C

en comparaciéon al andamio que presenta ausencia de este polimero.

Xi
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ABSTRACT

The current need for replacement, repair, and regeneration of organs and tissues
for patients is constantly growing so that the available supplies do not cover the
existing demand; due mainly to the lack of donors, and to compatibility problems
that lead to transplants rejection. To overcome these disadvantages, the use of
biocompatible scaffolds has been investigated as an alternative to transplantation
(lkada, 2006). Among these scaffolds are: bone cements (MacDonald, Price, &
Boyd, 2017), hydrogels for drug release (Siddhesh, Papadimitrakopoulos, &
Burgess, 2004), materials for prostheses and for cardiovascular patients (Amini,
Laurencin, & Nukavarapu, 2012; Dimitriou, Jones, McGonagle, & Giannoudis,
2011; Ferrone & Raut, 2012; Martou & Antonyshyn, 2011). In the present work we
describe the process for obtaining the method in the development of a porous
fibrillary scaffold using the electrospinning technique, using solvents with low
environmental impact and low risk to health, as well as the morphological
characterization to be considered for a possible use as material in tissue
engineering, obtaining the viscoelastic fluid characteristics of the scaffolding. The
fibrillar scaffold was obtained by varying the concentrations of polyvinyl alcohol
(PVA), polylactic acid-co-glycolic acid (PLGA, 75:25) and collagen type 1 in a ratio
of 2: 1, 1: 1.11, and 167: 1, 3.3: 1 respectively. The electrospinning conditions were
18 and 20 KV with an external needle diameter of 3 to 5 mm, a collector distance
of 11 cm and a variable temperature of 70, 40 and 25 °C. The obtained scaffold
was stored at 6 °C. Spectrum testing of the process was performed using a Perkin
Elmer Spectrum Two spectrum spectrum for FTIR analysis resulting in
characteristic bands of the hydroxyl group (3000-3500 cm™, 1600 and 660 cm™),
amino (3100- 3500 cm™, 1600 cm-1) from PVA and collagen, carbonyl (1700-1800
cm™) from PLGA, CN (1200-1300 cm™) of collagen and CO (900-1200 cm™) for the
three compounds. The characterization by SEM to corroborate the morphology of
the material was carried out by a JEOL brand JSM-6010LA equipment, as well as
absorption, degradability, swelling, and porosity tests resulting in 200%, 64.29%,

55.1%, 27.28% respectively. The thermogravimetry tests show results in which it

Xii
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can be confirmed that the presence of the PVA helps to improve the thermal
stability of the scaffold because it is a crystalline polymer, as well as a percentage
of degradation 95% higher than 400 °C compared to the scaffolding which shows

an absence of this polymer.
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CAPITULO 1: INTRODUCCION
1.1 Introduccién

El término ingenieria de tejidos nacio en 1987 y se desarroll6 como una alternativa
al trasplante tradicional de 6rganos debido a la escasez o rechazo por parte de los
pacientes. La convencion fundamental de la ingenieria de tejidos parte de la
capacidad del cuerpo humano para curarse a si mismo, esto depende del tipo de
enfermedades o heridas, del tipo de tejido, el grado de dafio, pérdida de la funcién
y el nimero de tejidos involucrados. El proceso de reparacion, sin embargo, se ha
mejorado en gran medida gracias a los avances en la tecnologia médica (Q. Chen,
Liang, & Thouas, 2013).

Se ha implementado el uso de nuevas nano-estructuras y técnicas que permitan
producir nano-particulas para su aplicacién en diversos sectores de la ingenieria
tisular, con la finalidad de mejorar los procesos e incrementar la productividad.
Una de éstas es el meétodo de electrohilado o electrospinning, teniendo la
caracteristica de ser sencillo, de bajo costo y de utilizar una gran variedad de
materiales, convirtiendo esta técnica en una de las mas recurridas. Las estructuras
obtenidas poseen caracteristicas Unicas, entre ellas su gran area de contacto y
alta porosidad. Debido a estas propiedades, las nano-fibras presentan gran interés
para ser aplicadas en diferentes areas, como son la biomédica, textil y de
alimentos obteniendo resultados benéficos (Robles-Garcia et al.,, 2014). El
proceso de electrospinning permite obtener fibras por medio de estiramiento
coaxial de una solucién visco-elastica, estas fibras poseen diametros que van de
las sub-micras a los nanometros, intervalos en los que es posible encontrar
caracteristicas Unicas, algunas son: area superficial muy grande en relacién al
volumen (en el caso de las nano-fibras, esta relacion puede ser un aproximado de
103 veces mas que una microfibra), flexibilidad en la superficie, alta porosidad,
poros interconectados y rendimiento mecanico superior comparado con otras

formas ya conocidas del material, estas caracteristicas hacen de las nano fibras,



TESIS

optimos candidatos para una variedad de aplicaciones, entre ellas: ingenieria de

tejidos (Duque Sanchez, Rodriguez, & Lopez, 2013).

Por otra parte, con el fin de imitar mejor la nano-estructura de la matriz extra
celular (MEC) natural, los nano-materiales se muestran como candidatos
prometedores que se asemejan a la MEC y que puedan reemplazar con eficacia
los tejidos defectuosos. Durante la Ultima década, andamios fabricados a partir de
nano-fibras, nano-tubos y nano-particulas han sido investigados para la
manipulacion de células madre. Las nano-fibras son de los materiales mayormente
reportados, que parten de polimeros biodegradables sintéticos como acido
polilactico (PLA), acido poli lactico-co-glicolico (PLGA), alcohol polivinilico (PVA) o
poli caprolactona (PCL); y materiales naturales tales como colageno y quitosano
(H. Chen et al., 2013; Q. Chen et al., 2013; Zhao, Tan, Pastorin, & Ho, 2013).

El andamio reportado en el presente trabajo es obtenido a partir de colageno
hidrolizado de origen bovino, PVA y PLGA. El colageno es una de las proteinas
mas abundantes en la naturaleza y es el responsable de mantener la integridad
estructural de los tejidos. En la piel estan presentes principalmente los tipos de
colageno sintetizados por los fibroblastos y los miofibroblastos. El coldgeno ha
sido utilizado en el disefio de sustitutos de la piel (Supp & Boyce, 2005), los
derivados de colageno bovino son hoy en dia aprobados por la Administracion de
Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos (FDA) y percibidos como
elementos de bajo riesgo. El colageno bovino, disponible en tiras y hojas como
pelicula o en polvo, es asequible y de facil manejo, tiene buena adherencia y
excelente potencial de vascularizacion. Su desventaja se centra en la falta de
funciébn de barrera y elasticidad, y su incapacidad para prevenir la invasion
bacteriana (MacNeil, 2008). Todas las moléculas de colageno estan compuestas
por tres cadenas polipeptidicas en una conformacion triple helicoidal, con una
estructura primaria repetitiva con glicina en cada tercera posicién y prolina o 4-

hidroxiprolina que preceden a la glicina. El colageno tipo | (Col I) difiere de otros
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colagenos por su baja hidroxilacion de lisina y su baja composicion en

carbohidratos.

El alcohol poli vinilico (PVA) ha ganado popularidad como material de soporte de
andamios para aplicaciones de ingenieria de tejidos. Otorga estabilidad mecanica
y flexibilidad a los andamios convencionales hechos de polimeros naturales (Youn
Chang et al., 2005). Ademas, los hidrogeles de PVA se han utilizado en una serie
de aplicaciones biomédicas que incluyen lentes de contacto blandos (Hyon et al.,
1994), implantes de cartilago (J.-H., S., Y., J.P., & G.C., 1996), liberacién de
farmacos (Thanoo, Sunny, & Jayakrishnan, 1993), cubiertas de piel temporales o
vendajes para quemaduras (Ficek & Peppas, 1993) y organos artificiales
(Masanori Kobayashi & Oka, 2004). Esto se debe a su inherente no toxicidad, no
carcinogenicidad, buena biocompatibilidad y propiedades fisicas deseables, como
la naturaleza gomosa o elastica y un alto grado de hinchamiento en soluciones
acuosas (M Kobayashi, 2003). Ademas, se ha seleccionado como el aditivo
polimérico para producir matrices nano-fibrosas electrohiladas debido a su buena
formacion de fibras, biocompatibilidad y propiedades de resistencia quimica

(Krumova, LOpez, Benavente, Mijangos, & Perefia, 2000).

El PLGA ha atraido un interés considerable como material base para aplicaciones
biomédicas debido a su: biocompatibilidad (Amini et al., 2012); velocidad de
biodegradacion adaptada (segun el peso molecular y la proporcién del copolimero)
; aprobacion para uso clinico en humanos por parte de la FDA (Ferrone & Raut,
2012); potencial para modificar las propiedades de la superficie para proporcionar
una mejor interaccion con los materiales bioldgicos (Dimitriou et al., 2011); e
idoneidad para su exportacion a paises y culturas donde la implantacion de

productos derivados de animales no es bien vista (Martou & Antonyshyn, 2011).

En el presente trabajo se realizé una fase preliminar y tres metodologias para el
desarrollo y caracterizacién del material compuesto a base de PVA/Col I/PLGA

variando sus concentraciones y condiciones durante el electrohilado con la
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finalidad de obtener una morfologia que sea de tipo fibrilar, asimismo se realizaron
pruebas de absorcion, porosidad, hinchamiento, densidad y degradabilidad del
material final, también se realizé el estudio de algunas caracteristicas propias del
fluido viscoelastico y fases del desarrollo de la fibra. La fase preliminar consistio en
la determinacion de la concentracion de PVA en la solucion la cual se determino
en 70% (Asran, Henning, & Michler, 2010), asimismo se realizaron modificaciones
a técnicas propuestas (Oktay, Kayaman-Apohan, Erdem-Kuruca, & Siuleymanoglu,
2015; Sadeghi-Avalshahr, Nokhasteh, Molavi, Khorsand-Ghayeni, & Mahdavi-
Shahri, 2017; Yao, Wang, Ren, Zhe Liu, & Wang, 2012) en las cuales son usados
agentes acoplantes; como el 1,1’-carbonil-diimidazol (CDI) y 1-metil-2-pirrolidinona
anhidrida (NMP), y 1,1,1,3,3,3-hexafluoruro-2-propanol (HFP) como agente nano-

estructurador.

1.2 Justificacion

La ingenieria de tejidos es el resultado de la combinacion de tres elementos
principalmente, un material, un soporte biodegradable para la siembra de las
células requeridas, y estimulos mecénicos que ayudan al desarrollo de un tejido
nuevo y saludable. El objetivo de la ingenieria de tejidos es desarrollar tejidos
novedosos, ya que el propio cuerpo tiene una capacidad limitada para
regenerarse, y aunque hay sustitutos naturales no estan disponibles para todas las

aplicaciones médicas.

La ingenieria de tejidos es una rama relativamente nueva de la biomedicina, en la
cual se desarrollan polimeros que tienen aplicaciones en el campo de la medicina.
Entre estos materiales encontramos cementos éseos, hidrogeles para liberacion
de farmacos, materiales para protesis y para pacientes cardiovasculares. Estos
tejidos que se desarrollan en un laboratorio y son biocompatibles, permiten
avanzar en la investigacion biomédica al encontrar alternativas de tratamiento a

enfermedades congénitas o adquiridas en pacientes de todas las edades.
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En el presente trabajo se usaron tres tipos diferentes de polimeros en una matriz,
aprovechando cada una de sus caracteristicas particulares en la produccién de un
andamio de tipo fibrilar poroso. Se emple6 el PLGA ya que tiene amplias
aplicaciones meédicas debido a su: biocompatibilidad, rango modificable de
biodegradacion, asi como la aprobacion para usos clinicos en humanos por la
FDA; y por su potencial para modificar propiedades de su superficie facilitando una
mejor interaccion con los materiales bioldgicos. ElI PVA es distinguido en el uso
meédico por sus propiedades mecanicas, como el modulo de Young's y la
resistencia a la tension, permitiendo asi el disefio de diferentes tejidos artificiales
suaves. Para el caso del coladgeno su uso es de importancia debido a sus
aplicaciones clinicas, dado que presenta una alta produccion de queratinocitos y
fuerte anclaje permitiendo la produccion de un &rea de superficie grande a ser
injertada. Su uso se ha extendido a la produccién de otros tejidos, como vasos

sanguineos, ligamentos y bronquios.

De acuerdo con el CICY en el 2018 (Centro de Investigacion Cientifica de
Yucatan) los retos en México mas importantes son centrarse en la solucion de los
problemas de salud que nos aquejan como nacion, entre ellos la diabetes y las
cardiopatias. Si hablamos de diabetes, hay muchos medicamentos que se utilizan
para controlar los niveles de azucar, pero si la enfermedad ha avanzado tanto
como para provocar una ulcera que conduzca a una amputacion, ningun farmaco
es capaz de parar ese dafio, sin embargo, un tejido creado en laboratorio, puede
desarrollar un sustituto de la piel, que pueda trabajar desde lo profundo de la
lesion, que restablezca los vasos sanguineos, y permita al propio tejido
regenerarse sin necesidad de recurrir a la piel de otro ser vivo, o del mismo

paciente.

1.3 Planteamiento del problema

En la actualidad existen diversos tipos de andamios aplicados a la ingenieria

tisular, asimismo existen diferentes conjugaciones en sus matrices permitiendo asi
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gque MEC pueda mejorar las propiedades mecanicas de un polimero sintético o

viceversa.

Dentro de las diferentes morfologias presentes en los andamios se encuentran los
de tipo fibrilar, que reportan mejores resultados en comparacion con hidrogeles y
esponjas. Asimismo mediante el uso de la técnica de electrohilado su produccién

es rapida y eficiente.

Sin embargo, los andamios de morfologia fibrilar, al ser un componente de la
ingenieria tisular relativamente nuevo no se han explorado completamente las
posibilidades en cuanto a la conjugacion de polimeros para la construccién de su
matriz; por lo que se realizaron conjugaciones con PLGA, PVA y colageno
hidrolizado para el estudio de la morfologia final del andamio asi como la
presencia de los grupos funcionales que lo conforman, caracteristicas de
absorcién, hinchamiento, degradabilidad, porosidad y propiedades mecéanicas que

puedan acreditarlo como un material con un posible uso en la ingenieria de tejidos.

1.4  Objetivo general

Desarrollar un andamio fibrilar poroso a partir de una matriz de PLGA - colageno

hidrolizado — PVA mediante la técnica de electrohilado.

1.5 Objetivos especificos

= Caracterizar los componentes y bioelementos que conformaran la matriz del
andamio.

= Determinar la relacion adecuada de las concentraciones de la matriz del
andamio.

» Desarrollar el andamio fibrilar poroso de acuerdo a la matriz adecuada.

