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RESUMEN

Recientes estudios han conducido al desarrollo de andamios a base de polimeros degradables y
sintéticos con nanofibras obtenidos mediante la técnica de electrohilado, para su aplicacién en
el campo de la ingenieria de tejidos. El uso efectivo de estos andamios poliméricos no solo se
basa en la obtencién de las nanofibras, las cuales pueden imitar la estructura fisica de la matriz
nativa extracelular, sino también de las caracteristicas bioquimicas del material usado. El poli
(acido lactico) (PLA) es uno de los polimeros biodegradables sintéticos mas conocidos a nivel
mundial. Es ampliamente utilizado en el area biomédica, debido a su biocompatibilidad, buenas
propiedades mecanicas y biodegradabilidad. Sin embargo, presenta algunas desventajas como
su alta hidrofobicidad y ausencia de grupos reactivos en la cadena para el acoplamiento con
moléculas bioactivas. Por otra parte, los polimeros naturales como el colageno tienen una alta
bioactividad e hidrofilicidad, lo cual beneficia la adhesion, el crecimiento y la proliferacion
celular, sin embargo tiene la desventaja que sus propiedades mecanicas no son las mejores. Es
por esto que muchas investigaciones se han encaminado a la busqueda de un acoplamiento del
PLA, y el colageno, ya que la literatura reporta que las mezclas fisicas de estos dos polimeros
son parcialmente miscibles, lo cual reduce drasticamente las propiedades mecanicas del PLA.
En este trabajo se realiz6 el injerto de anhidrido maléico (AM) a la cadena del poli (L-acido
lactico) (PLLA), para favorecer el acoplamiento de éste con moléculas bioactivas. Por dltimo,
se prepararon nanofibras del PLLA modificado con colageno (Col), con el fin de crear un
andamio con propiedades mecanicas y biologicas adecuadas para el crecimiento y adhesion
celular.

El injerto de anhidrido maléico a la cadena del poli (L-acido lactico) (AM-PLLA) se llevé a
cabo mediante una reaccién por radicales libres. Se emple6é peréxido de benzoilo como
iniciador. Los resultados se reportaron con base al porcentaje de injerto, peso molecular,

comportamiento térmico y angulo de contacto, esto ultimo para medir su hidrofobicidad. Se
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estableci6 una relacion inversa entre la concentracion inicial de AM con el porcentaje de injerto
y peso molecular. También se observé que a medida que aument6 el porcentaje de injerto de
AM en la cadena de PLLA disminuy6 el angulo de contacto de las muestras comparado con el
de PLLA sin modificar.

Las nanofibras del PLLLA modificado con colageno (AM-PLLA-Col) se prepararon mediante la
técnica de electrohilado y se caracterizaron de acuerdo a sus propiedades morfoldgicas,
superficiales, térmicas y mecanicas. El acoplamiento efectivo del colageno con el AM-PLLA en
las nanofibras, se verific6 mediante las técnicas de espectroscopia de infrarrojo (IR) vy
fotoelectronica de rayos X (XPS). Las propiedades mecanicas y térmicas de las nanofibras de
AM-PLLA-Col fueron mejores comparadas con las de las nanofibras de la mezcla fisica de
PLLA-Col, con la misma proporcion de colageno.

Con estos resultados se puede afirmar que, la modificaciéon del PLLA con anhidrido maléico
mejora la hidrofilicidad del PLLA y favorece el acoplamiento de éste con el colageno. Ademas,
aumenta las propiedades mecanicas de las nanofibras de AM-PLLA-Col, en comparacién con

las nanofibras de la mezcla de PLLA-Col.
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CAPITULO 1 Introduccién

CAPITULO 1
INTRODUCCION

1.1 Antecedentes

En el cuerpo, la mayoria de las células estain rodeadas por una mezcla compleja de materiales
inertes que componen la matriz extracelular (MEC). Esta matriz se compone de
diversas protefnas y proteoglicanos que se ensamblan en una red altamente ordenada de
fibras a escala nanométrica en estrecha relaciéon con las células que las secretan. También
alberga varias moléculas biolégicamente activas tales como factores de crecimiento, citoquinas,
enzimas e inhibidores. La composicion y distribucion de estas moléculas no es rigida, lo que da
lugar a diversas organizaciones y funciones de la MEC en diferentes tejidos y en diferentes

etapas de desarrollo en un mismo tejido [1-3].

La MEC no sélo sirve como un cerco en el cual las células se anclan y donde proporciona una
resistencia mecanica suficiente para estabilizar la estructura del tejido, sino también desempefia
un papel importante en la regulacién de los comportamientos de las células en contacto con
ella. La interacciéon célula-MEC contribuye a la migracion, proliferacion y diferenciacion
celular, lo cual es parte fundamental para la construccién, desarrollo y funcionalidad del tejido

[4-5].

Por lo tanto, la fabricacién de andamios que puedan imitar las funciones de la MEC es de gran

importancia y presenta una de las etapas criticas hacia el éxito de la ingenierfa de tejidos.
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Debido a la similitud de las tibras a escala nanométrica
con la estructura de la MEC, las nanofibras han sido ampliamente utilizados como andamios

en ingenierfa de tejidos [6-9].

El electrohilado se conoce desde 1934, no obstante fue hasta el afio de 1990 que dicha técnica
atrajo gran atencién, como un método sencillo para la produccién de fibras a escala nano y
micro, debido a su simplicidad, versatilidad y bajo costo. El proceso central consiste en la
aplicacién de un alto potencial eléctrico a una gota colgante de una solucién polimérica o un

polimero fundido, para formar una nano o micro fibra [10].

Numerosos polimeros de origen natural y sintético han sido utlizados para producir
andamios de nanofibras a través de la técnica de electrohilado [11-15]. Los polimeros
biodegradables naturales, como el colageno, proporcionan sitios inherentes de unién para las
células y promueven la adhesién y crecimiento celular. Sin embargo, estos materiales por lo
general son aislados de tejidos animales o humanos, lo que implica que tienen un alto costo y
no estan disponibles en gran cantidad y presentan variaciones de lote a lote. Por el contrario,
los polimeros biodegradables sintéticos como el Poli (acido lactico) (PLA) permiten un control
preciso sobre sus propiedades fisicoquimicas, como la tasa de degradacion, la porosidad, la
microestructura y sus propiedades mecanicas. Es por esto que muchas investigaciones se han
encaminado en la busqueda de un acoplamiento efectivo de estas dos clases de polimeros para

combinar las ventajas de cada uno de ellos[16-19].

Gaoyong Zhang y colaboradores [20] realizaron una mezcla fisica entre moléculas de PLA y

colageno y encontraron que el PLA forma una fase continua y el colageno forma una fase

separada, lo que indicé que eran parcialmente compatibles. La introduccion de la fase de
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colageno redujo drasticamente las propiedades mecanicas del PLA y la tasa de

biodegradabilidad del PLA se increment6 con el aumento en el contenido de colageno.

Las matrices de colageno son generalmente entrecruzadas quimicamente (por ejemplo,
utilizando glutaraldehido) para mejorar la estabilidad biolégica, la facilidad de manejo y las
propiedades mecanicas. Sin embargo pueden causar problemas de toxicidad debido a residuos
de catalizadores, iniciadores o agentes de entrecruzamiento que no reaccionaron|[21-22]. S.
Downes y colaboradores[23] desarrollaron un biocompuesto por medio de la impregnacién de
colageno liofilizado a una solucién de policaprolactona (PCL) en diclorometano (DCM),
seguido por una evaporacion de disolvente. Este enfoque evita los problemas de toxicidad
asociados a productos quimicos. Sin embargo hasta el momento este tipo de materiales solo

han sido investigados para su aplicacion en la regeneracion de tejidos blandos|[24].