» Caracterizar el andamio mediante pruebas de FTIR para determinar la

presencia de los grupos activos de los componentes de la matriz.
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1.6

Determinar la morfologia del andamio mediante pruebas de SEM.
Determinar el comportamiento térmico del andamio por medio del analisis
termogavimeétrico (TGA).

Determinar propiedades mecanicas de flexion mediante metodologias
propuestas en los articulos de referencia.

Determinar el porcentaje de: porosidad, hinchamiento, absorcion vy

degradacion en un suero simulador corporal (SBF).

Hipotesis

El andamio desarrollado con PVA/colageno/PLGA mediante la técnica de

electrospinning presenta caracteristicas morfologicas fibrilares, asi como la

presencia de los grupos funcionales que conforman la matriz y los refuerzos del

andamio para un posible uso en la ingenieria de tejidos.

1.7

Metas

Obtencion de un material compuesto a partir de una matriz de
PVA/Colageno I/PLGA mediante la técnica de electrospinning, con
propiedades atractivas en el campo de aplicacibn de la ingenieria de
tejidos.

Asistir al menos a un congreso especializado aportando conocimiento del
estado del arte presentando los resultados de este trabajo y conocer méas a
fondo los avances en el area de polimeros.

Obtencién del grado de Maestro en Ciencias de la Ingenieria.

Publicacion de articulo en revista cientifica.
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CAPITULO 2: MARCO CONCEPTUAL

2.1 Estado del arte

El proceso de electrospinning ha sido ampliamente utilizado en la fabricacion de
fibras a escala nanométrica con distintas aplicaciones que van desde el uso de
estas fibras en la industria textil hasta la biomédica.

En el afio 2002 se tiene reportado el estudio de fibras de colageno tipo | y lli
procesadas mediante la técnica de electrospinning, en la cual se realizd la
comparacion de las fibras en cuanto a sus propiedades mecéanicas, caracteristicas
morfolégicas y su bioactividad presente, los autores discuten la concentracion
optima en la cual el colageno tipo | se disuelve en HFP, la cual resulta ser 0.08
g/mL, se establece un voltaje de 15 — 30 KV para la fabricacion estructuralmente
idonea de las fibras mediante electrospinning, asimismo atribuyen al colageno tipo
| su importancia como material clave en las investigaciones futuras de la ingenieria
de tejidos debido a que su estructura de hélice a puede ser desplegada gracias a
la intervencion del HFP (Matthews, Wnek, Simpson, & Bowlin, 2002). El material
obtenido fue morfolégicamente caracterizado dando como resultado una
estructura fibrilar observada a 430 y 4300 aumentos mediante SEM y TEM
respectivamente, asimismo fueron realizadas pruebas mecanicas en las cuales se
obtuvieron como parametros el punto de ruptura: 1.5 + 0.2 MPa y un modulo
elastico de 26.1 + 4 MPa. En cuestion de bioactividad se realiz6 con el uso de
células del musculo liso adrtico, éstas presentaron un gran crecimiento celular en
7 dias por lo cual se concluye que el material obtenido cumplié con las
caracteristicas deseadas. Sin embargo esta investigacién no presenta un analisis

de biodegrabilidad ni analisis FTIR o de cualquier otro espectro.

Para el afio 2004 se realiza el estudio de los efectos del peso molecular promedio
en peso (Pm) del polimero en la estructura de la fibra del alcohol polivinilico
electrostatico (PVA). En el cual se disolvid6 PVA con un grado de hidrdlisis de 98-
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99% y con pesos moleculares que oscilaban entre 9000 y 186,000 g/mol en agua.
La concentracién (C) del polimero en la solucién se varié dependiendo del peso
molecular. La solucién fue electrohilada a 30 KV y la muestra obtenida en el
colector fue examinada por microscopia electronica de barrido. Asimismo se
calcula la viscosidad intrinseca ([n]) teérica del material mediante la ecuacion de
Mark—Houwink. Se observo que para cada peso molecular, una estructura fibrosa
se estabilizaba por encima de wuna concentracibn minima, generalmente
correspondiente a [n] C> 5. El diametro promedio de fibra estaba entre 250 nmy 2
um. El diametro de la fibra aumenta con el Py y la concentracion. A bajos Py y/o
concentraciones ([n] C <9), las fibras exhiben una seccién transversal circular. Las
fibras planas se observaron a alto Py y concentraciones ([n] C> 9). Por lo cual se
concluye que el peso molecular asi como la concentracién del polimero en el
medio acuoso es de gran importancia debido a que su estructura y resistencia

estructural estan directamente ligadas (Koski, Yim, & Shivkumar, 2004).

En el afio 2006 se desarroll6 un andamio hueco y poroso a partir de PLGA
mediante la técnica de electrospinning en la universidad de Bath, Reino Unido
(Ellis & Chaudhuri, 2006). Se detalla que las limitaciones de transferencia de masa
de los andamios en ese entonces dificultaban el desarrollo de construcciones de
tejido tridimensional, clinicamente viables. Se desarrollé un andamio de membrana
de fibra hueca de PLGA que proporciona soporte para el cultivo celular, permite la
psuedovascularizacion in vitro y proporciona canales para la angiogénesis in vivo.
Se produjeron membranas de lamina plana PLGA usando 1, 4-dioxano y 1-metil-2-
pirrolidinona (NMP) como solventes y agua como no solvente, y membranas de
fibra hueca, usando NMP y agua, por hilatura en seco / humedo y himedo. Las
fibras resultantes tenian un didmetro exterior de 700 um y un diametro interior de
250 pm con poros de 0.2 a 1.0 um en la superficie de cultivo. Se demostré que la
variacion del espacio y la temperatura del aire al girar cambian la morfologia de las
fibras. La introduccion de un espacio de aire de 50 mm hizo que se formara una
piel densa de 5 um de espesor, en comparacion con una piel de 0,5 um de

espesor sin un espacio de aire. El hilado a 40 ° C produjo fibras con una seccion
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central mas abierta en la pared que contenia mas macrovoides y mas grandes en
comparacién con las fibras hiladas a 20°C. El cultivo de la linea celular
osteogénica inmortalizada 560pZIPv.neo (pZIP) se llevd a cabo en las laminas
planas de PLGA en cultivo estatico y en un biorreactor de fibra hueca PLGA en
condiciones de flujo a contracorriente. El acoplamiento y la proliferacion fueron
estadisticamente similares al poliestireno de cultivo de tejidos en las hojas planas
y también fue exitoso en el biorreactor de fibra hueca. Se establece que las fibras
huecas de PLGA son un andamio prometedor para abordar las limitaciones de

tamafo que se observaban en construcciones de la ingenieria tisular.

De acuerdo con Meneghello et al., 2009 se continud con el trabajo propuesto por
Ellis et al en el 2006 con la adicién de PVA al material compuesto. En este trabajo
se establece que la adicion de PVA a las particulas de hilado de PLGA da como
resultado membranas de fibras huecas porosas asimétricas con tamafos de poros
medios que aumentan linealmente desde 0.54 pm para PLGA a 1.1 ym para PVA
al 5%, y la porosidad aumenta de 0.46 a 0.77. Una disminucién exponencial en el
angulo de contacto del agua de 64° a 50° indica que el PVA mejora la hidrofilicidad
de las membranas de fibra hueca de PLGA. En la transferencia de fluido el flujo de
agua pura solo se obtuvo con fibras de PLGA con PVA al 5%, y estas fibras no
mostraron rechazo de soluto de albumina sérica bovina (BSA), flujo reducido o
tamafio de poro debido a la incrustacion. Se observdé una disminucion en la
resistencia mecanica de 109 a 75 MPa, sin embargo, esto no resulté perjudicial en
el manejo de las fibras. Los autores concluyen que la adicion de PVA en un 5%, a
los materiales de PLGA electrohilados, mejora las propiedades del andamio de
membrana de la fibra hueca de PLGA, lo cual permite la humectacion sin la
necesidad de afadir un agente humectante , el hueco presente en la fibra es

necesario para el flujo de agua pura y la permeacion de proteinas.

En el aflo 2010 se desarrollaron nano fibras PVA con colageno e hidroxiapatita
para su aplicacion en huesos en la ingenieria de tejidos (Asran et al., 2010). En

este trabajo se establece la interaccion de los grupos hidroxilo entre el PVA y el

10
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colageno como para la union de estos mediante puentes de hidrogeno, asimismo
se concluye que los resultados muestran la posibilidad de producir un nuevo
andamio de nano fibras (NF) biocompuesta en 3-D para posibles aplicaciones de
injerto 0seo, que tiene biocompatibilidad y composiciones similares a las del
hueso. Las fotografias microscopicas mostraron que los NF biocompuestos de
PVA / Col / n-HAp tenian una nano estructura similar al hueso en el que los
cristales de HAp con forma de nano varilla se alinearon a lo largo de los NF de
PVA / Col. La alineacion de n-HAp, Col y PVA fue auto ensamblada por una fuerte
interaccion de enlaces de hidrégeno entre ellos. EI andamio PVA / Col / n-HAp
NCNF (7 cm x 11 cm), tiene una estructura porosa con un tamafo y forma de poro
controlables, el tamafio de los poros estd en el rango de 650 um con una
porosidad del 49.5%. El andamio puro de PVA NF electrohilado (sin n-HAp)
mostré una resistencia a la traccion de 0.22 = 0.09 MPa y modulo elastico de 2.67
+ 0.78 MPa. Mezclar el tipo Col con PVA aumenta la resistencia a la traccion para
los electrohilados de PVA / Col NFs a 0.62 + 0.13 MPa y el modulo elastico a 4.97
+ 2.41 MPa. La introduccién de nano particulas de Col y 5% en peso de HAp
aumenta la resistencia a la traccion de las nano fibras de biocompuestos en el
andamio a 1.03 £ 0.17 MPa y el médulo elastico a 11.10 + 3.38 MPa. Se present6
un aumento adicional del contenido de n-HAp hasta un 10% en peso, lo cual
disminuye la resistencia a la traccion a 0.17 + 0.05 MPa y el modulo elastico a
30.10 + 0.94 MPa. En conclusion, las propiedades mas notables del biocompuesto
electrohilado PVA / Col / n-HAp NF no solo determinan la composicién sino que
también imitan la estructura jerarquica de la MEC y la organizacion mineral en el
hueso a nivel de nano escala, lo que puede abrir una gran variedad de
aplicaciones para materiales de injerto 6éseo bioactivos superiores, especialmente

para ingenieria de tejido 6seo sin carga.

Para el afio 2014 se realizo una revision de polimeros aplicados como materiales
en la ingenieria de tejidos, en la cual se destaca el uso de PLGA en una
proporcion 75:25 de &cido polilactico y acido glicélico respectivamente (Gentile,

Chiono, Carmagnola, & Hatton, 2014). En el trabajo se destaca que las nano fibras

11



TESIS

electrohiladas poseen muchas ventajas, tales como una relacion superficie-
volumen extremadamente alta, un tamafio de poro inter fibroso pequefio con
porosidad ajustable, asi como amplias posibilidades para lograr propiedades y
funcionalidades deseables; ademas, en la regeneracion ésea, se supone que las
fibras electrohiladas desempefian un papel en el mantenimiento de las
propiedades mecanicas, ademas de permitir la biodegrabilidad y actuar como un
andamio osteoconductor real después de la adiciobn o estar recubiertas por
particulas ceramicas. Menciona ademas, que las particulas de nano-HA influyen
fuertemente en las propiedades mecanicas, lo que muestra que la adicion de
nano-HA al 20% (p/p) influye fuertemente en el moédulo de Young de las mallas
compuestas electrohiladas. Sin embargo, el mdédulo disminuye cuando la
concentracion de nano-HA se incrementa mas del 20% en peso. Se menciona que
la disminucién en el modulo puede deberse a malas propiedades interfaciales

entre las particulas y el polimero.

Un afio después, se realiza una nano-fibra de PVA-metacrilato modificada con CDI
y colageno tipo | (Oktay et al.,, 2015). Se reporta la exitosa fabricacién de
andamios nanos fibrosos entrecruzados homogéneamente por electrospinning
combinado con radiacion UV en un solo paso. Las fibras nanométricas mostraron
un entrecruzamiento eficiente con la foto-reticulacién in situ durante el proceso de
electrospinning para lograr nano fibras mas resistentes. Se prepararon dos
soportes diferentes, y se cultivaron células de fibroblasto 3T3 y ECV304 sobre las
superficies. Se demostré que la morfologia de los andamios nanos fibrosos
proporciona una mayor area de superficie para la unién y propagacién de las
células. Las observaciones de la morfologia celular, las pruebas de viabilidad y la
migracion de las células dentro de la matriz indican que los andamios nanos
fibrosos modificados con colageno muestran un mejor comportamiento no
citotoxico y podrian ser un candidato potencial para las aplicaciones de ingenieria

de tejidos.

12
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A inicios del afo 2017 se presenta un trabajo donde se realiza una fibra
electrohilada de PLGA con colageno tipo | para el estudio de su influencia sobre
los hepatocitos, el soporte y la viabilidad in vitro de la fibra (Brown et al., 2017). El
trabajo presentado demuestra que los andamios nanos fibrosos 3D electrohilados
de PLGA modificados con colageno tipo | se unen mediante la interaccion de
puentes hidrogeno y aumentan la actividad sintética de hepatocitos humanos
primarios y pueden servir como material de partida biosintético para el cultivo a
largo plazo de hepatocitos primarios. Después de la modificacion, el andamio
electrohilado nano fibroso altamente poroso desarrollado por la técnica de
electrospinning imita la estructura de la MEC in vivo, que es esencial para la
interaccion y funcion de los hepatocitos. Este microentorno poroso esta
completamente ausente en el cultivo tipo sandwich de la MEC, que esta limitado
por su produccion en células transformadas y una composicion de proteina
potencialmente inconsistente. Se demostré que la incorporacién de componentes
esenciales de la MEC en andamios biosintéticos 3D conduce a un mejor
desempeiio in vitro de los hepatocitos humanos primarios estimulados
especificamente por el colageno tipo I. Se plantea que en estudios futuros, este
sistema, ya sea solo o en combinacién con otras moléculas de la MEC, puede
servir como una plataforma para investigar los componentes individuales
necesarios para optimizar aun mas la funcibn hepatica para aplicaciones
biomédicas como la detecciébn farmacologica, las pruebas basadas en

enfermedades y la terapia celular humana.