Por otra parte, es conocido que las propiedades superficiales del PLA no son ideales para el
crecimiento celular debido a que es relativamente hidrofébico comparado con la naturaleza de
la matriz extracelular. Por lo tanto, es incapaz de interactuar especificamente con células y
ademds, no posee ningin grupo funcional —que pueda ser atacado por moléculas

biol6gicamente activas.

Dado que el PLA posee excelentes propiedades mecanicas y degradativas y ademads es
aprobado por la U.S. Food Drug Administration (FDA) y otros organismos reguladores para
su implantacién en el ser humano, resulta entonces prometedor estudiar la modificacién de la
superficie del PLA, y asi obtener una superficie funcional sin cambiar las propiedades del
polimero. Es por ello que se han realizado diferentes trabajos en esta area, entre los cuales se

destacan el tratamiento por plasma, la hidrélisis y la amindlisis[25-28].
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Sin embargo, los grupos reactivos introducidos en la superficie del PLA pueden perderse
después de un periodo de degradacion, por lo tanto, existen otras investigaciones las cuales
involucran la introduccién de grupos reactivos por medio de la copolimerizacion de la lactida
con moléculas que contengan grupos terminales funcionales en su cadena (por ejemplo grupos
amino , grupos carboxilo o grupos hidroxilo) o por el acoplamiento quimico de los grupos
tinales del PLA con poli etilenglicol y sus derivados. La copolimerizacion puede cambiar la
estructura de la cadena del PLA, y por lo tanto, cambia su biodegradabilidad. La cantidad de
grupos reactivos injertados por acoplamiento quimico con los grupos finales del PLA puede

ser limitada.

Charles Baquey y colaboradores [29] acoplaron, mediante enlace covalente, coldgeno sobre
PLA por medio de irradiaciéon de rayos gamma utilizando poli (acido acrilico) como agente de
acoplamiento. Esta técnica ha sido intensamente utilizada para diferentes aplicaciones en el
campo de la medicina, tales como la produccion de polimeros hemocompatibles,
inmovilizacién de enzimas en matrices poliméricas o para acarreadores de farmacos. Un gran
nimero de enzimas se han inmovilizado sobre polimeros mediante este procedimiento como:
ureasa, celulasa y lipasa. En estas investigaciones, el injerto se ha llevado a cabo en dos etapas o
a baja temperatura. Esta técnica se basa en la introduccién de sitios activos sobre el substrato
polimérico y el acoplamiento de la molécula a injertar. Sin embargo, esta técnica tiene la
desventaja de que en algunos casos induce a un alto grado de degradacién del polimero y, por

tanto, un cambio contundente en sus propiedades mecanicas.

1.2 Justificacion

Recientemente se ha buscado modificar el PLA sin producir cambios en su estructura que

puedan provocar cambios en sus propiedades fisicas y quimicas. Debido a esto Yuan Liang
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Wang y colaboradores [30-32] reportaron un nuevo método para la introduccion de grupos
reactivos en la cadena de PLA. Este se lleva a cabo en varias etapas, en la primera etapa se
realiza el injerto de anhidrido maléico a la cadena de PLA, en segunda instancia se hace
reaccionar los grupos anhidro injertados con una diamina lo cual permite obtener grupos
carboxilos y aminos en la cadena del PLA. Finalmente se espera que estos grupos favorezcan el
acoplamiento del PLA con moléculas bioactivas tales como péptidos o proteinas y asi obtener
un compuesto con buenas propiedades mecanicas y alta actividad celular. Por lo tanto, para
favorecer el acoplamiento del PLA con moléculas bioactivas, en este trabajo se realizé el injerto
de anhfdrido maléico (AM) a la cadena del poli (L-4dcido lactico) (PLLA). Se evitd el uso de
diaminas para reducir las etapas del proceso y ademds que la diamina podrfa atacar el grupo
éster del PLA y cortar las cadenas poliméricas Por dltimo, se prepararon nanofibras del PLLA
modificado con colageno (Col) mediante la técnica de electrohilado, con el fin de crear un
andamio con propiedades mecanicas y biologicas adecuadas para el crecimiento y adhesion

celular.

1.3 Objetivos

131

1.3.2

Objetivo general

Modificar el poli (acido lactico) mediante el injerto de anhidrido maléico en su cadena, para
favorecer el acoplamiento de éste con moléculas bioactivas y asi obtener nanofibras del
polimero modificado con colageno mediante la técnica de electrohilado, para crear un andamio
con propiedades morfoldgicas, mecanicas y térmicas aptas para su aplicacion en la regeneracion

de tejidos.

Objetivos especificos

e Sintetizar el poli (acido lactico) modificado con anhidrido maléico.
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Caracterizar el poli (dcido lactico) modificado con anhidrido maléico mediante las
diferentes técnicas espectroscopicas (ATR-FTIR y RMN de 'H) y térmicas (TGA y
DSC).

Obtener nanofibras del poli (acido lactico) modificado con coldgeno, mediante la
técnica de electrohilado.

Conocer las propiedades morfolégicas, superficiales, térmicas y mecanicas de las

nanofibras electrohiladas.
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CAPITULO 2 Fundamento teérico

CAPITULO 2
FUNDAMENTO TEORICO

2.1 Ingenieria de tejidos

La ingenierfa de tejidos es un campo interdisciplinario que combina los principios de la
ingenierfa y las ciencias de la vida con el propésito de mejorar, reparar o reemplazar la funcion
de un tejido u 6rgano. Esta se basa en la combinacién de tres componentes basicos (ver Figura
1): células (fuentes: los nervios, el higado, el pancreas, los cartilagos y huesos, as{ como de
embriones o de células precursoras), andamios (matriz extracelular artificial donde las células se
adjuntan y se cultivan) y sefiales moleculares (la adhesion celular, la proliferacion, migracién y

diferenciacion, factores de crecimiento, receptores).

La composicién, es decir, los biomateriales de origen sintético o natural,
y la arquitectura de un andamio para ingenieria de tejidos se determinan teniendo en cuenta las
interacciones de las células dentro del ambiente de destino. El propésito es permitir que el
cuerpo sane, por medio de la introduccién de andamios y que los reconozca como parte de él y

asi los utilice para regenerar el nuevo tejido funcional [33-34].
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Figura 1. Triada de la ingenierfa de tejidos (ej. Regeneracién de tejido dental).

Por tal motivo, estos andamios deben ser disefiados para adaptarse a un conjunto especifico de
requerimientos. El primer requisito es que el material sea biocompatible y que cumpla con su
funcién, sin interrumpir otros procesos fisiologicos. Esta funcionalidad incluye la capacidad de
promover el crecimiento celular, la diferenciacion, y la posibilidad de que haya una orientacion
tridimensional, con espacio para las células. En segundo lugar, el andamio no debe promover o
iniciar ninguna reaccién adversa en el tejido [35]. Ademas, para el éxito clinico y comercial, la
fabricacién de estos andamios debe ser simple y lo suficientemente versatil para producir una
gran variedad de configuraciones que se acomoden al tamafio, forma, resistencia y otras
complejidades del tejido u 6rgano objetivo. Finalmente, una vez implantado ya sea “in vitro” o
“in vivo”, el material debe ser removido mediante degradacién y/o absotcién, para dejar solo

el tejido nativo [35-30].

2.2 Polimeros usados para la fabricacion de andamios en ingenieria de tejidos

Los andamios pueden ser hechos a partir de cualquiera de las tres familias de materiales:
metales, ceramicos y polimeros. Sin embargo, los materiales poliméricos son los que se han

utilizado con mayor frecuencia y preferencia [37].
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Los polimeros utilizados en ingenierfa de tejidos pueden ser de origen natural o sintético o la

combinacién de ambos. Existen ventajas y desventajas para los dos tipos de polimeros cuando

se utilizan como andamios en ingenieria de tejidos [38-39]. Estas se resumen en la Tablal.