A mediados del afio 2017 se presenta un trabajo donde se realizan fibras
biodegradables electrohiladas a partir de PLGA (75:25) y colageno tipo | como un
posible material sustituyente para la piel en la ingenieria de tejidos (Sadeghi-
Avalshahr et al., 2017). Se prepararon andamios electrohilados de colageno tipo |
con PLGA para su uso en ingenieria de tejidos de la piel. El diametro de la fibra y
la distribucion del tamafio de los poros se midieron 200 £+ 60 nm y 4-30 um
respectivamente. La resistencia mecéanica del andamio podria ser aceptable para

aplicaciones de ingenieria de tejidos de la piel, pero la tension no fue satisfactoria.
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La degradacion del andamio se midié aproximadamente en un 29% después de 4
semanas, lo que es adecuado para los sustitutos temporales de la piel. Los
estudios celulares mostraron que las lineas celulares HDF y HaCat tenian una
buena adherencia superficial en el andamio. Mientras que los fibroblastos
proliferaron con el tiempo, la poblacion de queratinocitos disminuyd. Asimismo se
observd mediante espectro infrarrojo la presencia de los grupos activos
pertenecientes al PLGA y el colageno tipo |I. En general, parece que las
propiedades mecanicas y el diametro de la fibra deben modificarse para que este

andamio sea aplicable como sustituto de la piel.

Asimismo en el afio 2018 se presenta un trabajo de un andamio 3D a partir de la
previa purificacion de colageno tipo | para la creacion de sustitutos biolégicos con
utilidad en la ingenieria de tejidos (Adragna et al., 2018). En esta ocasién el
trabajo hace uso de una impresora 3D para recrear andamios fibrosos (a
diferencia del resto presente en este estado del arte donde se reportan materiales
nanos fibrosos). Sin embargo es el uso del material base y la aplicaciéon lo que da
importancia de este trabajo en la presente tesis. La metodologia propuesta de
purificacion permitié la obtencion de colageno tipo | con un alto grado de pureza,
adecuado para ser empleado en impresion 3D de andamios. Uno de los objetivos
planteados fue la preparacion de una biotinta de colageno apta para la impresién
tridimensional de una estructura compleja; con adecuada fidelidad de impresiéon y
gue pueda dispensarse a través de la boquilla de la bioimpresora. La viscosidad
del material fue un determinante clave, por lo que se hicieron las correspondientes
mediciones reoldgicas que permitieron confirmar un comportamiento adecuado del
fluido de alta viscosidad. La impresion tridimensional a temperatura ambiente de la
biotinta de colageno descrita en el presente estudio permitio la fabricacion precisa
de andamios 3D para uso biomédico. El uso de la técnica de impresion 3D por
deposicion controlada de capa, previo disefio, permite el acceso a un método
econdémico y asequible El objetivo del presente trabajo fue cumplido y ha sentado
las bases para la realizacion de futuros ensayos sobre los andamios impresos con

cultivos celulares sobre los mismos, asi como la posibilidad de aplicacion de
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dichos andamios in vivo en animales permitiendo la adhesion, diferenciacion y

posterior migracion de las células circundantes.

2.2 Marco tedrico

2.2.1 Ingenieria de tejidos

El término ingenieria de tejidos nacio en 1987 y se desarroll6 como una alternativa
al trasplante tradicional de 6rganos debido a la escasez o rechazo por parte de los
pacientes. La convencién fundamental de la ingenieria de tejidos parte de la
capacidad del cuerpo humano para curarse a si mismo, que depende del tipo de
enfermedades o heridas, del tejido, el grado de dafio, pérdida de la funcién y el
namero de tejidos involucrados. El proceso de reparacion, sin embargo, se ha
mejorado en gran medida gracias a los avances en la tecnologia médica (Q. Chen
et al., 2013). El concepto actual de la ingenieria de tejidos implica la combinacion
de un andamio con células y/o biomoléculas para promover la reparacién y

regeneracion de tejidos dafados.

La necesidad actual de reemplazo, reparacion y regeneracion de érganos y tejidos
para pacientes se encuentra en continuo crecimiento, tal que los suministros
disponibles no cubren la demanda existente (Ikada, 2006). Para superar estas
desventajas, se han investigado el uso de biomateriales como alternativa al
trasplante. Estos biomateriales se pueden definir como “materiales implantables
qgue desarrollan su funcién en contacto con tejidos vivos”. En el desarrollo de
cualguiera de ellos se deben tener en cuenta dos conceptos clave:
biocompatibilidad y biofuncionalidad. Por biocompatibilidad se entiende la
capacidad del material para ser aceptado por el medio bioldégico en contacto con el
mismo (Palacios Casarrubias, 2018). La biofuncionalidad del biomaterial debe
asegurar una buena transmisiébn de cargas y distribucién de fuerzas entre el

implante y la zona de reparacion.
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De acuerdo con el Instituto Nacional de Bioingenieria e Imagenes Biomédicas
(NIBIB) la ingenieria de tejidos evolucioné del campo de desarrollo de
biomateriales y se refiere a la practica de combinar andamios, células y moléculas
bioldgicamente activas para crear tejidos funcionales. El objetivo de la ingenieria
de tejidos es recopilar ideas o teorias que restauren, mantengan o mejoren los
tejidos dafados u 6rganos completos. La piel y los cartilagos artificiales son
ejemplos de tejidos fabricados por ingenieria que han sido aprobados por la FDA;
sin embargo, actualmente tienen un uso limitado en pacientes humanos. Parte
fundamental de la ingenieria de tejidos son las células debido a que son los
componentes fundamentales del tejido, y los tejidos son la unidad béasica de la
funcion en el cuerpo. Generalmente, grupos de células forman y secretan sus
propias estructuras de soporte, llamadas matriz extracelular (MEC). Esta matriz, o
andamio, hace mas que solo servir como soporte para las células; también actia
como una estacion repetidora para varias moléculas de sefalizacion. Por
consiguiente, las células reciben mensajes de muchas fuentes que se vuelven
disponibles desde el entorno local. Cada sefial puede iniciar una cadena de
respuestas que determina qué le sucede a la célula. Al entender como responden
las células individuales a las sefiales, como interactlian con su entorno y cOmo se
organizan en los tejidos y organismos, los investigadores han podido manipular

estos procesos para sanar los tejidos dafiados o incluso crear nuevos.

El proceso frecuentemente comienza con la construccion de un andamio a partir
de un amplio grupo de fuentes posibles, desde proteinas hasta plasticos. Una vez
qgue se crean los andamios, se pueden introducir células con o sin un “coctel” de
factores de crecimiento. Si el entorno es adecuado, se desarrolla un tejido. En
algunos casos, las células, los andamios y los factores de crecimiento se mezclan
todos al mismo tiempo, permitiendo que el tejido se “autoensamble”. Otro método
para crear un tejido nuevo utiliza un andamio existente. Las células de un 6rgano
donado se desprenden y el andamio de coldgeno restante se usa para crecer un
tejido nuevo. Este proceso ha sido utilizado para la bioingenieria de tejidos de

corazén, higado, pulmon y rifidn. Este enfoque ofrece grandes esperanzas para
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utilizar el andamiaje con el tejido humano descartado durante una cirugia y
combinarlo con las propias células de un paciente para hacer Organos

personalizados que no sean rechazados por el sistema inmunoldgico.

2.2.2 Tipos de andamios

Los andamios son aquellos materiales que permiten la migraciéon y adhesion
celular, la difusion de nutrientes, de factores de crecimiento y de factores
expresados por la misma célula. Asimismo son estructuras capaces de desarrollar
distintas funciones simultaneamente: ejercer/soportar funciones mecanicas
necesarias para el funcionamiento celular. Las caracteristicas con las que un
andamio debe cumplir son: debe ser apropiado para la
adhesion/proliferacion/diferenciacion celular, altamente poroso permitiendo asi e
crecimiento celular/transporte de nutrientes/flujo de residuos, debe ser
biocompatible/bioabsorvible, presentar resistencia a la tension, adaptables para la
liberacion de farmacos/biomoléculas/liberaciéon sostenida para factores de

crecimiento (Granados, Montesinos-Montesinos, & Alvarez-Pérez, 2017).

Los métodos mas usados para la creacion de nano andamios usados en la
ingenieria de tejidos son por medio de: electro spinning o electrohilado, auto
ensamblado, auto montaje y por secuencia RGD. De acuerdo al método empleado
para la produccién de andamios estos pueden presentar diversas caracteristicas
morfolégicas, tales son: esponja, fibras, hidrogeles o micro esferas.

2.2.3 Andamio fibrilar

Los andamios fibrilares han recibido un enorme interés como futuros biomateriales

con potencial aplicacién en el campo de la biomedicina regenerativa.

Los resultados obtenidos por M. Granados et al., 2017, muestran que los

andamios fibrilares con didmetros en escalas nanométricas aumentan la
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biocompatibilidad celular in vitro, probandose al realizar ensayos de adhesion,
proliferacion y de interaccion célula-material al cultivar células troncales
mesenquimales derivadas de médula 6sea. Sus datos indican que las membranas
fibrilares de PLA aumentan la respuesta celular, no son citotdxicas al compararse
con las peliculas delgadas de PLA. Por lo tanto; se tiene el potencial para la
fabricacion de membranas hiladas con una facilidad de procesamiento y podria ser
un prometedor biomaterial econémico con futuras aplicaciones en la regeneracion

de tejidos.

Para su produccion es necesario el uso de materiales a base de polimeros
sintéticos, algunos de estos son: acido poli glicélico (PGA), acido L-lactico, acido
DL-l4ctico, acido polilactico (PLA), b-caprolactona, poli hidroxi metacrilato de etilo

(PHEMA), por mencionar algunos.

Los métodos mas usados para la creacion de nano andamios usados en la
ingenieria de tejidos son por medio de: electro spinning o electrohilado, auto

ensamblado, auto montaje y por secuencia RGD.

2.2.4 Electrospinning

La técnica de electrospinning o electrohilado, ha sido ampliamente estudiada
durante los ultimos afios gracias a la posibilidad de crear fibras en escala micro y
nanométrica para una gran variedad de aplicaciones biomédicas, esta técnica
aporta a los elementos desarrollados diversas caracteristicas como: amplia
superficie por unidad de area, porosidad y una serie de propiedades mecanicas,
siendo atractiva a nivel biotecnoldgico. La técnica es versatil y de facil ensamble lo
que ha permitido procesar una gran variedad de polimeros, integrando en los
altimos afios otras clases de materiales, sin embargo durante el desarrollo del
proceso existen una serie de variables que influyen en las caracteristicas de los

elementos obtenidos, ya sea porque estan ligadas a las caracteristicas del
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material base o porque su desempefio esta relacionado con otros parametros

dentro del proceso (Duque Sanchez et al., 2013).

El proceso de electrospinning permite obtener fibras por medio de estiramiento
coaxial de una solucién viscoelastica (Teo & Ramakrishna, 2006), estas fibras
poseen diametros que van de las sub-micras a los handmetros rangos en los que
es posible encontrar caracteristicas Unicas, entre las que se encuentra: un area
superficial muy grande en relacion al volumen (Tong, Zhang, & Wang, 2012) (en el
caso de las nano-fibras, esta relacién puede ser un aproximado de 10° veces més
gue una microfibra) (Huang, Zhang, Kotaki, & Ramakrishna, 2003), flexibilidad en
la superficie , alta porosidad (Khil, Bhattarai, Kim, Kim, & Lee, 2004; C. Li, Vepatri,
Jin, Joo, & Kaplan, 2006; W. Li, Laurencin, Caterson, Tuan, & Ko, 2001; Ma, Ph,
Kotaki, Ph, & Inai, 2005; Smith & Ma, 2004), poros interconectados (Jiang, Hu, Li,
& Zhao, 2005) y un rendimiento mecanico superior comparado con otras formas ya
conocidas del material, estas caracteristicas hacen de las nano fibras, éptimos
candidatos para una variedad de aplicaciones, entre ellas: ingenieria de tejidos (B.
S. Agarwal, Wendorff, & Greiner, 2009; Dersch, Steinhart, Boudriot, Greiner, &
Wendorff, 2005; Gomes, Leonor, Mano, Reis, & Kaplan, 2012; Jayaraman, Kotaki,
Zhang, Mo, & Ramakrishna, 2004; M. Li et al., 2005; W. Li, Mauck, & Tuan, 2005;
Lutolf & Hubbell, 2005; Prabhakaran, Kai, Ghasemi-mobarakeh, & Ramakrishna,
2011), textiles [(Jayaraman et al., 2004), (Raj et al., 2011; Srinivasan & Renekers,
1995; Subbiah, Bhat, Tock, Parameswaran, & Ramkumar, 2004; Xue, Chen, Yin,
Jia, & Ma, 2012)], elementos para cubrir heridas (S. Agarwal, Wendorff, & Greiner,
2008; Ngawhirunpat, Opanasopit, Rojanarata, & Akkaramongkolporn, 2009),
medios de filtracion (Gopal et al., 2006; Myoung et al., 2007; Zhang et al., 2010),
membranas especiales (Ma et al., 2005; Venugopal & Ramakrishna, 2005) y
diversas aplicaciones médicas (S. Agarwal et al.,, 2008; Chiu et al., 2005;
Chronakis, 2005), tales como reemplazo de huesos, implantes dentales, sistemas
de liberacién de farmacos, injertos vasculares, vasos sanguineos artificiales entre

otros.
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La técnica de electrospinning consiste en hacer girar soluciones de polimero a
través de altos campos eléctricos, se basa en aplicar suficientes fuerzas eléctricas
que superen las fuerzas de la tensién superficial en la solucion de polimero
cargado, de esta forma a un voltaje determinado, finos chorros de solucion son
expulsados desde el capilar hasta el plato colector. Posteriormente el chorro se
mueve en la direccién del campo eléctrico, elongandose de acuerdo a las fuerzas
externas e internas y experimentando inestabilidad en algunas ocasiones (Chew,
Wen, Dzenis, & Leong, 2006). El disolvente se evapora y los segmentos de fibras

son depositados al azar en un sustrato.

El tipico montaje para la ejecucion de la técnica de electrospinning (figura 1),
consta de un capilar a través del cual debe ser expulsada la solucién polimérica
(aguja, cono, etc.); una fuente de alto voltaje que posee dos electrodos los cuales
deben conectarse uno al lugar de salida de la solucién y otro directamente al plato
colector que puede ser: lamina de metal conductor, mandril rotativo, etc. (Duque
Sanchez et al., 2013) donde se depositaran las fibras posterior a la evaporacion

del disolvente.

Bomba
Infusora

| =

Plato colector

Capilar

Figura 1. Montaje tipico de la técnica de electrospinning (Duque Sanchez et al., 2013).
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La técnica puede ser desarrollada de forma horizontal o vertical segun se desee,
figura 2, el principal inconveniente al trabajar en posicion vertical es la posible
salida de gotas de solucién desde el capilar hacia el plato colector las cuales
pueden caer sobre las fibras depositadas haciendo defectuosa la superficie de las
mismas e interrumpiendo el proceso. Para impulsar la solucién a través del capilar
puede utilizarse una bomba de infusion; si se trabaja de forma horizontal con cono
como capilar, la salida de la solucion puede estar determinada por la fuerza de
gravedad ligada a la viscosidad de la solucion.