Tabla 1. Comparacién entre los polimeros sintéticos y naturales

POLIMERO VENTAJAS DESVENTAJAS
Sintético Ficil  procesamiento  en  diversas Ausencia de actividad
estructuras biol6gica

Produccién a bajo costo y reproducible Productos de degradacion
Control preciso de sus propiedades pueden ser téxicos o alterar
fisicoquimicas (peso molecular, el microambiente local (ej.
degradacién, propiedades mecanicas, pH)
entre otras) Hidrofobicidad
Degradacion generalmente por hidrdlisis
lo que garantiza tasas de degradacion
uniformes

Natural Alta Actividad biol6gica Escaso debido a su alto

Degradacion enzimatica
Hidrofilicidad

costo

Control limitado sobre sus
propiedades fisicoquimicas
Susceptibles a
contaminacién  de  virus
desconocidos o
enfermedades no deseadas

Propiedades mecanicas bajas

2.2.1 Polimeros de origen natural

Dentro de los polimeros de origen natural existentes cabe mencionar los siguientes: las

proteinas como el colageno, elastina, y fibronectina. Los polisacaridos como el quitosano, el

alginato, la celulosa y el acido hialurénico. Finalmente, los polihidroxialcanoatos como el

polihidroxibutirato entre otros. En general, los polimeros naturales mas utilizados en ingenieria
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de tejidos son el colageno, el quitosano y el acido hialurénico. En la Tabla 2 se resume sus

estructuras y propiedades generales [39].

Tabla 2. Polimeros naturales usados en ingenierfa de tejidos

Polimero Natural

Estructura

Propiedades

Colageno

Quitosano

Acido Hialurénico

M on

[ CH,CH

{OH

0

>

MNH,

o

n

Existe como tres cadenas
polipeptidicas dispuestas en
una estructura  helicoidal

triple
Cada cadena polipeptidica
esta formada por una

secuencia de (Gly—X-Y)n,
donde con frecuencia X es
prolina, Y es 4-hidroxiprolina
y n~ 340

Excelente sustrato para la
adhesion y migracion celular

Se detiva de la desacetilacién
de la quitina; polimero
estructural que se encuentra
en el exoesqueleto de
artrépodos

Normalmente insoluble en
soluciones acuosas por
encima de pH 7

Catiénico

Hidrolizable por enzimas in
vivo

Gran potencial para el
desarrollo  de  materiales
reabsorbibles y
biol6gicamente activos

Se encuentra en abundancia
en cartilagos, articulaciones y
piel

Polimero de alto peso
molecular

Retiene grandes cantidades de
agua y adopta  una
conformacién extendida en
disolucién

Desarrollador de colageno
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2.2.1.1 Colageno

2.2.1.1.1 Generalidades

El colageno es considerado el elemento estructural mas importante en los seres vivos
conocidos. Es la proteina mas abundante de los mamiferos, representa alrededor del 20-30%
del total de las proteinas del cuerpo (Harkness, 1961). Constituye la mayor parte de la masa
organica de la piel, los tendones, los vasos sanguineos, los huesos, el cartilago, la cérnea, el
humor vitreo del ojo, los dientes y las membranas basales. Su principal funcién es brindarle al
organismo el armazén o matriz de sustentacion en la que toman forma o6rganos y tejidos.
Basicamente, el coliageno mantiene unidas las células de la mayorfa de los animales. La
importancia del colageno queda manifestada por su alta concentracién en algunos de los tejidos
y 6rganos mas representativos del ser humano, 74% en la piel, 64% en la cérnea, 50% en el
cartilago, 23% en el hueso cortical entero, 12-24% en la aorta, 10% en el pulmén y 4% en el
higado. Es sintetizado por los fibroblastos, que usualmente se originan de células
pluripotenciales adventicias o células reticulares.

El colageno tiene una unica estructura, tamafio y secuencia de aminoacidos (Miyata y
colaboradores, 1992; Rao 1995). Esta compuesta por tres cadenas polipeptidicas levogiras, cada
una de ellas con aproximadamente mil residuos, que enrolladas entre si forman una superhélice
dextrégira (Figura 2). Cada cadena tiene una torsion individual en direcciones opuestas. Cada
cadena polipeptidica esta formada por una secuencia de (Gly—X—Y)n, donde con frecuencia X
es prolina, Y es 4-hidroxiprolina y n ~ 340. Las tres cadenas estin unidas entre ellas mediante
puentes de hidrégeno. Los donadores de hidrégeno son los grupos peptidicos -NH- de los
residuos de glicina y los aceptores son los grupos peptidicos —CO- de los aminoacidos de otras
cadenas. Los grupos hidroxilo de los residuos de hidroxiprolina también participan en la unién

por puentes de hidrégeno.
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Figura 2. Estructura molecular del colageno tipo I [40]

Las tres cadenas tienen sus extremos alineados y, aunque la forma helicoidal se extiende a lo
largo de la mayoria de la molécula, hay regiones en los extremos amino y carboxilo terminales,
que implican a unos 15-20 aminoacidos, que no son helicoidales. Estas regiones, son conocidas
como telopéptidos, son susceptibles de protedlisis, mientras que la triple hélice es resistente al
ataque de la mayoria de enzimas proteoliticas y en la forma nativa sélo es digerida por

colagenasas especificas [39-41].

2.2.1.1.2 Tipos de colageno

El nombre de ‘colageno’ [del griego nolha (cola) y yewaw (engendrar)| se utiliza como un
término genérico para denominar proteinas que forman una triple hélice caracteristica de tres
cadenas polipeptidicas. Todos los miembros de la familia del colageno forman estas estructuras
supramoleculares, aunque su tamafio, funcién y distribuciéon tisular varia considerablemente.
Hasta ahora se han descrito 26 tipos de colageno genéticamente distintos [40].

Los colagenos de tipo I, 11 y 111 son los principales colagenos fibrilares. El tipo 1 se encuentra
en muchos tejidos conectivos, entre los que se incluyen la piel, los huesos, los tendones y los
ligamentos. El tipo 11 es el principal tipo de colageno del cartilago hialino. El tipo 111 es menos
abundante que los tipos 1 y II pero se pueden encontrar pequefias cantidades en los tejidos que
contienen el tipo I, con excepcién del hueso y el tendoén, y representa aproximadamente la

mitad del colageno total en los principales tejidos del sistema cardiovascular, como las valvulas
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cardiacas y las principales arterias. El tipo V se encuentra en varios tejidos, particularmente en
vasos sanguineos y entre las células musculares lisas. El coliageno tipo IV es el principal
colageno no fibrilar del cuerpo y es el mayor constituyente de las membranas basales. El tipo
VI y otra familia de coldgenos menores se encuentran en pequeflas cantidades en diversos

tejidos [40-41].

2.2.1.1.3 Caracterizacion del colageno para aplicaciones en ingenieria de tejidos

Dado que el colageno sirve como elemento estructural en casi todos los tejidos y esta presente
en cierto grado en todas las membranas basales, es l6gico que la mayoria de las células
ancladas-dependientes expresen receptores para uno o mas epitopos de la molécula. Como
resultado, las fibras y geles de colageno son excelentes sustratos para la adhesién y migracion
celular. Numerosos estudios experimentales han utilizado el coligeno como superficie de
cultivo para la conservacién in vitro de una amplia variedad de tipos de células primarias. Ha
sido reconocido como un agente hemostatico, es decir, un material que estimula la coagulacién
de la sangre. Como tal, ha tenido un gran uso en procedimientos quirdrgicos como una
herramienta para detener hemorragias debido a heridas de algin tejido [42].

Teniendo en cuenta esto, se infiere entonces la posibilidad
de que los procesos de reparaciéon de los tejidos puedan ser acelerados mediante la
implantacién de un andamio a base de colageno.