Figura 2. Diversos ensambles de la técnica de electrospinning.

Para el inicio del proceso, el polimero debe estar diluido en el o los disolventes
gue permitan una dilucion completa del mismo (debe ser completa, para evitar
taponamiento del capilar durante el proceso) pero que a la vez promuevan la
obtencion de fibras homogéneas. Los polimeros son dieléctricos, en presencia de
un campo eléctrico pueden considerarse como un arreglo de dipolos eléctricos
microscoOpicos compuestos por cargas positivas y negativas cuyos centros no
coinciden perfectamente (Duque Sanchez et al., 2013), se mantienen en su lugar

por accion de las fuerzas atdmicas y moleculares, y solo pueden cambiar su
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posicion ligeramente en respuesta a fuertes campos eléctricos externos, lo que
explica por qué ocurre el estiramiento de la solucion en el proceso. Son llamadas
cargas ligadas en contraposicién a cargas libres que determinan la conductividad
en otro material “conductor”. En ocasiones para incrementar las propiedades
dieléctricas de la solucion, algunos disolventes con altas constantes dieléctricas
son adicionados (Lee, Kim, Khil, Ra, & Lee, 2003), esto favorece la formacion de
fibras con menos estructuras defectuosas (las estructuras defectuosas conocidas
como beads, decrecen la superficie por unidad de area del proceso) y con
diametros reducidos (Keun, Ho, Seung, & Ho, 2004; Son, Youk, Lee, & Park,
2003). Una vez se tiene la solucién en el lugar sea jeringa o cono se inicia la
aplicacion de alto voltaje, cuando este potencial eléctrico se aplica, las cargas se
acumulan promoviendo la formacién de una gota en la punta del capilar, a medida
qgue la intensidad del campo eléctrico se incrementa, la gota se alarga para crear
una forma cénica conocida como cono de Taylor (Taylor, 1969). La fuerza del
campo eléctrico supera las fuerzas de cohesién de la solucién, en la mayoria de
los casos dominada por la tensién superficial, es asi como un chorro de solucion
de polimero inicia un viaje desde la punta del capilar hasta el plato colector; en su
viaje, el chorro de solucién polimérica es alargado debido a las interacciones
electrostéticas entre las cargas cercanas a segmentos del mismo chorro, mientras
tanto, el disolvente se evapora, finalmente, las fibras se solidifican a su llegada al
plato colector (Lannutti, Reneker, Ma, Tomasko, & Farson, 2007). Luego de ser
extraidas del plato colector algunos autores sugieren mantener las fibras en vacio
para eliminar el disolvente remanente (Jiang et al., 2005; Ravichandran et al.,
2012). Es importante tener precauciéon durante la ejecucion del proceso ya que
algunos disolventes como el cloroformo, dimetilformamida y en general aquellos
productos quimicos nocivos, pueden emitir vapores perjudiciales para la salud, por
lo que se recomienda incluir sistemas de ventilacion y proteccion para quienes

ejecutan el proceso (Huang et al., 2003).

Existen diversos parametros a considerar que estan intimamente relacionados con

las propiedades y caracteristicas de las fibras obtenidas por medio de
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electrospinning por lo que su control durante la ejecucion del proceso es

indispensable, en la Tabla 1, se resume la influencia de los parametros en las

caracteristicas de las fibras obtenidas (Duque Sanchez et al., 2013).

Tabla 1. Parametros en el proceso de electrospinning.

Concentracion | + Dificulta el paso de la solucion a través del capilar.
de la solucion
del polimero - Las fibras se rompen en gotas antes de llegar al plato colector.
+ Aparicion de defectos (beads) en las fibras.
Tension
superficial ) Obtencién de fibras lisas, para disminuir la tension superficial se pueden adicionar
solventes con baja tension como el etanol.
Conductividad | * Mayor transporte de cargas, mayor estiramiento de la solucién, fibras mas delgadas.
de la solucion - Menor transporte de cargas, menor estiramiento de la solucion, fibras méas gruesas.
+ Fibras gruesas, distorsion del jet, aparicién de beads.
Voltaje
- Poco impulso para llegada de la solucién al plato colector.
+ Fibras mas gruesas, beads con mayores tamafios.
Flujo de salida
- Mayor tiempo para evaporacion del solvente, fibras sin defectos.
Las fibras pueden romperse debido a su propio peso. Mayor estiramiento de la
+
solucidn, obtencion de fibras delgadas.
Distancia e Aparicion de defectos (beads) en las fibras al trabajar con muy amplias o muy cortas
aguja-colector . distancias.
Poco tiempo para la evaporacion del solvente por tanto, las fibras llegan himedas al
plato colector.
Humedad L )
. + Aparicion de poros en las nano-fibras.
relativa

A continuacion se describen los efectos que tienen los parametros utilizados

sobre el presente trabajo en la produccion de fibras durante el proceso de

electrospinning.
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Concentracion de la solucion: es uno de los parametros determinantes del
tamafio y la morfologia de las fibras. La concentracion de polimero en la solucion
influencia tanto la viscosidad como la tension superficial de esta, la viscosidad de
una soluciéon de polimero estad relacionada con el enredo de las cadenas
poliméricas, si las cadenas son menos enredadas, la solucién tendra una
viscosidad baja y viceversa. El diametro de las fibras tiende a aumentar con la
viscosidad. Si la soluciéon esta muy diluida las fibras de polimero se rompen en
gotas antes de llegar al plato colector debido al efecto de la tensién superficial, de
igual forma si la solucién esta muy concentrada entonces las fibras no se podran
formar debido a la alta viscosidad, lo que dificulta el paso de la solucion a través

del capilar (Duque Sanchez et al., 2013).

Tension superficial: La tensién superficial intenta reducir el area superficial por
unidad de masa, cambiando los chorros (jets) por esferas, al aplicar el alto voltaje
se busca aumentar la superficie oponiéndose a la formacién de beads y
favoreciendo la formacion de chorros mas delgados, en este caso es la fuerza
viscoelastica la que se resiste a cambios rapidos en la forma. El coeficiente de
tensién superficial depende del polimero y el disolvente, adicionar algunos como el
etanol a una solucién con baja tension superficial, podria contribuir a la obtencion

de fibras lisas (Duque Sanchez et al., 2013).

Voltaje: El voltaje es uno de los pardmetros mas importantes dentro del proceso
de electrospinning, algunos autores afirman que aplicar voltajes altos hace que
mas fluido se transporte en el chorro lo que resulta en fibras con mayores
diametros, en la mayoria de los casos un voltaje alto permite un mayor
estiramiento de la solucion debido a la presencia de mayor fuerza de coulomb en
el chorro y un fuerte campo eléctrico, todos estos factores promueven una
reduccion en el didmetro de las fibras. La influencia del voltaje depende ademas
de las propiedades visco-elasticas del material base, por ello es importante
analizar el comportamiento para cada polimero con su respectivo disolvente
(Duque Sanchez et al., 2013).
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Distancia aguja-colector: De acuerdo con la literatura, al trabajar con distancias
muy grandes las fibras electrohiladas podrian romperse debido a su propio peso,
especialmente si las fibras son de diametro pequefio. Se requiere una minima
distancia para dar a las fibras el tiempo suficiente para que el disolvente se
evapore antes de alcanzar el plato colector, con distancias muy grandes o
demasiado pequefias se ha observado la aparicion de beads o fibras humedas
que promueven la obtencion de fibras aplanadas o con forma de cintas (Duque
Sanchez et al., 2013). La mayoria de los autores coinciden en que con mayores
distancias la solucién tendra mayor tiempo de vuelo lo que promovera un mayor

estiramiento de las fibras antes de depositarse en el plato colector.

2.2.5 Poli vinil alcohol

El poli vinil alcohol (PVA) ha ganado popularidad como material de soporte de
andamios para aplicaciones de ingenieria de tejidos. Otorga estabilidad mecéanica
y flexibilidad a los andamios convencionales hechos de polimeros naturales (Youn
Chang et al., 2005). Ademas, los hidrogeles de PVA se han utilizado en una serie
de aplicaciones biomédicas que incluyen lentes de contacto blandos (Hyon et al.,
1994), implantes de cartilago (J.-H. et al., 1996), liberacién de farmacos (Thanoo
et al., 1993), cubiertas de piel temporales o vendajes para quemaduras (Ficek &
Peppas, 1993) y érganos artificiales (Masanori Kobayashi & Oka, 2004). Esto se
debe a su inherente no toxicidad, no carcinogenicidad, buena biocompatibilidad y
propiedades fisicas deseables, como la naturaleza gomosa o elastica y un alto
grado de hinchamiento en soluciones acuosas (M Kobayashi, 2003). Ademas, se
ha seleccionado como el aditivo polimérico para producir matrices nano-fibrosas
electrohiladas debido a su buena formacion de fibras, biocompatibilidad vy
propiedades de resistencia quimica (Krumova et al., 2000). La unidad monomérica

repetitiva del PVA se muestra a continuacién en la figura 3.
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HO |,

Figura 3. Unidad monomérica repetitiva del PVA (Asran, 2010).

2.2.6 Acido poli (lactico-co-glicélico)

El &cido poli lactico-co-glicélico (PLGA) es un copolimero compuesto de acido poli
lactico (PLA) y acido poli glicolico (PGA), ha atraido un interés considerable como
material base para aplicaciones biomédicas debido a su: biocompatibilidad (Amini
et al., 2012); velocidad de biodegradacion adaptada (segun el peso molecular y la
proporcion del copolimero) (Ferrone & Raut, 2012); aprobacion para uso clinico en
humanos por parte de la Administracion de Drogas y Alimentos de los Estados
Unidos (FDA) (Dimitriou et al., 2011); potencial para modificar las propiedades de
la superficie para proporcionar una mejor interaccion con los materiales biol6gicos
(Martou & Antonyshyn, 2011); e idoneidad para su exportacién a paises y culturas
donde la implantacion de productos derivados de animales no es bien vista
(Stevens, 2008). La unidad monomérica repetitiva del PLGA se muestra a

continuacion en la figura 4.

O H
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Figura 4. Unidad monomérica repetitiva del PLGA (Gentile, 2014).
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2.2.7 Colageno tipo |

El colageno es una de las proteinas mas abundantes en la naturaleza y es el
responsable de mantener la integridad estructural de los tejidos. En la piel estan
presentes principalmente los tipos de colageno sintetizados por los fibroblastos y
los miofibroblastos. El colageno ha sido utilizado en el disefio de sustitutos de la
piel (Supp & Boyce, 2005), los derivados del colageno bovino son hoy en dia
aprobados por la Administracion de Alimentos y Medicamentos de los Estados
Unidos (FDA) y percibidos como elementos de bajo riesgo. El colageno bovino,
disponible en tiras y hojas como pelicula o en polvo, es asequible y de facil
manejo, tiene buena adherencia y excelente potencial de vascularizacion. Su
desventaja se centra en la falta de funcibn de barrera y elasticidad, y su
incapacidad para prevenir la invasion bacteriana (MacNeil, 2008). Todas las
moléculas de coldgeno estan compuestas por tres cadenas polipeptidicas en una
conformacion triple helicoidal, con una estructura primaria repetitiva con glicina en
cada tercera posicion y prolina o 4-hidroxiprolina que preceden a la glicina, tal
como se puede observar en la figura 5. El colageno tipo | difiere de otros
colagenos por su baja hidroxilacion de lisina y su baja composicibn en

carbohidratos.

6—-H

4-hidroxiprolina

Figura 5. Estructura molecular del colageno tipo I.
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2.2.8 Técnicas de andlisis utilizadas

2.2.8.1 Espectroscopia de infrarrojo

La espectroscopia de infrarrojo es actualmente una de las técnicas analiticas mas
utilizadas en todo el mundo, por analistas, cientificos y estudiantes, todo ello en un
amplio campo de aplicaciones, por ejemplo en la medicina, alimentos, ambiental,
ciencia de los materiales, biotecnologia, ciencias forenses, etc. (Mondragén
Cortez, 2017).

La radiacién infrarroja se encuentra en el intervalo de 13000 y 10 cm™ o, entre
0.77 y 1000 pym. En funcién de las distintas aplicaciones de la espectroscopia de
infrarrojo por conveniencia la radiacion infrarroja se ha clasificado en tres
intervalos: infrarrojo cercano, infrarrojo medio e infrarrojo lejano. Siendo el
intervalo de infrarrojo medio en donde se han encontrado las principales

aplicaciones fundamentales.

La espectroscopia de infrarrojo estudia los fendmenos de interaccién entre la
radiacion de origen infrarrojo y la materia. Esencialmente la energia de la
radiacion, localizada en determinada longitud de onda del infrarrojo, es absorbida
por una molécula (o parte de ella) que se encuentra vibrando en su estado basal a
la misma longitud de onda que la radiacion infrarroja incidente, provocando con
ello un cambio en la intensidad de la vibracion. Una condicidn necesaria para que
se produzca una vibracion en una molécula al incidir sobre ella un haz de energia
infrarroja es la presencia de momentos dipolares. Si el momento dipolar es nulo no
hay absorcién de energia infrarroja, caso contrario, habra absorcion de energia

infrarroja.
En una molécula los atomos no se encuentran fijos unos respecto a otros, sino
que vibran alrededor de sus posiciones de equilibrio. La energia necesaria para

generar una vibracién depende de la energia de enlace y de la masa de los
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atomos involucrados. Las vibraciones en una molécula pueden hacerlo con ciertos
valores de energia. La existencia de estos valores, para producir una vibraciéon
implica que si se hace incidir fotones de energia adecuados (en el infrarrojo),
éstos seran absorbidos solamente por aquellas uniones atbmicas que posean un
momento dipolar. El momento dipolar de enlace es el producto entre el valor de las

cargas y la distancia que las separa, o0 sea la longitud del enlace.

2.2.8.2 Microscopia electrénica de barrido

En un microscopio electronico de barrido la imagen se obtiene a partir de las
sefales emitidas por la muestra y se va formando a medida que el haz de
electrones se desplaza sobre una porcion de su superficie. Este barrido (scanning)
se realiza linea por linea sobre una pequefa zona de forma rectangular (raster).
Esta zona es la que se visualiza amplificada en la imagen final. A medida que el
haz explora la muestra de esta manera la intensidad de la sefial generada varia
segun el punto particular analizado en cada instante. La sefal detectada puede
ser entonces analizada y amplificada, tanto en su forma analégica como digital, y

finalmente procesada convenientemente.