Actualmente, el colageno se usa como material para la reparaciéon de tejidos en forma de
suturas y esponjas y como recubrimiento biocompatible sobre los implantes no degradables
tales como las protesis vasculares [39]. Ha sido utilizado con éxito en la reparacién y/o
regeneracion de piel. También se estudia su uso para la reparacién de cartilago y como

conductos para la regeneracion de nervios [43-44].
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La Tabla 3 resume las principales caracteristicas del coldgeno como biomaterial (Jerome y
Ramshaw, 1992; Rao, 1995; Friess, 1998; Fujioka y colaboradores, 1998). Algunas de las
desventajas de los sistemas a base de colageno se deben a la dificultad de asegurar una fuente
adecuada para su obtencién y a su baja resistencia mecanica (Friedrich, 1998). Por tal motivo, la
mejora de sus propiedades fisicas, quimicas y biolégicas es una de las necesidades que se deben
abordar para ampliar su intervalo de aplicacion en el area biomédica. La combinacién de
colageno con otros polimeros, es una de las posibles vias que se estan estudiando para
aumentar su estabilidad [41,44].

Tabla 3. Ventajas y desventajas del colageno como biomaterial

Ventajas
e Disponible en gran abundancia en los organismos vivos
e No antigénico
e  Biodegradable y bioreabsorbible
e  Bicompatible y no téxico
° Sinérgia con componentes bioactivos
. Hemostatico
e  Formulado en un gran nimero de formas diferentes
e  Facilmente modificable para producir materiales segun lo deseado por medio de la utilizacién de sus
grupos funcionales

° Compatible con los polimeros sintéticos

Desventajas

e Alto costo

e Variabilidad de acuerdo al tipo de fuente (por ejemplo: tamafio de la fibra, trazas de impurezas, etc.)

o Alta hidrofilicidad que conduce a la hinchazén y hace mas rapida
su liberacién

e  Variabilidad en la tasa de degradacion enzimatica en comparaciéon con
la degradacion hidrolitica

e  Propiedades complejas de manipulacion

e  Efectos secundarios, como la encefalopatia bovina (BSF) y la mineralizacién

(] Baja resistencia mecanica

25



2.2.2 Polimeros de origen sintético

En la actualidad, los poliésteres, especificamente el poli
(acido lactico) (PLA), poli (acido glicdlico) (PGA), la poli (e-caprolactona) (PCL), y sus
copolimeros; son los polimeros sintéticos mas utilizados en el campo de la ingenierfa de tejidos.
Estos polimeros han ganado su popularidad ya que ofrecen las propiedades tpicas de los
polimeros sintéticos como alta pureza, facil procesabilidad,
y buenas propiedades mecanicas, con la ventaja adicional de que son biodegradables.

Ademas, estos materiales se han utilizado por mas de 25 aflos como suturas reabsorbibles y
dispositivos de fijacion, y estan aprobados para su uso in vivo en el cuerpo humano, en varias
formas y formulaciones [10]. La Polimerizaciéon puede ser inducida, ya sea por reacciones de
condensacion directa entre los monémeros acidos o catalitica por reacciones de apertura de
anillo de su dimero ciclico [11]. En la Tabla 4 se resumen las estructuras y las caracteristicas

principales de estos polimeros.

Los poliésteres se degradan por medio de la hidrdlisis de sus enlaces éster. El PGA es
hidrofilico de naturaleza y se degrada rapidamente in vitro, en medios acuosos
o in vivo. El PLA es mas hidrofébico que el PGA debido al grupo metilo extra
que posee en su cadena, lo que conduce a una hidrélisis mas lenta [10,16-17]. El PGA, PLA y
PCL no poseen ninguna actividad biolégica intrinseca. La respuesta celular de los implantes a
base de estos polimeros es mediada principalmente por las proteinas adsorbidas a su superficie,
la topograffa de la superficie y los efectos del pH debido a sus productos de degradacién[39].

Finalmente, aparte de la biocompatibilidad y la biodegradacion para la fabricacion de andamios,
con esta clase de polimeros se debe tener en cuenta que deben poseer propiedades mecanicas

en conformidad con el tejido u 6rgano de destino [12].
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Tabla 4. Poliésteres Biodegradables usados en ingenierfa de tejidos

Polimero Estructura Propiedades
Poli(acido lactico) (PLA) CiL; e  Hidrofdbico
| e  Posce quiralidad
CH—C—0
I e  Se degrada por medio de
0 la  hidrdlisis de sus

enlaces éster en solucién
acuosa o in vivo (meses
o incluso anos)

Poli(acido glicolico) ¢  Relativamente
% CH—c—o0 Hidrofilico

(PGA) I e Alta cristalinidad

0 .

e Insoluble en la mayotia
de los disolventes

e Se degrada entre 4-6

meses
Poli(s-caprolactona) e  Hidréfobico
(CH)— C—0 e  Semicristalino
(PCL) ICI) e Su tiempo de
n degradacion es mayor

comparado con el del
PLAy PGA

2.2.2.1 Poli (acido lactico)

2.2.2.1.1 Generalidades

El poli (acido lactico) es considerado el policondensado del 4cido lactico, que pertenece a la
clase de los a-hidroxi-acidos. El acido lactico es una molécula bifuncional, posee las funciones
de acido carboxilico y alcohol, el cual puede ser convertido en polimero por diferentes vias de
polimerizacion. La via mas sencilla es la policondensacién. Sin embargo, por esta ruta se

obtienen productos de bajo peso molecular. Para obtener un alto grado de polimerizaciéon se
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debe usar como mondémero de partida el dimero ciclico del acido lactico, denominado lactida

mediante la ruta de polimerizacién por apertura de anillo [13].

La ventaja de esta clase de polimeros es que los monémeros usados como punto de partida
para su producciéon (acido lactico y lactida) son asequibles quimicamente. Existen una gran
variedad de rutas quimicas que pueden ser usadas para obtener 4cido lactico y, a través de

diferentes técnicas, puede ser convertido en lactida con altos rendimientos.

El PLA ha encontrado numerosas aplicaciones en el sector médico, farmacéutico y de
empaques. Las propiedades fisicas de éste, como punto de fusion, cristalinidad, temperatura de
transicion vitrea y resistencia a la tension se ven afectadas por la estructura polimérica y su peso
molecular. Como ocurre en la mayorfa de los poliésteres alifaticos, los ligandos ésteres de la
cadena principal del polimero son hidroliticamente inestables. Esta caracteristica en el pasado
representaba una desventaja, dado que buscaban materiales quimicamente estables. Sin
embargo, el desarrollo de dispositivos médicos temporales generd un espacio para esta clase de

polimeros [14].

Isomeria del dcido lictico y lactida

Los dos monémeros que se utilizan para la sintesis de PLA, acido lactico y lactida, presentan

quiralidad. El 4cido lactico presenta dos formas estereoisémeras, L. o D-acido lactico. El diéster

ciclico de acido lactico 6 lactida presenta tres isomeros diferentes: L-lactida, D-lactida, y la

mezcla racémica D, L-lactida o meso-lactida.

En la Figura 3 se representan los estereoisémeros de acido lactico y lactida:
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Figura 3. Estereoisémeros de acido lactico y lactida [14]

Produccion de idcido lictico y lactida

El descubrimiento del acido lactico en términos quimicos fue en el afio de 1780, por Carl
Scheele, por lo que este compuesto es una de las mas antiguas substancias organicas conocidas.
El 4cido lactico puede ser fabricado por via quimica a pequefia escala, aunque generalmente es
obtenido por rutas bioquimicas que son, tal vez, las mas importantes. Este compuesto forma
parte de una gran variedad de productos que son empleados como aditivos alimentarios,
solventes, cosméticos y también en el area médica. La ruta bioquimica de produccién del acido
lactico se realiza generalmente a través de la fermentacién microbiana de aztcares, tales como
glucosa o hexosa.

La lactida, es el dimero ciclico del acido lactico que tiene como caracteristica la produccion de
polimero de alto peso molecular. La ruta sintética para la fabricacién de lactida fue descrita por
Pelouze (1845). En este procedimiento, una solucion de 4acido lactico es sometida a
calentamiento a altas temperaturas para la eliminacién de agua y asi producir la lactida. Este

proceso ocurre en dos etapas. En la primera etapa se obtienen oligbmeros de poli (acido
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lactico) y en la segunda etapa se realiza la depolimerizacién a altas temperaturas y presion
reducida del oligbmero de poli (acido lactico) para producir la lactida [15]. En la Figura 4 se

ilustran estas etapas:
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Figura 4. Sintesis de lactida [13]

2.2.2.1.2 Sintesis del poli (acido lactico)

La polimerizacién de PLA ha sido llevada a cabo por diferentes procesos. La ruta mas simple
es la policondensacion del acido lactico, sin embargo es dificil obtener polimeros de alto peso
molecular. La ruta que lleva a la preparacion de PLA de alto peso molecular es la
polimerizacion por apertura de anillo (ROP) del dimero ciclico de 4cido lactico llamado lactida.
Para este tipo de ruta se requiere la presencia de un iniciador y/o catalizador.

Los catalizadores y/o iniciadores usados principalmente son los acidos y bases de Lewis, como
algunos compuestos organometalicos y diferentes sales de metales. Sin embargo, los
compuestos organometalicos son los mas efectivos en la sintesis de PLA de alto peso
molecular, particularmente 6xidos, carboxilatos y alcoxidos.

El catalizador y/o iniciador estindar para la sintesis de PLA es el 2-etilhexanoato de estafio. Es
usualmente preferido dado que brinda alta conversién y elevados pesos moleculares. El 2-
etilhexanoato de estafio a su vez ha sido aprobado por la Food and Drug Administration

(FDA) para su uso en aplicaciones biomédicas como catalizador [13-15].

30



Sumado a este, existe una larga lista de catalizadores que han sido estudiados para la ROP de
lactida y han reportado excelentes resultados. Sin embargo, para aplicaciones biomédicas se
requiere que el PLA presente la minima cantidad de residuos téxicos, debido a que estos son
imposibles de remover en su totalidad después del proceso de polimerizacién. Por tanto, los
catalizadores basados en Ca, Mg, Zn y Fe son de gran interés, ya que pueden participar en el
metabolismo humano y probablemente no produzcan iones téxicos que generen
complicaciones y efectos secundarios en el organismo del paciente [45].

En la Figura 5 se presenta la polimerizacién por apertura de anillo de la L-lactida.
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Figura 5. Polimerizacién por apertura de anillo de L-lactida [19]

2.2.2.1.3 Propiedades del poli (acido lactico)

Al igual que muchos de los polimeros, las propiedades fisicas del PLA dependen de
una serie de factores. La mas importante de ellas es la composiciéon estereoquimica
de la cadena del polimero, que puede ser controlada por la polimerizaciéon de los
diferentes isomeros que posee, tales como L 6 D. La relacién de sus estereoisémeros influye
directamente en la cinética de cristalizacion, las propiedades mecanicas y las condiciones de
procesamiento. En forma particular, la estereoisomeria tiene un efecto muy importante en el

comportamiento cristalino del PLA. Si se usan diferentes cantidades de los estereoisémeros de
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la lactida, se puede obtener PLA semicristalino o amorfo. El PLA semicristalino se forma por
el arreglo sindiotactico que se obtiene de la polimerizaciéon de L-lactida o D-lactida. La
polimerizaciéon del meso-mondémero produce un arreglo atactico en la cadena del PLA lo cual
interrumpe la estereorregularidad del polimero e inhibe la cristalizacién, lo que resulta en un
polimero amorfo (PDLLA).

La composicion estereoquimica del PLA también determina la temperatura de fusion, la
velocidad de cristalizacion y el grado de cristalizacion. Por ejemplo, el PLA producido a partir
de L-lactida (PLLA) tiene una temperatura de fusién de aproximadamente 175°C y una
temperatura de transicién vitrea de 60-65°C [40]. Por otra parte, el PDLLA tiene una
temperatura de transicion vitrea de 55-60°C. La copolimerizacion de L-lactida con meso-lactida
o D-lactida produce polimeros con temperaturas de fusion alrededor de 130°C. Esto se debe a
que la adicién de meso-lactida o D-lactida altera el orden de apilamiento de las cadenas de L-
lactida, y también reduce el nivel de cristalinidad y la  velocidad de
cristalizacién, pero no afecta significativamente la temperatura de transiciéon vitrea. Un
fenémeno interesante que se encuentra en las mezclas equimolares de poli (L-lactida) PLLA y
poli (D-lactida) (PDLA), es la formacién de un estereocomplejo con una estructura cristalina
diferente a la de cada homopolimero y una temperatura de fusién de 230°C, que es de
aproximadamente 50°C mds alta que cualquiera de los homopolimeros.

La distribucién estereoquimica del PLA, junto con su orientacién cristalina
y el peso molecular, también afecta las propiedades mecanicas y la velocidad de degradacién del
polimero. El PLLA, debido a su estereoregularidad, tiene alta resistencia a la tensién (50-
70MPa), baja elongacién y un alto médulo de Young. Por tanto, ha sido considerado un
biomaterial ideal para aplicaciones sujetas a carga, tales como dispositivos de fijacion Osea,
entre otras. Por otra parte, el PDLLA, por su naturaleza amorfa tiene una resistencia a la
tension (40-45MPa) mucho menor en comparacion con la del PLLA [47]. Este polimero pierde

su resistencia mecanica en un plazo de 1-2 meses cuando es hidrolizado, y sufre una pérdida de
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masa total entre 12-16 meses. El PDLLA es un polimero de baja resistencia mecanica y con
una velocidad de degradacién mas rapida en comparacion con la del PLLA (6-24 meses) y esto

lo hace buen candidato para el desarrollo de sistemas de liberacion de farmacos [10].

2.2.2.1.4 Degradacion del poli (acido lactico)

La degradacién de un polimero se produce principalmente a través de la ruptura de las cadenas
poliméricas. En el ambiente, una gran variedad de procesos quimicos, fisicos y bioldgicos
desempefian un papel en la degradacion de los polimeros.

Por lo tanto, existen diferentes mecanismos de degradaciéon que pueden estar implicados, tales
como la activacién térmica, la hidrdlisis, la actividad biolégica (enzimas), oxidacion, fotdlisis y
la radiacién. Estos mecanismos pueden ocurrir de forma combinada o en una sola forma. El
proceso de degradacion depende de ciertos factores del polimero tales como el peso molecular,
el ordenamiento cristalino, la porosidad, la morfologfa, la pureza y la reactividad quimica, y de
factores del medio como temperatura, pH y especies cataliticas (alcalis, enzimas, etc.), los
cuales pueden ser controlados. El poli (acido lactico) es susceptible a la degradacion hidrolitica,
en contraste con otros poliésteres aromaticos como el PET (Politereftalato de etileno). La
velocidad de degradaciéon hidrolitica del PLA puede ser manipulada cuando materiales a base
de este son usados en aplicaciones y fines biomédicos y farmacéuticos. Es conocido que la
degradacion hidrolitica del PLA 4 vivo es comparable con la degradacion hidrolitica del PLA 7
vitro [47]. Por lo tanto, el comportamiento y la velocidad de degradacion hidrolitica zn vivo
pueden ser predichas de la degradacion hidrolitica del PLA 7n wvitro de cierta manera. Los
materiales a base de PLA que se utilizardin en aplicaciones biomédicas deberin ser
seleccionados y fabricados con una velocidad de degradacién hidrolégica en concordancia con

la rapidez de curacién del 6rgano y/o tejido.
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Por lo general, la degradacion hidrolitica en el PLA es autocatalizada por grupos terminales
carboxilicos, lo que resulta en el rompimiento de los enlaces éster. Esto produce acido lactico y
conduce a una reduccién en el peso molecular con la pérdida de sus propiedades mecanicas.
Debido a que el peso molecular se acerca a valores muy bajos (~Mn 10.000 - 40.000 g/mol),
los microorganismos consumen los oligbmeros restantes, convirtiéndolos en diéxido de
carbono y agua por medio del ciclo de krebs (ciclo del acido citrico o de los acidos

tricarboxilicos) [48].