A diferencia de una imagen Optica, el microscopio electronico de barrido no forma
una imagen real del objeto sino que construye una imagen virtual a partir de
alguna de las sefiales emitidas por la muestra. La imagen se visualiza en un tubo
de rayos catddicos donde las bobinas de deflexion del haz estan sincronizadas
con el barrido del haz de electrones en el microscopio. Modulando la intensidad
del haz del tubo de rayos catddicos se obtiene finalmente un registro punto a
punto en la pantalla que es precisamente la imagen electrénica proporcionada por
el microscopio. Actualmente la visualizacion se realiza en la pantalla de una

computadora (Ipohorski & Bozzano, 2013).
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2.2.8.3 Andlisis termogravimétricos

Los efectos del calor sobre los materiales pueden ser varios y producir cambios en
muchas de sus propiedades. En el analisis térmico, los cambios de peso
configuran la base de la termogravimetria (TG), mientras que la medida de los
cambios de energia constituye la base del analisis térmico diferencial (ATD) y de
la calorimetria diferencial de barrido (DSC). Asi por ejemplo, la termogravimetria
nos dice cuando una muestra pierde o gana peso y cuanto, mientras que el ATD y
el DSC nos dice si una reaccién o cambio fisico es endotérmico o exotérmico, y a

menudo es capaz de medir la variacion de calor.

En un analisis termogravimétrico se registra, de manera continua, la masa de una
muestra colocada en una atmésfera controlada, o bien en funcién de la
temperatura, o bien en funcion del tiempo. En el primer caso (experimento
dindmico) la temperatura de la muestra va aumentando de manera controlada
(normalmente de forma lineal con el tiempo), y en el segundo (experimento
isotermo), la temperatura se mantiene constante durante todo el experimento. La
representacion de la masa o del porcentaje de masa en funcion del tiempo o de la
temperatura se denomina termograma o0 curva de descomposicion térmica.
Existen otros tipos de analisis denominados de 2 termogravimetria diferencial
donde se registra o representa la variacion de masa o derivada con respecto a la
temperatura o respecto al tiempo dependiendo de que el experimento sea

dindmico o isotermo respectivamente (Skoog & Crouch, 2008).

2.2.8.4 Determinacion de biodegradabilidad

La revolucién en la biologia celular molecular, en combinacion con los avances de
la ciencia y la ingenieria de polimeros, esta impulsando el campo de los
biomateriales hacia nuevas aplicaciones y hacia una era de disefio molecular.
Nuevas clases de materiales degradables e hidrogeles han sido desarrollados y

asociados con ligandos moleculares para el control de comportamientos celulares
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especificos. Actualmente, existen polimeros sintéticos bioabsorbibles utilizados en
el campo biomédico, los cuales tienen la capacidad de degradarse, debido a
reacciones de hidrdlisis en condiciones fisioldgicas dentro del cuerpo humano.
Después de cierto tiempo de ser implantados dan lugar a productos que no son
toxicos y que pueden ser eliminados por el organismo o metabolizados por éste
(Conde & Damborenea, 2002).

Estos son materiales atractivos para la elaboracion de soportes en ingenieria de
tejidos, los soportes fabricados a partir de este tipo de polimeros ofrecen la
posibilidad de crear tejidos completamente naturales. En consecuencia, dejan de
lado los problemas de infeccion y formacion de tejido fibroso, asociados a los
implantes permanentes (F. Ardila, A. Estupifian, Vasques, & Y. Pefia, 2011).

Una de las técnicas mas recurridas para la determinacion de la biodegradabilidad
es el uso de un suero corporal simulado (SBF, por sus siglas en inglés). El SBF o
plasma humano sintético es una solucién con fuerza i6nica similar a la del plasma
de la sangre humana que se mantiene en las mismas condiciones de pH y

temperatura fisiol6gicas (Kokubo, 1991).
Diversos estudios de la evaluacién de la biodegradabilidad mediante la técnica de

SBF son encontrados en la literatura (F. Ardila et al., 2011; Gentile et al., 2014;
Ravichandran et al., 2012; Sartuqui, 2017).
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CAPITULO 3: METODOLOGIA

3.1 Descripcion

3.1.1 Fase preliminar

Se realizaron soluciones de poli vinil alcohol (PVA) con un peso molecular de 130,
000 KDa (Sigma-Aldrich) y un grado de pureza de 88 y 98% a diferentes
concentraciones (5, 7.5, 10, 12.5, 15, 17.5, 20 y 25%) en tubos de ensayo con 10
mL de agua. Se realizo el calentamiento individual de cada uno de ellos a bafio
maria con el uso de una parrilla eléctrica a una temperatura de 70° C durante 2 h
con una agitacion magnética de nivel 3 en una parrilla de agitacion modelo nuova,
marca Thermolyne, con base en la metodologia propuesta (Asran et al., 2010).
Asimismo se prepar6 el electrospinning con una aguja de 18,20 y 25 G a una
distancia de 15 cm del colector que es un cilindro rotatorio realizando una
variacion de voltaje de 18 y 20 KV. El electrohilado se realiz6 usando 3 mL de
cada solucion con una duracion de tiempo intercalada entre 2 y 3 h.
Posteriormente las muestras obtenidas se analizaron bajo el microscopio
electronico de barrido marca JEOL modelo JSM-6010LA. Se puede observar el

proceso mencionado en el diagrama representado por la figura 6.

10%en H2
70°C, 2h

Figura 6. Diagrama representativo de la fase preliminar.

3.1.2 Desarrollo de andamios AFP

Para el desarrollo de estos andamios todos los materiales utilizados fueron

obtenidos por Sigma-Aldrich. Se consideraron las metodologias establecidas para
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la interaccion PVA/PLGA, PVA/Col y PLGA/Col (Asran et al., 2010; Sadeghi-
Avalshahr et al., 2017; Yao et al., 2012) las cuales requieren la preparacion de dos
mezclas que se integran en una segunda etapa. Con fundamento en la fase
preliminar se us6 una concentraciéon de PVA (p.m. de 130 000 KDa con un grado
de pureza del 99%) del 10% en una primer mezcla con 1,1’-carbonil-diimidazol
(CDlI, grado de pureza 290%) una relacion de PVA:CDI = 0.64 en una mezcla de
CDI con Tetrahidrofurano (THF al 99%) al 15.95% la cudl fue sometida a una
agitacion de nivel 3 en una parrilla eléctrica marca nouva, modelo Thermolyne,
durante 24 h a una temperatura de 40°C. Una segunda mezcla de acido poli
lactico-co-glicolico (PLGA, 75:25 pm promedio de 76 000 — 115 000 KDa), y
colageno tipo | hidrolizado (Col, C9791) fue preparada en relacion PLGA:Col =

en 20% wi/v de 1,1,1,3,3,3-hexafluoruro-2-propanol (HFP, con grado de pureza del
99%), la cual fue sometida a una agitacion de nivel 3 durante 24 h. Finalmente se
realizé una integracion de las mezclas afladiendo 1-metil-2-pirrolidinona anhidrida
(NMP, con un grado de pureza del 99.5%) hasta llegar a una mezcla en relacién
de 20% wl/v, la relacion de PVA:PLGA debe mantenerse en 2. Las condiciones
para el electrohilado fueron de 18 y 20 KVs, una distancia entre la aguja y el
colector de 11 cm, un diametro de tamafio de aguja comercial de 18 G, asi como

en algunos casos la aplicacion de un tratamiento térmico y refrigeracion.

~o)\rﬂ‘j/"o"

ﬁ 0,
10%en H,0 o Q 0
) 40°C |:> T= amblﬂl:::l FaC

70°C, 2h 1:1, PVA:CDI PLGA:Coll, 4:1
en 1:2 THF, 24h en 1:6 HFP, 24h

=y

H
CF

ll“.l 1y

2.5mLHFP
24h

Figura 7, Diagrama representativo del desarrollo de los andamios AFP.

Posteriormente las muestras obtenidas se analizaron bajo espectro infrarrojo,
marca Perkin Elmer modelo Spectrum Two, y el microscopio electrénico de barrido
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marca JEOL modelo JSM-6010LA. Se puede observar el proceso mencionado en
el diagrama representado por la figura 7.

3.1.3 Desarrollo de andamios EFP

Debido a que en los andamios AFP no se observaba una homogeneidad en la
mezcla con HTF se propuso una variacion en la metodologia (Asran et al., 2010;
Sadeghi-Avalshahr et al.,, 2017; Yao et al., 2012) las cuales requieren la
preparacion de dos mezclas que se integran en una segunda etapa. Para el
desarrollo de estos andamios todos los materiales utilizados fueron obtenidos por
Sigma-Aldrich, poli vinil alcohol (PVA p.m. de 130 000 KDa y grado de pureza del
99%), acido poli lactico-co-glicélico (PLGA, 75:25 pm promedio de 76 000 — 115
000 KDa), colageno tipo | hidrolizado (Col, C9791), 1,1’-carbonil-diimidazol (CDI,
grado de pureza 290%), Tetrahidrofurano (THF al 99%), 1,1,1,3,3,3-hexafluoruro-
2-propanol (HFP, con grado de pureza del 99%) y 1-metil-2-pirrolidinona anhidrida
(NMP, con un grado de pureza del 99.5%). Se realiza la fase preliminar propuesta
con anterioridad a una concentracion de PVA del 10% la cudl es agregada a una
primera mezcla al 5% de CDI en THF, la relacion de PVA:CDI fue establecida en
2, las condiciones de estas mezclas son establecidas a una temperatura de 40°Cy
una agitacion de nivel 3 por 24 h. Posteriormente se agrega PLGA al 10% en NMP
en una relacion PVAIPLGA = 1.11 a temperatura ambiente durante 24 h.
Finalmente se agrega Colageno | al 10% en acido acético en HFP (0.1% en HFP),
guardando una relacion de PVA:Col = 167, a una temperatura ambiente durante

aproximadamente 24 h.

HOJ,

10%en H,0

) 40°

70°C, 2h

o
PRPS

; g T=amb {Ilj

50% CDI

0.

en THF, 24h

oH
F3sC” CFs

0.6 mLHFP
24h

-

I

o \lfuMI of,
&n

0.09g PLGA
en 1 mL NMP, 24h

Collena.a.,1:10
3h

Figura 8. Diagrama representativo del desarrollo de los andamios EFP.
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Las condiciones de proceso del electrospinning fueron de un diametro interno de
aguja comercial de 18 G, voltaje empleado de 18 KVs y tiempo de procesamiento
de 1 a 3h. Posteriormente las muestras obtenidas se analizaron bajo espectro
infrarrojo y el microscopio electronico de barrido. Se puede observar el proceso

mencionado en el diagrama representado por la figura 8.

3.1.4 Desarrollo de andamios IFP

Para el desarrollo de estos andamios todos los materiales utilizados fueron
obtenidos por Sigma-Aldrich, se desarrollaron en fases de distintas mezclas PVA
99% hidrolizado pm promedio de 130 000 KDa, PLGA 75:25 pm promedio de 76
000 — 115 000 KDa y Col | (C9791) realizando modificaciones en la metodologia
reportada (Sadeghi-Avalshahr et al., 2017; Yao et al., 2012), utilizando agua como
solvente y HFIP (299%) como agente nano-estructurador. Los andamios fueron
preparados mediante fases de agitacion suave a condiciones térmicas de 70°C y 2
h de agitacion para la dispersion de PVA en agua al 10% (mezcla A), 58°C y 5
minutos de agitacion para la dispersion de colageno tipo | en HFP al 0.3% (mezcla
B) y 24°C con agitacion constante agregando PLGA hasta lograr la
homogenizacion de la mezcla A y B. Las condiciones de proceso del
electrospinning fueron de un diametro interno de aguja comercial de 18 G, voltaje
empleado de 18 KVs y tiempo de procesamiento de 1 a 3h.

10%en H,0

mmmmes) 50°C
HO |, 70°C, 2h A
OH
' O{T/\ r,c)\c&, o
HO/\r W o 1.2%en HFP °
o | ) 50°C %

PLGA:Coll,3:1 50°C, 5 min
-
¥y

1
Hexafluoro alcohol

Figura 9. Diagrama representativo del desarrollo de los andamios IFP.
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Posteriormente las muestras obtenidas se analizaron bajo espectro infrarrojo y el
microscopio electrénico de barrido. Se puede observar el proceso mencionado en
el diagrama representado por la figura 9.

3.2 Equipo

El equipo de FTIR utilizado fue marca Perkin ElImer modelo Spectrum Two (figura
10), el cual utiliza intervalos de medicién desde 4000 cm™ a 650 cm™.

Figura 10. Equipo de FTIR, marca PerkinElmer modelo Spectrum two.

El equipo de electrospinning empleado fue disefiado y construido por expertos en

el tema. Figura 11.

Figura 11. Equipo de electrospinning.
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Para obtener imagenes de alta resolucion de la superficie de las muestras se
utilizé un microscopio electrénico de barrido marca JEOL modelo JSM-6010LA
(figura 12).

Figura 12. Microscopio electrénico de barrido marca JEOL modelo JSM-6010LA

En cuanto a la prueba de viscosidad se empled un circulador de refrigerante
Thermo Haake K-20 de Sigma-Aldrich, figura 13.

ol

Figura 13. Circulador refrigerante Thermo Haake K-20.
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Se utilizé un equipo BlueHill Lite de Instron modelo 2519-107 para la medicion de

las propiedades mecanicas, figura 14.

Figura 14. Equipo BlueHill Lite de Instron modelo 2519-107

Para determinar el grosor del andamio se emple6 un equipo micrometro Digimatic
IP65 Mitutoyo modelo MDC-1'MJ, figura 15.

Figura 15. Micrometro Digimatic IP65 Mitutoyo modelo MDC-1"MJ
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Para la determinacion de la tension superficial del fluido viscoelastico se empled

un Tensiometro de anillo marca CSC-DuNOUY no. 7035, figura 16.

Figura 16. Tensiometro de anillo DSC-DuNOUY No. 7035.

Los andlisis termogravimétricos fueron realizados en el laboratorio del
departamento de ingenieria quimica de la Benemérita Universidad Auténoma de
Puebla se utilizé el equipo marca NETZSCH modelo STA 449F3, figura 17.

Figura 17. NETZSCH modelo STA 449F3.
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3.3 Analisis de grupos funcionales mediante FTIR

El equipo de FTIR utilizado fue marca PerkinElmer modelo Spectrum Two, con
intervalos de medicién desde 4000 cm™ a 650 cm™ (ATR), se analizaron cada una
de las muestras y posteriormente se hizo la comparacion con los FTIR
encontrados en la literatura y los componentes en solitario para verificar la

existencia de los grupos funcionales activos en los compuestos poliméricos.

3.4 Estudio de la morfologia de los andamios desarrollados

La microscopia electronica de barrido es una técnica que es capaz de producir
imagenes de alta resolucion utilizando un haz de electrones en lugar de un haz de
luz para formar la imagen, con ella es posible observar el desarrollo morfolégico
de la superficie, las micro fibras y nano fibras, asi como la microestructura de la
red tridimensional. Se utilizaron aumentos de 200x a 1500x para la observacion de

las muestras.