2.2.2.1.5 Ventajas y limitaciones del poli (acido lactico)

Ventajas
Ecolggico: Ademas de ser derivado de fuentes renovables (por ejemplo, maiz, trigo o arroz), el

PLA es biodegradable, reciclable y compostable. Su produccion consume didxido de carbono.

Biocompatible: Bl aspecto mas atractivo del PLA especialmente con respecto a las aplicaciones
biomédicas, es su biocompatibilidad. Un material biocompatible no debe producir efectos
toxicos o cancerigenos en los tejidos locales. Por otra parte, los productos de degradacion del
PLA no son toxicos. La Administracion de Alimentos y Medicamentos (FDA) ha aprobado al

PLA para ser utilizado en contacto directo con fluidos biolégicos.

Procesabilidad: El PLA tiene mejor procesabilidad térmica que otros biopolimeros como los
poli(hidrixialcanoatos), poli(etilenglicol), poli(caprolactona), etc. Este puede ser procesado por

inyeccion, extrusion, soplado, termoformado, hilado de fibras, y formacién de peliculas.

Aborro de energia: E1 PLA requiere de un 25 a 55% menos energia para su produccién que los

polimeros derivados del petréleo.
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Limitaciones

El PLA ha demostrado que posee propiedades muy interesantes. Sin embargo, si tenemos en
cuenta las exigencias practicas en la ingenierfa de embalaje y sistemas médicos, el PLA también
tiene muchas desventajas obvias: su tasa de degradacién no puede satisfacer una amplia gama
de aplicaciones con requerimientos especificos. También se tiene que el PLA es relativamente
hidrofébico, con un angulo de contacto estatico con el agua de 80° esto resulta en una baja
afinidad celular y puede producir una respuesta inflamatoria del tejido cuando esta en contacto
directo con los tejidos biolégicos. Ademas no posee ningun grupo funcional que pueda ser
atacado por moléculas biolégicamente activas. Por ende, en términos de aplicaciones

biomédicas, estos factores son unas limitantes muy importantes para su uso [14-15].

2.2.2.1.6 Modificacion del poli (acido lactico)

St bien el éxito del PLA como material para aplicaciones biomédicas, especialmente en
ingenierfa de tejidos, no solo se basa en sus propiedades mecanicas, que son mejores o
comparables con las de los plasticos convencionales, sino también en el control de sus
propiedades superficiales. Por lo tanto, la modificaciéon de la superficie del PLA se hace
necesaria para el control de la hidrofilicidad, rugosidad e introduccién de grupos reactivos a la
cadena polimérica. La mejora en la hidrofilicidad por medio de la introduccién de grupos
reactivos beneficiarfa la interaccién con las células y la compatibilidad con moléculas
biolégicamente activas. Es por ello que se han realizado diferentes trabajos en esta area entre

los cuales se destacan el tratamiento por plasma, la hidrolisis y la amindlisis [25-28].

Tratamiento _por plasma: El término "plasma" se refiere a una mezcla de iones positivos y

electrones producidos por ionizacion. La principal desventaja de esta técnica es que la eficacia

en la modificaciéon de la superficie no es permanente, esta es parcialmente perdida debido al
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reordenamiento de la superficie por movimientos macromoleculares activados térmicamente

para minimizar la energfa interfacial [25,28].

Hidrilisis: 1.a hidrolisis de poliésteres como PLA puede ser conducida por condiciones 4cidas o
basicas. La reaccién es impulsada por protones que tienen una alta movilidad, y son capaces de
difundirse con relativa facilidad entre las cadenas del polimero sin carga y se regeneran por la
reaccién. Por lo tanto, es necesaria una rapida velocidad de reacciéon para restringir la hidrolisis
a solo la superficie. Puesto que los enlaces éster son poco disponibles para la hidrdlisis
electrofilica, se requieren condiciones fuertemente acidas. Se ha encontrado, en el caso del poli
(acido L-lactico) (PLLA), que la hidrdlisis en solucién acuosa a pH 2 se conduce en todo el
bulto, en lugar de solo en la superficie.

Sobre condiciones basicas, 1a hidrélisis es conducida via ataque nucleofilico de los iones
hidréxilos sobre la regién de mas baja densidad de electrones, la cual es el carbono del grupo
carbonilo. Estos iones hidroxilos son consumidos durante toda la reacciéon de hidrolisis. En
este proceso se generan grupos de acidos carboxilicos cargados negativamente sobre la

superficie del polimero [26-28].

Amindlisis: La reaccién ocurre via ataque nucleofilico sobre el carbono del grupo carbonilo para
formar una carga positiva intermediaria tetraédrica. En un medio acido o neutro, la amina,
grupo saliente (R-NH>), es fuertemente preferida sobre el alcohol del grupo saliente (RC-OH),
y, por lo tanto, la reaccién no se detiene. La amindlisis generalmente se lleva a cabo en
soluciones acuosas basicas (pH > pKa de la amina) o en disolventes apréticos, polares con un
alto grado de basicidad, como un alcohol [25,49].

Sin embargo, los grupos reactivos introducidos en la superficie del PLA pueden perderse
después de un periodo de degradacion. Por lo tanto, existen otras investigaciones encaminadas

a mejorar estos resultados.
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2.3 Nanotecnologia en ingenieria de tejidos

Mas alla de los requisitos generales que se mencionaron en la seccién 2.1 para los andamios en
ingenierfa de tejidos, se debe mirar la forma en que una sola célula interactiia con su entorno
inmediato. No es aceptable ver a una célula como una unidad auténoma que reside en una red
estructural pasiva. Por el contrario, existe una interrelacién dindmica en las tres dimensiones
que se mantiene constantemente en el equilibrio y tiene la influencia de
estimulos internos y externos. Por lo tanto, cualquier andamio debe ser
capaz de interactuar con las células en las tres dimensiones y facilitar esta
comunicacién. En los tejidos nativos, la matriz extracelular de las protefnas son de 1 a 2
6rdenes de magnitud mas pequefia que la propia célula, lo que permite a la célula estar en
contacto ditecto con muchas fibras de la matriz extracelular, con lo cual se define una
orientacién tridimensional. HEsta propiedad puede ser un factor crucial para determinar el éxito
o el fracaso de un andamio para ingenierfa de tejidos. Es por esto que cientificos en el campo
de la ingenieria de tejidos han recurrido a la nanotecnologia, especificamente a las nanofibras,
como la solucién para el desarrollo de andamios en ingenierfa de tejidos. Las nanofibras poseen
una relaciéon superficie-volumen elevada, lo cual mejora la adhesion celular. La migracion,
proliferacién y diferenciaciéon celular dependen de la adhesion celular. Por lo tanto, las

nanofibras permiten interacciones favorables a nivel celular [16,50-52].

2.3.1 Técnicas para la fabricacién de nanofibras poliméricas para ingenieria de tejidos

Las técnicas convencionales para el procesamiento de polimeros tienen dificultades para
producir fibras con diametros menores a 10 um, los cuales son varias 6rdenes de magnitud mas
grande que la matriz extracelular nativa. Por esta razon, se han desarrollado varios métodos
para la producciéon de nanofibras que simulen, de la forma mas adecuada, la geometria de la
matriz extracelular. En la actualidad, existen varias técnicas para la produccién de fibras

poliméricas a escala nanométrica, tales como la separacion de fases, autoensamble y
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electrohilado. La separacion de fases consiste en la disolucién del polimero para su posterior
gelificacion, seguido de la extraccion del solvente del gel utilizando un solvente diferente, y
finalmente la congelacion y el secado a alto vacio, dando lugar a una espuma porosa a escala
nano. El proceso toma relativamente un periodo largo de tiempo para transferir el polimero a
una espuma nano-porosa. El autoensamble implica la organizacién espontinea de
componentes individuales dentro de una estructura ordenada y estable con enlaces no
covalentes. Mientras este es un proceso comun y natural para varios de los componentes
biolégicos esenciales (ej. sintesis de acidos nucleicos y proteinas), es un procedimiento bastante
complejo en el laboratorio y es limitado a un grupo selecto de configuraciones poliméricas
(copolimeros en di-tribloque, tribloques de péptidos-anfifilios y dendrimeros). La técnica de
electrohilado es un proceso por el cual una solucién polimérica polarizable es sometida a un
campo eléctrico para la generaciéon de fibras a escala micro y nanométrica, que pueden ser
colectadas en varias orientaciones, para crear una unica estructura en términos de composicion
y propiedades mecanicas. Esta técnica ha despertado gran interés en el campo de la ingenieria
de tejidos, en parte a la simplicidad del proceso, diversidad en las geometrias de los andamios

fabricados y al control de las caracteristicas mecanicas que ofrece al usuario [16,50-54].