3.6 Evaluacion de la biodegrabilidad

Para predecir este fendmeno, los andamios fabricados fueron sumergidos en
fluido corporal simulado (SBF — Simulated body fluid) durante 7, 14 y 28 dias. Esta
solucion contiene concentraciones de iones casi iguales a las del plasma
sanguineo humano vy, por tanto, la biodegrabilidad de un material puede
predecirse por medio de la formacion de hidroxiapatita en su superficie cuando se

lo sumerge en SBF.

3.6.1 Fluido Corporal Simulado (SBF)

Para preparar el fluido corporal simulado se utilizé la tesis publicada por Palacios
(Palacios Casarrubias, 2018), donde las caracteristicas y cantidades de los

reactivos, asi como los pasos en su elaboracion se detallan a continuacion:
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Se lavaron todos los elementos que fueron usados en la preparacion del
SBF con 1M HCI, detergente neutro y agua destilada. Los elementos
utilizados son los siguientes: un agitador magnético, ocho bandejas de
plastico, un vaso de precipitado de 1000 mL, una botella de plastico de
1000 mL, un matraz aforado de vidrio de 1000 mL, una cuchara, un
termdémetro, una pipeta desechable para ajustar el pH (a ser utilizada con
1M HCI), un embudo de plastico, un cilindro aforado de 50 mL y un
recipiente de 50 mL.

Se afadié aproximadamente 700 mL de agua pura destilada dentro del
vaso de precipitado de 1000 mL y se agit6 por medio de un agitador
magnético mientras se calent hasta 36.5 °C.

Se afiadieron los reactivos dentro del vaso de precipitado con agua pura
destilada, siguiendo el orden mostrado en la tabla 2, se agrega de uno en
uno y hasta encontrarse completamente disuelto se agrega el siguiente.
Una vez que todos los reactivos se disolvieron, éstos se vertieron dentro de
un nuevo vaso de precipitado con capacidad de 1 L. Se ajusto la
temperatura de la solucién a 36.5 °C mientras se ajusté el pH a 7.4
agregando poco a poco (aproximadamente 1 mL) de una solucion 1 M de
HCI.

Se traspasé la solucién del vaso de precipitado de 1000 mL al matraz
aforado de vidrio de 1000 mL y se dej6 enfriar hasta 20 °C. Se ajust6 el
volumen total a 1000 mL afiadiendo agua destilada.

Se traspaso la solucion a la botella de plastico de 1000 mL tapandola. Se

mantuvo refrigerada la solucion a 4 °C.

Es de suma importancia llevar a cabo los pasos como se plantean en la

descripcion anterior, para poder garantizar la correcta disolucion de las sales en el

agua. En el caso donde no se haya llevado a cabo la correcta disoluciéon, esta

debe ser desechada y se debe comenzar desde el inicio.
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Tabla 2. Reactivos para la preparacion de SBF.

Reactivos % de pureza C-SBF ()

NaCl >00.5 8.036
NaHCO; >99.5 0.352
KCI >99.5 0.225
K2HPO4 3H,0 >09.0 0.23
MgCl,, 6H,0 >98.0 0.311
1.0 M HCI - 40

CacCl, >05.0 0.293
Na,SO4 >99.0 0.072
TRIS >099.9 6.063
1.0 M HCI - 0.2

Nota: Esta solucién es estable hasta 8 semanas, pero si se advierte la

presencia de algun tipo de precipitado de alguna de las sales disueltas, debe

ser desechada. Antes de utilizar el SBF, se debe dejar reposar a temperatura

ambiente y filtrarlo utilizando filtros estériles de 0.22 ym bajo flujo laminar.
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CAPITULO 4: RESULTADOS Y DISCUSIONES

4.1 Caracterizacion de los andamios mediante FTIR

En las siguientes figuras 18 a 20 se observa la caracterizacion del PVA, PLGA y
Col I, respectivamente, donde pueden observarse los grupos funcionales de cada
estructura, estos mismos grupos se hacen presentes en los resultados de

transmitancia del andamio final para cada metodologia empleada.

PVA

1001 A

934 1 Flexién del H

de OH
dentro del plano

%T

Flexion del H
de OH
fuera del plano

98.7 A

Estiramiento Estiramiento
1 -OH HO n C-O

98.0 T T T T T T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000

cm-1

Figura 18. Espectro obtenido en la caracterizacion del PVA.

Para el PVA se obtiene un resultado en el que se puede observar con facilidad el
estiramiento del grupo —OH (entre 3000 y 3500 cm™) asi como el movimiento de
estiramiento tipico de C-O (entre 1000 y 1100 cm™) caracteristico del PVA, junto
con la parte alifatica del polimero (figura 9).

En los resultados obtenidos para el PLGA se puede distinguir con facilidad el
estiramiento del grupo C=0 (entre 1600 y 1800 cm™) y estiramiento de C-O (entre
1000 y 1100 cm™) caracteristico del PLGA, asi como un pequefio pico entre 3400
y 3500 cm™ que puede ser atribuible al estiramiento de los enlaces —OH en los
extremos del polimero, también se puede apreciar la parte alifatica (figura 10).
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Figura 19. Espectro obtenido en la caracterizacion del PLGA.
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Figura 20. Espectro obtenido en la caracterizaciéon del colageno tipo I.

En el resultado obtenido para el colageno tipo | se puede ver con facilidad el
estiramiento del grupo —OH (entre 3000 y 3500 cm™), también se observa el
estiramiento de C-O (entre 1000 y 1100 cm™) caracteristicos, las bandas

encontradas para los estiramientos de C—N (1690 a 1480 cm™) y -NH (3500 a
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3300 cm™) se encuentran traslapadas entre las sefiales de la parte alifatica y del
grupo hidroxilo respectivamente (figura 20). Las sefiales caracteristicas de cada

material se encuentran en la tabla 3 descrita a continuacion.

Tabla 3. Sefiales caracteristicas de los materiales presentes en el espectro FTIR.

[2V/ ‘ coL | PLGA
CH, 2900-2999 cm™ (E) CH 2800-3000 cm™ (E) CH, 2900-2999 cm™ (E)
CH, 2900-2999 cm™ (E) CH, 2900-2999 cm™ (E) CH, 1400-1500 cm™ (F)
CH, 1400-1500 cm™ (F) CH, 1400-1500 cm™ (F) CH, 720-740 cm™ (MA)
CH, 1400-1500 cm™ (F) CH, 720-740 cm™ (MA) c-C 1200-1300 cm™ (E)
CH, 720-740 cm™ (MA) c-C 1200-1300 cm™ (E) c-0 900-1200 cm™ (E)
c-C 1200-1300 cm™ (E) c-0 900-1200 cm* (E) c=0 1700-1800 cm™ (E)
c-0 900-1200 cm™ (E) =0 1700-1800 cm™ (E) -OH 3100-3500 cm™ (E)
-OH 3100-3500 cm™ (E) -OH 3100-3500 cm™ (E) -OH 1400-1500 cm™ (F,)
-OH 1400-1500 cm™ (F,) -OH 1400-1500 cm™ (Fy) -OH 660 cm™ (Fy)
-OH 660 cm™ (Fy) -OH 660 cm™ (F,) CH, 2900-2999 cm™ (E)
C-N 1200-1300 cm™ (E) CHs, 1400-1500 cm™ (F)
NH, 3100-3500 cm™ (E) CH 2800-3000 cm™ (E)
NH, 1600 cm™ (Tijeras)
Estiramiento: E ; Flexion: F ; Movimiento alternado: MA ; Flexion dentro del plano: F; ; Flexion fuera del plano: F,

4.2 Resultados de la fase preliminar

Se realizaron diluciones a distintas concentraciones de PVA en agua de 5, 7.5, 10,
12.5, 15, 17.5 y 25%, en las cuales se observo que a concentraciones de 5% la
mezcla no presentaba comportamiento viscoelastico deseado, asimismo no se
generaban las fases caracteristicas durante el proceso de electrospinning (Duque
Sanchez et al., 2013). A concentraciones de 7.5 a 12.5% se podia observar que el
proceso de electrohilado se llevaba a cabo de manera ideal de acuerdo con lo
reportado (Asran et al., 2010), usando concentraciones mayores a 12.5% el
proceso de electrohilado se veia dificultado, debido a la alta viscosidad que se
conferia al momento de aumentar la concentracion de PVA en agua. Por lo
observado con anterioridad se trabajé con concentraciones constantes de PVA al

10% en agua, con variaciones de voltaje de 18 y 20 KV y diametros de jeringa
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comerciales de 18, 20 y 25 G. En algunos casos se agrego etanol, debido a que
su uso ha sido reportado para facilitar el desarrollo de la fibra mediante el
electrohilado (Duque Sanchez et al., 2013), no se presentd ningun tipo de

estructura fibrilar formada al usar un diametro de jeringa comercial de 25G.

En la tabla 4 se muestran los parametros del desarrollo de cada electrohilado, con
una distancia de 11 cm entre la aguja y el colector. Posteriormente en las figuras
21y 22 se realiza la caracterizacion mediante FTIR y SEM respectivamente.

Tabla 4. Parametros de desarrollo de los andamios.

Rétulo  PVA  Agua EtOH Voltaje Didmetro comercial de jeringa
Al-PVA 1g 10 mL 18 KV 18G
A2-PVA 19 10 mL 18 KV 20G
A3-PVA 1g 10 mL 18 KV 25G
A4-PVA 19 10 mL 1mL 18 KV 18G
A5-PVA 19 10 mL 1mL 20 KV 20G
A6-PVA 1g 10 mL 20 KV 20G
A7-PVA 19 10 mL 1mL 20 KV 25G
A8-PVA 19 10 mL 20 KV 18G

Se realiz6 la caracterizacion del polimero haciendo uso del equipo FTIR, mediante
el cual se obtuvieron los resultados de las sefiales caracteristicas del PVA son:
3440 cm™ muestran el estiramiento de —OH, estiramiento asimétrico y simétrico de
—CH, a 2940 cm™, a 1418 cm™ se muestra una flexién de tipo tijera del grupo —
CH,, y a 1334 cm™ estiramiento C—C, en 900 a 1200 cm™ se da el estiramiento C-
O, como puede observarse en la figura 21, asimismo se observa una sefial
aproximadamente en 1700 cm™ que corresponde al estiramiento de —CH-OH de
acuerdo con diversos autores (Asran et al., 2010; X. Li, Kanjwal, Lin, & Chronakis,
2013; Wu, Yuan, & Sheng, 2005), posiblemente incrementado al hidratar el PVA
con agua y someterlo al proceso de electrohilado. En la figura 22 se muestra la
morfologia obtenida para estos electrohilados, la cual es la morfologia deseada,
en comparacion con la metodologia propuesta (Asran et al., 2010), en todo el

material compuesto, pueden observarse a detalle las fibras, el entrecruzamiento y
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direccidn que se genera al aplicar la técnica de electrospinning en un colector

rotatorio de tipo cilindrico.

95

%T

90

|5

T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000
cm-1

Figura 21. Espectro FTIR de andamio A6-PVA. Figura 22. Imagen del andamio A6-PVA obtenido
mediante SEM a 700X.

Los resultados obtenidos en la formacion de fibras, mediante su andlisis
morfologico (ver anexos, figura 51 a 56), sugieren que los parametros empleados
en los andamios A1-PVA y A6-PVA son los que mejores caracteristicas presentan,

por lo tanto son los pardmetros a considerar en la siguiente etapa.

4.3 Resultados en el desarrollo de los andamios AFP

Con los resultados obtenidos en la fase preliminar, se desarrollaron electrohilados
a partir de una dilucién del 10% de PVA en agua. Se agregé PLGA y colageno tipo
| mediante un seguimiento de la metodologia citada con anterioridad. Las
relaciones de las mezclas son descritas en la tabla 5. Dénde T.T. indica que los
andamios fueron sometidos a un tratamiento térmico inmediatamente después de
su fabricacion con agua a 6 °C con la finalidad de mantener su estructura inicial,
la refrigeracion se refiere al almacenamiento de los andamios en un medio a 6 °C

esto sin necesariamente recibirel T.T.
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Los resultados morfologicos para estos andamios no fueron los deseados como
puede observarse en las figuras 23 a 26. Los andamios mas distinguidos fueron
aquellos que presentaron una produccion incompleta de fibras, los cuales
recibieron a una refrigeracion después de su produccion y se us6 un diametro de
jeringa comercial de 18 G, un voltaje de 18 KV y una distancia de 11 cm entre la

aguja y el colector.

Tabla 5. Parametros en el desarrollo de andamios AFP por electrohilado.

C Diametro

Roétulo (PVA) PVA:PLGA | PVA:Coll | T.T. Refrigeracion Voltaje come_rcial

de jeringa
AFP-1 10% 2:1 167:1 18 KV 18G
AFP-2 10% 2:1 167:1 20 KV 18G
AFP-3 10% 2:1 167:1 18 KV 18G
AFP-4 10% 2:1 167 :1 20 KV 18G
AFP-5 10% 2:1 167 :1 18 KV 18G
AFP-6 10% 2:1 167:1 18 KV 18G
AFP-6 B 10% 2:1 167 :1 X 18 KV 18G
AFP-6 C 10% 2:1 167:1 X 18 KV 18G
AFP-6 D 10% 2:1 167 :1 X X 18 KV 18G
AFP-7 10% 2:1 167:1 20 KV 18G
AFP-7 B 10% 2:1 167:1 X 20 KV 18G
AFP-7 C 10% 2:1 167 :1 X 20 KV 18G
AFP-7 D 10% 2:1 167 :1 X X 20 KV 18G

Se puede observar en la tabla 5 que los andamios AFP-1, AFP3, AFP-5 y AFP-6
fueron desarrollados bajo las mismas condiciones, asi como los andamios AFP-2,
AFP-4 y AFP-7, sin embargo al no presentar una formacion estructural se
implementé el desarrollo de andamios sometidos a tratamiento térmico y
refrigeracion, donde los andamios AFP-6 de rétulo B,C y D varian en cuanto al

voltaje utilizado en los andamios AFP-7 de rétulo B, Cy D.
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Figura 23. Imagen del andamio AFP-6B Figura 24. Imagen del andamio AFP-6D
obtenida mediante SEM a 200X. obtenida mediante SEM a 200X.

j b, ¢
SElI 3kV  WD10mm SS65 xml w“ﬁ\‘ 100J.Im SEl 3kV  WD10mm SS65 x200 100pm -
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Figura 25. Imagen del andamio AFP-6C Figura 26. Imagen del andamio AFP-7B
obtenida mediante SEM a 200X. obtenida mediante SEM a 200X.

Los mejores resultados en cuestiéon de morfologia fueron los que se desarrollaron
a 18 KV usando un diametro de jeringa comercial de 18 G, se puede apreciar en
las micrografias de los andamios AFP-6 B, C y D que tienden a presentar una
mayor formacion de fibras y menor material sin desarrollar en comparacion de los
andamios AFP-7 B, C y D, ver anexos (figura 57 — 62). La estructura obtenida no
fue la esperada, por lo que no se realiz6 un andlisis de espectro mediante FTIR,
debido a los resultados obtenidos, se implementaron modificaciones a la
metodologia propuesta (Sadeghi-Avalshahr et al., 2017; Yao et al., 2012),.
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4.4  Resultados en el desarrollo de andamios EFP

Con los resultados obtenidos en la fase preliminar y en el desarrollo de los
andamios AFP, se desarrollaron electrohilados a partir de una dilucién del 10% de
PVA en agua, se mantuvo un voltaje constante de 18 KV, didmetro de jeringa
comercial de 18 G y una distancia de 11 cm entre la aguja y el colector. Se
modificé ligeramente la cantidad de PLGA y colageno tipo | mediante la
metodologia citada con anterioridad. Las relaciones de las mezclas y condiciones
del electrohilado (placa plana y cilindro rotatorio) son descritas en la tabla 6.

Tabla 6. Parametros en el desarrollo de andamios EFP por electrohilado.

. C . . : . Tipo . Diametro
Rotulo (PVA) PVA:PLGA PVA:Col | T.T. Refrigeracion colector Voltaje de jeringa
EFP-1 | 10% 1.11:1 167:1 X X Rotatorio | gy 18G
Placa

EFP-2 | 10% 1.11:1 167: 1 X Rotatorio | gy 18G
Placa

EFP-3 | 10% 1.11:1 167:1 X Rotatorio | gy 18G
Placa

EFP-4 | 10% 1.11:1 167:1 Placa 18 KV 18G

El andamio EFP-3 fue el Unico que presentd material en el colector, tanto para
placa como rotatorio. El principal problema que se present6 es la formacion parcial
las fibras y la repetitividad del electrohilado como se puede observar en las figuras
27 a 35. En el espectro FTIR obtenido para el andamio EFP-3 (figura 36) se puede
corroborar la presencia de la mayoria de los grupos caracteristicos de la matriz y
de los refuerzos del material compuesto, siendo los mas notorios el grupo —OH, C-

O, C-N, asi como la parte alifatica del material (véase tabla 3).
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Figura 27. Imagen SEM del andamio EFP en Figura 28. Imagen SEM del andamio EFP en
placa a 430X. placa a 750X.
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Figura 29. Imagen SEM del andamio EFP en Figura 30. Imagen SEM del andamio EFP en
placa a 1000X. cilindro rotatorio a 430X.

‘ 2 Wm;xm/ﬁ-‘
= s

0ct.09,2018

Figura 31. Imagen SEM del andamio EFP en Figura 32. Imagen SEM del andamio EFP en
cilindro rotatorio a 750X. cilindro rotatorio a 1000X.
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Figura 34. Imagen SEM del andamio EFP-6 en
placa a 430X.
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Figura 33. Imagen SEM del andamio EFP-3 en
cilindro rotatorio a 1400X.
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Figura 35. Imagen SEM del andamio EFP-7 en placa a 800X
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Figura 36. Espectro obtenido para el andamio EFP-3 en placa.
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45 Resultados en el desarrollo de andamios IFP

Con los resultados obtenidos en la fase preliminar y en el desarrollo de los
andamios AFP, asi como en el desarrollo de los andamios EFP, se desarrollaron
electrohilados a partir de una dilucion del 10% de PVA en agua, se mantuvo un
voltaje constante de 18 KV asi como un diametro de jeringa comercial de 18 G y
11 cm de distancia aguja-colector. Se modifico la cantidad de PLGA y colageno
tipo | mediante una modificacion de la metodologia citada anteriormente. Las

relaciones de las mezclas son descritas en la tabla 7.

Tabla 7. Relaciones y condiciones del electrohilado.

Rétulo (PS p) PVAPLGA PVAColl TT. Refrigeracion COTIE')F(’:?N Voltaje (%"’j‘;“ne;gz
IFP-1 10% 1.11:1 3.3:1 X Rotatorio 18 KV 18G
IFP-2 10% 1.11:1 33:1 X Rotatorio 18 KV 18G
IFP-3 10% 1.11:1 Ausencia X Rotatorio 18 KV 18G
IFP-4 10% 1.11:1 Ausencia X Rotatorio 18 KV 18G

Se observa que al utilizar cantidades parcialmente equitativas en los componentes
del andamio se producen estructuras de tipo fibrilar con una direccion de hilado
casi uniforme, asimismo se encuentra la presencia de los grupos funcionales
mediante el uso de la técnica de FTIR. Las imagenes obtenidas por SEM pueden

observarse en las figuras 37 a 42.

El andamio presenta una estructura fibrilar deseada, presenta los grupos
funcionales caracteristicos del PVA, PLGA y colageno de tipo |, posee una
distribucion de fibras y orientacidon casi uniforme, al igual que diametros de fibras
con baja desviacion estandar entre ellos, asi mismo los andamios IFP-1 e IFP-3
(asi como sus repeticiones) tienen un interesante comportamiento térmico, como

se menciona en la siguiente seccion.
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Figura 37 Imagen obtenida por SEM del Figura 38. Imagen obtenida por SEM del
andamio IFP-1 a 200X. andamio IFP-2 a 200X.
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Figura 39. Imagen obtenida por SEM del Figura 40. Imagen obtenida por SEM del
andamio IFP-1 a 500X. andamio IFP-2 a 500X.
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Figura 41. Imagen obtenida por SEM del Figura 42. Imagen obtenida por SEM del
andamio IFP-1 a 1000X. andamio IFP-2 a 1000X.
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4.6  Caracterizacion quimica y fisica de andamios IFP

En la presente seccion se analizan los resultados obtenidos como lo son los
espectros  mediante FTIR, caracteristicas  morfologicas, resultados
termogavimétricos, propiedades mecanicas, densidad, hinchamiento, absorcién,

porosidad y degradabilidad de los andamios IFP.

4.6.1 Resultados de espectros de los andamios IFP mediante FTIR

Los espectros obtenidos para el andamio IFP-1 e IFP-2 presentan picos
caracteristicos de los materiales que lo componen (véase figura 18, 19, 20 y tabla
3) (Brown et al., 2017; Matthews et al., 2002; Oktay et al., 2015). Asimismo los
espectros obtenidos para el andamio IFP-3 e IFP-4 muestran un comportamiento
interesante, es notable la ausencia de estiramiento de grupos hidroxilo, es
presumible que la estructura este compuesta en su mayoria por PLGA, incluso si
fue agregado PVA al parecer no existe una interaccion entre estos sin la presencia
del colageno. Podria pensarse que la estructura del andamio IFP-1 e IFP-2 esta
compuesta por PLGA /colageno y que el PVA no se encuentra presente en esta
estructura, sin embargo esto se analiza en los analisis termogavimétricos. En la
figura 43 se muestran los espectros obtenidos para los andamios IFP-1 e IFP-2,
mientras que en la figura 44 se muestra el espectro obtenido para el andamio IFP-
3 e lFP4.
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Figura 43. Espectros obtenidos para los andamios IFP-1 e IFP-2.
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Se observa una gran similitud entre ambos espectros, lo que indica, al igual que el
parecido morfologico, que la metodologia propuesta en el desarrollo de andamios

de tipo fibrilar propuesto para IFP tiene resultados ideales.
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Figura 44. Espectros obtenidos para los andamios IFP-3 e IFP-4.

4.6.2 Resultados de caracteristicas morfolégicas de los andamios IFP

Los diametros de las fibras desarrolladas fueron obtenidos mediante el uso de
herramientas en SEM, teniendo una muestra de 27 datos. El andlisis de los datos
de la muestra se distribuyen de la siguiente forma: diametro méaximo (3.846 um),
diametro minimo (1.075 pm), el didmetro mediano (2 um), promedio (1.927 pm),
desviacion estandar poblacional (0.7233 um), varianza poblacional (0.5231 um),
desviacion estandar muestral (0.7098 um), varianza muestral (0.5038 um) y el
coeficiente de varianza (37.54%), véase figura 45. Los datos estadisticos
obtenidos muestran cierta homogeneidad en la distribucion de los didmetros de las

fibras.
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Figura 45. Diametros y datos estadisticos de las fibras IFP.

4.6.3 Resultados termogravimétricos de los andamios IFP

Los analisis termogravimétricos exhiben los resultados méas concluyentes de este
trabajo en cuanto a la compatibilidad lograda de los elementos utilizados en la
matriz de los andamios IFP. Como debe recordarse, véase tabla 7, se realizaron
andamios compuestos de los tres materiales (PVA, PLGA, colageno tipo I) que
corresponden al IFP-1 e IFP-2, asimismo se desarrollaron dos andamios mas en
los que se mezclaron PVA y PLGA en ausencia del colageno tipo |. Se puede
apreciar en la figura 46 que el andamio que cuenta con colageno (IFP-1) muestra
una estabilidad térmica mayor (IFP-1 a 295.078 °C e IFP-3 a 278.086 °C, de
acuerdo con sus respectivas graficas en anexos) que el andamio ausente de este
compuesto, se debe recordar también los espectros obtenidos para estos dos
andamios (véase figura 43 y 44), donde en la figura 43 se muestran grupos
caracteristicos de los tres compuestos, caso contrario a la figura 44 dénde
Unicamente se observa la presencia de PLGA (véase tabla 3), se puede atribuir
que la presencia del colageno tipo | permite una interaccion entre el PVA y el
PLGA, de acuerdo con algunos autores (Krumova et al., 2000; Youn Chang et al.,
2005) el PVA atribuye caracteristicas como lo son resistencia estructurales de
indole fisico y quimico, es por esto que los andamios IFP con PVA presentan un
grado de resistencia térmica mayor. Los resultados de TG y DSC muestran una
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estabilidad térmica (16.992 °C mayor a IFP-3) vy cristalinidad (en 220 y 297 °C),
respectivamente, que se le puede atribuir a la presencia del PVA en el andamio
IFP-1 a diferencia del andamio IFP-3 que muestra un caracter mas amorfo propio
del PLGA (Gentile et al., 2014). También se puede apreciar que el andamio
compuesto por los tres materiales presenta un porcentaje de remanente menor al
del IFP-3. Este comportamiento presentado junto con los resultados obtenidos en
los espectros y SEM dan como resultado una interaccién que se propone en la
figura 47, asi como los establecidos previamente (Asran et al., 2010; Gentile et al.,
2014).

TG /% DSC /(mW/mg)
100 1 1] FP-1 ds3 T exq
TG
[2] IFP-3.ds3
TG
DSC 0.5
80 A
-0.0
60 1
r-0.5
40 A
r-1.0
20 1
1115
04
100 200 300 400 500 600 700
Temperature /°C
Main  2018-11-2816:19  User. Operador
[#] Instrument File Date Massimg Segment Range Atmosphere Corr.
1] 9F3 IFP-1.ds3 2018-11-26 i) mn 25/10.0(K/miny800 NITROGEN/20 / AIR(80/20)/0 / NITROGEN/--- DSC:020, TG:020
[2] S LEF‘—:I ds3 ‘ 018-1 107 7 |_'“‘ 10.0(K/miny800 NITROGEN/20 / AIR(80/20)/0 / NITROGEN/-— DSC:020, TG:020
Created with NETZSCH Proteus software]

Figura 46. Resultados de analisis termogavimétricos de IFP-1 e IFP-3.

El analisis termogavimétrico fue realizado en la Benemeérita Universidad Autonoma
de Puebla, los parametros establecidos fueron: rampa de calentamiento de 10

K/min, atmdsfera de 20% nitrégeno y 80% de aire.
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Asimismo se realizé una medicion de area bajo la curva del PVA, PLGA, Colageno
tipo | y de andamio fibrilar IFP-1 para determinar la actividad por separado y
colectiva de los puentes hidrogeno que puedan generarse, tabla 8y 9.

Se puede apreciar en a tabla 8 que el area bajo la curva en esta seccidn presenta
un cambio significativo en la estructura del PVA en comparacion al andamio IFP-1
y el resto de los componentes. Esto da indicio de que el acoplamiento de los
materiales sucede en los grupos hidroxilo del PVA y, el andamio IFP-1 al tener un
area relativamente menor al del PLGA y colageno tipo I, podria no llevarse

completamente a cabo.

Estos indicios estan presentes de igual manera en relacion al colageno tipo I,
presente en la tabla 9, que presenta la flexion del hidrégeno del grupo hidroxilo

fuera del plano.
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Figura 47. Moléculas de PVA, colageno tipo | y PLGA.
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4.6.4 Resultados de las propiedades mecanicas en los andamios IFP

Las propiedades mecéanicas del material fueron medidas mediante un arreglo a
metodologias descritas (Mi et al., 2018; Sadeghi-Avalshahr et al.,, 2017). Se
realizaron muestras de 60x10 mm y un grosor de 0.014 mm (medido por un
micrometro Digimatic IP65 Mitutoyo modelo MDC-1'MJ). Los resultados se

muestran en la tabla 10.

Tabla 8. Resultados obtenidos en las propiedades mecénicas de los andamios IFP.

Repeticion ReS|sten<(:||\AaPaal)a tension Elongacion (%) Mddulo elastico (MPa)

1 1.25498 0.79756 1.57
2 1.25508 0.79946 1.57
3 1.26067 0.79974 1.57

Los resultados obtenidos en el andamio IFP presentan propiedades mecanicas de
tensién (1.25 MPa) superiores a los reportados para la dermis de la piel (27.7 £ 6.7
KPa) (Oftadeh, Connizzo, Nia, Ortiz, & Grodzinsky, 2018) y propiedades
mecanicas similares a las propuestas en el hueso esponjoso de la vértebra (1.2
MPa) (Gonzalez Arrieta, Chac, & Gonz, 2007).

4.6.5 Resultados de las caracteristicas fisicas generales de los andamios IFP

Las caracteristicas fisicas del andamio fueron determinadas mediante
metodologias experimentales. La primera de ellas es la determinacion de la
densidad, la cual consiste en tomar un andamio con geometria regular, tomar sus
medidas y peso, se realiza una relacién para determinar la densidad del material.
Las dimensiones del material fueron establecidas de 25x24x0.014 mm y un peso
de 0.0023 g, resultando en una densidad de 0.2738 g cm™. Esta relacién se puede

observar en la figura 48.
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w=0.014 mm
0.0023 g 2.4cm
- g
- f=0.27387/

Figura 48. Determinacion de la densidad del andamio IFP.