2.3.1.1 Electrohilado

La técnica de electrohilado aparecié por primera vez en el afio de 1930. Formhals disefié un
aparato para producir microfibras de polimeros con fuerzas electrostaticas, el cual fue
patentado en 1934. Actualmente, esta técnica puede producir fibras poliméricas con didmetros
desde 3 nm a 6 um. A pesar de que el concepto de electrohilado ha sido conocido desde
entonces, las nanofibras poliméricas producidas por electrohilado se convirtieron en un tépico
de gran interés solamente hasta la década de los noventas. Las nanofibras tienen alta area

superficial y porosidad, lo cual permite interacciones favorables a nivel celular y, por lo tanto,
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las hacen candidatas potenciales para aplicaciones en ingenierfa de tejidos. Otras aplicaciones
incluyen membranas de filtracién, catalisis y sensores.

La alta productividad, sencillez y el bajo costo del equipo de electrohilado lo hacen altamente
atractivo tanto para la academia como para la industria. Los componentes basicos del equipo
de electrohilado consisten de una bomba de inyeccién, una fuente de alto voltaje y un colector.
El proceso central consiste en la aplicacion de un alto potencial eléctrico (varios kV) a una gota
colgante de una solucién polimérica o un polimero fundido, para formar una fibra delgada,
como se muestra en la Figura 6. Especificamente se aplica un voltaje a la aguja de la jeringa
cargada de polimero dirigido a un colector conductor que sirve como contraelectrodo. La
resultante del campo eléctrico externo aplicado produce un esfuerzo en direccién tangencial
sobre la solucién del polimero. Esto causa una deformacion de la gota en forma cénica llamada
“cono de Taylor”. Cuando la tensién superficial de la solucién polimérica es superada por el
campo eléctrico, el liquido conductor es dirigido desde el cono de Taylor hacia el colector, lo
que permite la formacién de un chorro fibroso. Durante ese trayecto, el disolvente se evapora y

las fibras secas se depositan en el colector.

Las nanofibras resultantes pueden ser alineadas o no alineadas, dependiendo del tipo de
colector utilizado. Las nanofibras no alineadas se caracterizan por tener grandes poros
interconectados, que pueden ser utilizadas para aplicaciones en liberacién de farmacos, para
imitar a la matriz extracelular o como membranas. Por otra parte, las fibras alineadas pueden

promover las conformaciones celulares y direccionalidad.

La preparacion de la solucién polimérica y los parametros del equipo de electrohilado pueden
afectar las propiedades finales de las nanofibras. Entonces se infiere que el proceso de
electrohilado se ve afectado por dos conjuntos de parametros: los paraimetros del sistema y los

parametros del proceso. (1) Los parametros del sistema pueden ser el peso molecular, la
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distribucion del peso molecular y la arquitectura del polimero. Por su parte, las propiedades de

la solucién polimérica pueden ser la viscosidad, la tensién superficial y la conductividad.

(2) Algunos de los parametros del proceso que se deben considerar son: el diametro del orificio

de salida, el flujo y concentraciéon de la solucion polimérica, el potencial eléctrico, la distancia

entre el orificio y el colector de metal, parametros ambientales (temperatura, humedad y

velocidad del aire en la cimara) y el movimiento del colector. Con la manipulacién de estos

parametros es posible obtener diferentes variaciones en la morfologia de las nanofibras [16,50-

58).

( ) e Fibras ( )
—— !
=== alineadas
Solucion
polimérica
Agujade

rmeral

Bomba
de

Colector

de Fibras

inyeccion

A

Fibrasno

alineadas

(5]

Selucion dela
coraza
Solucion del
nticleo

Figura 6. Equipo de electrohilado a) Coleccién de fibras alineadas y no alineadas; b) esquema

de configuracién de agujas coaxiales [50].
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CAPITULO 3 Técnicas analiticas

CAPITULO 3
TECNICAS ANALITICAS

3.1 Descripcion de las técnicas analiticas

3.1.1 Espectroscopia de infrarrojo (IR)

La radiacién infrarroja fue descubierta en 1800 por el sefior William Hersheld. Pero la
investigacion de la absorcion infrarroja de materiales empez6 en 1900. Fue hasta a finales de la
segunda guerra mundial cuando se construy6é el primer espectrometro de infrarrojo. La
espectroscopia de infrarrojo, es probablemente, el método mas extensamente estudiado para la
investigacion de estructuras de polimeros y el andlisis de grupos funcionales.

Esta espectroscopia se fundamenta en la absorcién de la radiaciéon infrarroja por las moléculas
en vibracién. Una molécula absorbera la energia de un haz de luz infrarroja cuando dicha
energfa incidente sea igual a la necesaria, para que se dé una transicién vibracional de la
molécula. Es decir, la molécula comienza a vibrar de una manera determinada debido a la
energfa que se le suministra mediante luz infrarroja.

Pueden distinguirse dos categorfas basicas de vibraciones: de tensiéon y de flexion. Las
vibraciones de tensién son cambios en la distancia interatémica a lo largo del eje del enlace
entre dos atomos. Las vibraciones de flexién estan originadas por cambios en el angulo que
forman dos enlaces.

La espectroscopia de infrarrojo puede ser usada para estudiar muestras en estado gaseoso,

liquido y solido, dependiendo de los tipos de accesorios empleados. Actualmente existen una

41



multitud de accesorios para la espectroscopia de IR que han logrado extender notablemente el

campo de actuacién [59-61].

3.1.2 Espectroscopia de resonancia magnética nuclear (RMN)

La espectroscopfa de RMN fue desarrollada a finales de los afios cuarenta para estudiar los
nucleos atémicos. En 1951, los quimicos descubrieron que la espectroscopia de resonancia
magnética nuclear podia ser utilizada para determinar las estructuras de los compuestos
organicos. Esta técnica espectroscopica puede utilizarse sélo para estudiar nucleos atémicos
con un nimero impar de protones o neutrones (o de ambos). Esta situacién se da en los
atomos de 'H, 13C, 9F, 31P entre otros. Este tipo de nicleos son magnéticamente activos, es
decir poseen espin, igual que los electrones, ya que los nicleos poseen carga positiva y poseen
un movimiento de rotacién sobre un eje que hace que se comporten como si fueran pequefios
imanes.

En ausencia de campo magnético, los espines nucleares se orientan al azar. Sin embargo,
cuando una muestra se coloca en un campo magnético, tal y como se muestra en la siguiente
Figura, los nicleos con espin positivo se orientan en la misma direccién del campo, en un
estado de minima energia denominado estado de espin «, mientras que los nucleos con espin
negativo se orientan en direcciéon opuesta a la del campo magnético, en un estado de mayor

energfa denominado estado de espin B.
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Figura 7. Niveles de energfa de los niicleos en un campo magnético
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Existen mas nucleos en el estado de espin « que en el B pero, aunque la diferencia de poblacién
no es enorme, si que es suficiente para establecer las bases de la espectroscopia de RMN.