La determinacion de la absorcién de material fue determinada mediante el uso de
la metodologia (He et al., 2018), dando como resultado una absorcion promedio
de 200% en relacién al peso inicial. La figura 49 muestra la relacion de los pesos
iniciales junto con los finales, haciendo uso de un grafico de barras y la relacion de

pesos se determina la absorcion del material.

La tasa de hinchamiento y porosidad del material fueron determinados mediante el
uso de metodologia (Adragna et al., 2018; Hadjizadeh, Savoji, & Ajji, 2016; Wang,
Zhao, & Pan, 2015), las cuales determinan un hinchamiento del material de 55.1%
en relaciéon a su peso inicial (donde el peso inicial es de 0.0049 gy el peso final de
0.0075 g). La porosidad fue determinada mediante diferencia de peso del andamio
IFP al ser sumergido por 24 h en etanol. El célculo de esta caracteristica se dio
con un peso inicial de 0.0029 g, peso final de 0.0245 g, densidad del andamio de
0.2738 g cm™ y densidad del etanol de 0.79 g cm™, dando como resultado una
porosidad del 27.38%. La relacion usada para el calculo de la porosidad de puede
observar en la figura 50, donde w es el peso del andamio después de 24 h de
inmersion en etanol, w, el peso inicial del andamio, p; es la densidad del andamio

y p2 la densidad del etanol.
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250
222
200 - Donde:
W01=0.005g W01f=0.0116g
W02 =0.004g W02f=0.0077g
150 — - -
o WOLF W03=0.003g  WO3f=0.0064¢g
100 - mwoz2t Absorcion promedio = 200% en relacion
= wosf al peso inicial
50
D -

Absorcion %

Figura 49. Relacion y determinacion de absorcion de andamio IFP.

(w—wp) - py
Porosidad (%) =
Porosidad =27.28% prw+ (pz—p1)

Hinchamiento =55.1% en relacién al peso inicial

70.00 64.29

60.00
50.00 -

m 7 dias
m 14 dias
m 28 dias

40.00 -
30.00 -
20.00 -
10.00 -

0.00 -

Degradacian en PBS %

Figura 50. Resultados de porosidad, hinchamiento y degradaciéon de andamios IFP.

Los resultados de degradacion del andamio IFP en PBS alcanzan un porcentaje
de 64.29% en 28 dias (Sadeghi-Avalshahr et al., 2017, Palacios S. et al, 2018) y

exhibe un comportamiento aparentemente lineal.
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4.6.7 Caracterizacion del flujo viscoelastico

Las propiedades del flujo viscoelastico son cruciales al momento del desarrollo de
fibras mediante la técnica de electrospinning, es por esto que en esta seccion se
realiza una breve caracterizacion de algunas de las propiedades mayormente

descritas durante el proceso de electrospinning.

4.6.7.1 Tension superficial

La tension superficial de un fluido es directamente proporcional a la concentracion
de la fase dispersa (Duque Séanchez et al., 2013), esta propiedad interfiere
directamente a la formacién del cono de Taylor descrito en la primera fase de
transicion del polimero mediante la técnica de electrospinning, es por esto que la
determinacién de esta caracteristica es fundamental para el entendimiento de
cada fibra desarrollada por la técnica descrita, cabe destacar que la tension

superficial de distintos polimeros nunca seré igual.

En el presente trabajo se realiz6 la medicidon de la tensidén superficial de un fluido
viscoelastico compuesto por PVA, PLGA y colageno tipo | dispersos en agua y
HFP. Se determind la medicién de esta caracteristica usando un fluido al 6.92% en
un volumen de 6 mL, las mediciones obtenidas por un tensiémetro de anillo fueron
de 91, 93 y 95 dina cm™. La medicién de esta caracteristica es de importancia
para los calculos que se describen durante el procesado mediante electrospinning
(Koski et al.,, 2004), véase Voltaje critico durante el desarrollo de fibras en el

proceso de electrospinning.

4.6.7.2 Viscosidad intrinseca del flujo viscoelastico

La viscosidad intrinseca de un fluido viscoelastico se relaciona de manera
proporcional con la concentracion de la fase dispersa utilizada, dando como
resultado una relacion matematica para la determinacién de la resistencia
estructural de un andamio desarrollado por electrospinning (Koski et al., 2004). En
el presente trabajo se realizo la determinacion de las viscosidades intrinsecas de

las fases dispersas por separados en sus respectivas fases estacionarias y
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posteriormente se determina la viscosidad intrinseca total mediante el uso de la

ley general de mezclas, asumiendo una mezcla ideal

[n] = k-My

La ecuacion descrita con anterioridad corresponde al célculo de la viscosidad
intrinseca, donde k y alfa son las constantes Mark-Houwink del polimero en el

solvente y My, es el peso molecular del polimero.

M - lel + XZMZ + "'ngn
La ecuacion anterior corresponde a la Ley General de las Mezclas, lo que
corresponde a M como la propiedad a calcular, M; la propiedad del primer
compuesto, M, la propiedad del segundo compuesto, M, la propiedad del enésimo

compuesto, y X representa el porcentaje en fraccion de cada compuesto en la

mezcla.
El calculo de la viscosidad intrinseca se comprende con las constantes obtenidas
para cada material. En el caso del PVA en agua (Koski et al., 2004) la ecuacién
descrita es de la siguiente forma:

[n] = (6.51x107%) - M2528

Dando como resultado una viscosidad intrinseca de 1.06 dL/g.

En el caso del PLGA en HFP (Kenley, Lee, Mahoney, & Sanders, 1987) la

ecuacién descrita es de la siguiente forma:

[n] = (1.67x107%) - M37°4

Dando como resultado una viscosidad intrinseca de 1.503 dL/g.
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En el caso del colageno tipo | en HFP (Bornstein & Sage, 1980) la ecuacion

descrita es de la siguiente forma:
[n] = (1.23x107%) - M3
Dando como resultado una viscosidad intrinseca de 2.552 dL/g.

Asumiendo que es una mezcla ideal se puede estimar el calculo de la viscosidad

intrinseca final del material, el cual viene dado con la siguiente ecuacion:

[Mpor = Xpvalneval + XcotlMcotl + Xprealnpreal = 1.2894 dL/g

De acuerdo con la relacion propuesta para la estabilidad estructural [n]C (Koski et
al., 2004), se presenta una aparente estabilidad en el andamio IFP cuando se
utiliza una concentracién total de 6.92% de PVA, PLGA y colageno | en agua y
HFP.

4.6.7.3 Tiempo de relajacion maximo en el proceso de electrospinning

El tiempo de relajacion maximo describe el momento en el cual el polimero se
ordena y pasa de una fase liquida a una fase sélida, esto ocurre en la zona de
aceleracion rapida en el proceso de electrospinning, es decir, después de la
formacion del jet en el cono de Taylor y el rompimiento o separacion de la
dispersion al momento que se evapora el solvente (Huang et al., 2003; Koski et al.,

2004). La relacion matematica se comprende mediante la siguiente ecuacion:

_ 6ns[n]My
m2RT

Donde lamda es el tiempo de relajacibn maximo en segundos, 7ns es la viscosidad

del solvente, [n] la viscosidad intrinseca del material, M, el peso molecular del
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material, R es la constante de los gases ideales, T la temperatura ambiente a la

que es llevada a cabo el procesado.

El calculo de la viscosidad del solvente se establece mediante la ley general de las
mezcla, la viscosidad de cada solvente fue obtenida mediante la ficha técnica de

los proveedores.

Ns = Xu,0MH,0 + XurpNurp = 1.3461 cp
El calculo del peso molecular se evalué mediante el uso de la siguiente ecuacion:

M, =M

Wpy A

+M

Weol

+M

WpLoa = 375686 g/mol

El proceso de electrospinning se realizé a una temperatura ambiente de 298.15 K,
y se utiliz6 una constante de gases ideales de 8.314472 Kg m? s mol™* K. El
tiempo de relajacion maximo del material es de 0.016 s lo que es un resultado muy
por encima de los reportados en otros materiales (Huang et al., 2003; Koski et al.,
2004), lo cual sugiere gue el peso molecular del PVA, PLGA y colageno | en el
flujo viscoelastico interfieren de manera directa en el tiempo de alineamiento de

estos materiales en la fibra mediante la técnica de electrospinning.

4.6.7.4 Voltaje critico durante el desarrollo de fibras

El voltaje critico establece la relacién de las condiciones de procesamiento con la
tensiéon superficial del flujo viscoelastico, véase Tension superficial, en el cual se
establece la relaciéon del peso molecular y su interaccién con el voltaje para
modificar el diametro d las fibras durante el proceso de electrospinning (Huang et
al., 2003; Koski et al., 2004). La ecuacion que establece el dominio sobre esta

relacion es la siguiente:

1/2—4H2 12L 3 0.117myR
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Donde V.2 simboliza el voltaje critico, H distancia entre la punta de la aguja y el
colector (11 cm), L longitud de la aguja (3.6 cm), R didmetro interno de la aguja
(0.1 cm), gamma es la tensién superficial (93 dina cm™, véase Tensién superficial).
El voltaje critico calculado con estas condiciones da un resultado de 543.27 KV, lo
cual indica una clara intervencion del peso molecular en la distribucion del

didmetro de las fibras.
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CAPITULO 5: CONCLUSIONES

La fabricacion de fibras compuestas por PVA, PLGA y colageno tipo | en solvente
amigable con el medio ambiente y de bajo riesgo a la salud es posible mediante la
técnica de electrospinning. En este punto se establece la relacién del colageno
como un puente de union entre el PVA y el PLGA por los resultados obtenidos
mediante SEM y termogavimetria, asimismo se denota la importancia del PVA en
la estabilidad térmica del material debido a sus propiedades cristalinas como se
observan en los resultados termogavimétricos. EI andamio IFP obtenido muestra
caracteristicas morfologicas y quimicas muy superiores a sus predecesores AFP y
EFP, asi como propiedades mecanicas que superan a las reportadas en los
andamios usados en la piel y con propiedades similares a algunos tipos de hueso.
El material presenta un hinchamiento de 55.1% en relacion a su peso inicial asi
como una absorcion de agua bastante notable del 200%, el material también
presenta una degradacién importante en SBF de 64% en 28 dias, asi como una
porosidad del 27.38% y propiedades mecanicas de tension (1.25 MPa) superiores
a los reportados para la dermis de la piel (27.7 + 6.7 KPa) (Oftadeh et al., 2018) y
propiedades mecénicas similares a las propuestas en el hueso esponjoso de la
vértebra (1.2 MPa) (Gonzalez Arrieta et al., 2007).

Se puede concluir que la metodologia establecida en el presente trabajo logra
conseguir un material de tipo andamio fibrilar que con base en las caracteristicas
que presenta podria ser de utilidad en la ingenieria de tejidos, con un futuro
estudio de la actividad celular sobre el andamio.

Asi mismo se puede concluir que ciertas condiciones del proceso, durante el
electrohilado, requieren un mayor estudio del material descrito, se sugiere la
modificacion de aspectos como la distancia de la aguja con el colector, peso
molecular de los componentes, concentracion de la fase dispersa, con la finalidad
de encontrar rangos de estabilidad estructural del material, distancias y voltajes
optimos que permitan el estudio en cuanto a la distribuciéon de diametros del

material, puesto que un material con alta cantidad de fibras de menor diametro
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debe en teoria presentar mayores propiedades mecéanicas debido a la distribucion
del polimero en la fibra, asi como también se propone el efecto del peso molecular
ligado al grado de cristalinidad y concentracion de PVA en el material. Para en un

futuro mejorar las caracteristicas y propiedades descritas en este trabajo.
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ANEXOS

A continuacion se muestran las morfologias obtenidas en la fase preliminar en
desarrollo de los andamio Al al A8-PVA.

SEI 3kV.  WD10mm SS65 SEI 3kV  WD10mm SS65 X700 v ROpI

Jun 07, 2018

SEI 3kV  WD10mm SS65 x700 20pm e
Jun 07, 2018

SEl 3kV  WD10mm SS65 X700% 20pm " — y -
Jun 07, 2018

Figura 53. Andamio A4-PVA a 700 aumentos.

< -] re— JA
WD10Mn SS65 ) 20um ﬁ SEI 3KV wménm o
SEI “3kV — : ;
Jud 07,2018,7 Fet S

el

Figura 55. Andamio A6-PVA a 700 aumentos. Figura 56. Andamio A8-PVA a 700 aumentos.
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A continuacion se muestran las morfologias obtenidas en el desarrollo de los

andamio AFP del AFP-6B al AFP-7D.

W v /
X200 . 100pm /
& &

P
S Sep 20, 2616

WD10mm SS65

%2904 100um
i d Sep 20,2018

Figura 59. Andamio AFP-6D a 200 aumentos.

SElI' 3kV. WD10mm SS65

SElI 3kV  WD10mm SS65 x190 100pm
Sep 20, 2018

Figura 61. Andamio AFP-7C a 200 aumentos.
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Figura 60. Andamio AFP-7B a 200 aumentos.
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Figura 62. Andamio AFP-7D a 200 aumentos.
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Tabla 9. Area bajo la curva de PVA, PLGA, colageno tipo |, andamio IFP-1.

Flexion dentro del plano
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Tabla 10. Area bajo la curva de PVA, PLGA, colageno tipo |, andamio IFP-1, TGA Y DTG.

Flexion fuera del plano
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Figura 63. Grafica TGA y DTG del andamio IFP-1.
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Figura 64. Grafica TGA y DTG del andamio IFP-3.
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Resumen: La necesidad actual de reemplazo, reparacion y regeneracion de organos y tejidos para
pacientes se encuentra en continuo crecimiento, tal que los suministros disponibles no cubren la
demanda existente; debido principalmente a la falta de donantes, y a problemas de compatibilidad
que llevan al rechazo de trasplantes. Para superar estas desventajas, se han investigado el uso de
andamios biocompatibles como alternativa al trasplante [1]. Entre estos andamios se encuentran:
cementos oseos [2], hidrogeles para liberacion de farmacos [3], materiales para protesis y para
pacientes cardiovasculares [4, 5, 6, 7]. En el presente trabajo se describe el método de abtencién de
un andamio fibrilar poroso mediante la técnica de electrospinning. El andamio fibrilar fue obtenido
variando las concentraciones de poli vinil alcohol (PVA), acido poli lactico-co-glicdlico (PLGA, 75:25)
y colageno tipo 1. Las condiciones del electrohilado fueron de 6, 8, 10 y 18 kVs con un diametro de
aguja interno de 3 mm, una distancia del colector de 15 cm. El andamio obtenido fue almacenado a
6°C. Se realizo un seguimiento del proceso haciendo uso de FTIR y su posterior caracterizacion por
SEM, para corroborar la morfologia del material.
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