Los nucleos de sustancias organicas mas usuales en RMN son los de protén (1H) y carbono 13
(13C). La posicién de las sefiales obtenidas depende en los dos casos del entorno electrénico.
Los espectros de 'H-RMN consisten en un registro de las sefiales de resonancia, que
corresponden a los diferentes tipos de hidrégeno presentes en la muestra en forma de picos
cuya posicion, ancho, area y subestructura permiten la caracterizacién arriba mencionada. La
posicion esta asociada a la identidad de los diferentes grupos vecinos a los protones y se
expresa como desplazamiento quimico en ppm respecto a la sefial de un grupo de referencia.

El area es proporcional al nimero de protones presentes en la muestra [59-61].

Espectrimetro de resonancia magnética nuclear
A continuacién, se muestra de forma esquematica los principales componentes de un equipo

para medidas de resonancia magnética nuclear.

Espectro de
Tubo con RMN

muestra '\\: 1
: ™

=

‘;‘giii —-;.u =

e
detector y
amplificador generador de
radiofrecuencia y
> 1] ordenador ‘
Iman L
superconductor |

Figura 8. Espectrémetro de resonancia magnética nuclear
Como se observa, el espectrometro de RMN consta de cuatro partes:
e Un iman estable superconductor, con un controlador que produce un campo
magnético preciso.

e Un transmisor de radiofrecuencias, capaz de emitir frecuencias precisas.
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e Un detector para medir la absorcion de energfa de radiofrecuencia de la muestra.

e Un ordenador y un registrador para realizar las graficas que constituyen el espectro de

RMN.

3.1.3 Espectroscopia fotoelectronica de rayos X (XPS)

La espectroscopia fotoelectronica de rayos X, (XPS) o ESCA (Espectroscopia Electronica para
Analisis Quimico), consiste basicamente en la excitaciéon mediante un haz de rayos-X a los
niveles mas internos de los 4atomos, esto provoca la emision de fotoelectrones que
proporcionan informacién sobre la energia de cada nivel y, por tanto, sobre la naturaleza de
cada 4tomo emisor.

El proceso de fotoemision resulta ser rapido, 10-16 s, y su fisica basica se describe mediante la
ecuacion de Einstein:

Egp = hv—KE

Donde Ep es la energfa de enlace del electrén en el dtomo, hv es la energfa de la fuente de
rayos X, y KE es la energia cinética del electrén detectado que es medida por el espectrémetro

del XPS.

La energia de enlace de un electrén variara segin el tipo de atomo (valor absoluto de su carga
nuclear) y de los atomos que a él se unan (los cuales pueden alterar la distribucion electrénica).
En el caso de los isétopos, estos poseen distinto nimero de neutrones pero igual carga nuclear,
por tanto no varia la energia de enlace. Las interacciones débiles entre atomos, como fuerzas de
cristalizaciéon o enlace de hidrégeno, no alteran suficientemente la distribucién electrénica
como para que se pueda observar un cambio en la energia de enlace medible. La energfa de

enlace que se mide por XPS se asocia siempre a enlaces de tipo i6nico o covalente entre atomo.
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El mas basico analisis XPS de una superficie puede proporcionar informacién cualitativa y
cuantitativa de todos los elementos presentes en la muestra, excepto H y He. La gran potencia
de esta técnica se aprecia en las siguientes aplicaciones, realizadas en los primeros 10 nm de una
superficie:
e Identificacién de todos los elementos presentes (excepto H, He) en
concentraciones mayores al 0.1%.
e Determinacién semicuantitativa de la composicion elemental de la superficie
(error < £ 10 %).
e Informacién acerca del entorno molecular: estado de oxidacion, atomos
enlazantes, orbitales moleculares, etc.

e Informacién de grupos organicos mediante reacciones de derivatizacion.

La técnica de (XPS) se puede emplear en los siguientes campos: polimeros y adhesivos, catalisis
heterogénea, fendémenos de corrosion, metalurgia, microelectrénica. En general, en la

caracterizacion de superficies de sélidos [62].

Instrumentacion
Los componentes basicos de un espectrémetro fotoelectrénico de rayos X son:
e Fuente de rayos X
e Analizador de la energia de los electrones (que puede dispersar a los electrones
emitidos de acuerdo a su energfa cinética y por lo tanto, medir el flujo de electrones
emitidos, de una energfa particular).
e Camara de alto vacio (para que los fotoelectrones emitidos puedan ser analizados sin la

interferencia de las colisiones en fase gaseosa).

A continuacion se muestra un diagrama esquematico de un espectrometro XPS:
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Figura 9. Diagrama de un espectrometro XPS [62]

3.1.4 Caracterizacion térmica

El analisis térmico comprende un conjunto de técnicas cuyo objetivo es la determinacion del
comportamiento térmico de un material en funcién de la temperatura o del tiempo. En el
campo de los polimeros, las técnicas mas usuales son: analisis termogravimétrico (TGA) y

calorimetria diferencial de barrido (DSC).

3.1.4.1 Analisis termogravimétrico (TGA)

En un analisis termogravimétrico se registra, de manera continua, la masa de una muestra
colocada en una atmoésfera controlada, en funcién de la temperatura, o bien en funcién del
tiempo. En el primer caso (experimento dinamico) la temperatura de la muestra aumenta 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.
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La representaciéon de la masa o del porcentaje de masa en funcién del tiempo o de la
temperatura se denomina termograma o curva de descomposicién térmica. Existen otros tipos
de andlisis denominados termogravimetria diferencial, donde se registra o representa la
variacion de masa o su derivada con respecto a la temperatura o respecto al tiempo,
dependiendo de que el experimento sea dinamico o isotérmico, respectivamente [46]. En la

Figura 9 se representan estos dos tipos de termogramas: a) convencional; b) diferencial.

dw/dt {mg min~')

Peso de la muestra, W (mg)

Tl Tr T‘

Temperatura T

Figura 10. Termogramas diferencial (curva superior, eje derecho) y convencional

(curva inferior, eje izquierdo)[45]

3.1.4.2 Calorimetria diferencial de barrido (DSC)

La técnica de calorimetria diferencial de barrido se basa en registrar la diferencia en el cambio

de entalpia entre la muestra y un material inerte de referencia en funcién de la temperatura

(@]

del tiempo, cuando ambos estin sometidos a un programa controlado de temperaturas. La

muestra y la referencia se alojan en dos crisoles idénticos que se calientan mediante resistencias
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independientes. Esto hace posible emplear el principio de “balance nulo” de temperatura.
Cuando en la muestra se produce una transiciéon térmica (un cambio fisico o quimico que da
lugar a una liberacién o absorcién de calor), se adiciona energia térmica bien sea a la muestra o
a la referencia, con objeto de mantener ambas a la misma temperatura. Debido a que la energfa
térmica es exactamente equivalente en magnitud a la energia absorbida o liberada en la
transicion, el balance de energia proporciona una medicion calorimétrica directa de la energfa
de la transicion.

En los materiales poliméricos, las transiciones térmicas mas importantes son la temperatura de
transicioén vitrea (Tg) y la temperatura de fusiéon (Tf). En los polimeros amorfos, la Tg es la
unica transicién que se registra y aparece como un cambio abrupto de la linea base. Por otra
parte, en los muy cristalinos, la Tg es dificil de observar debido a la baja proporcién de parte
amorfa en el polimero. Los procesos de fusién/cristalizacién dan informacion cualitativa sobre
la temperatura del pico de fusién y cuantitativa sobre la cristalinidad del polimero (area del
pico). La fusién se manifiesta en un pico endotérmico con subida mas o menos gradual y
regular, segun la naturaleza e historia térmica de la muestra y bajada brusca hasta recobrar la
linea base. Si la linea base se mantiene tras la fusion, puede decirse que el material es estable
para ser procesado por fusion. Lo contrario es indicio de descomposicion y debe estudiarse

con mas detalle por analisis termogravimétrico [63].

3.1.5 Cromatografia de permeacién en gel

La cromatografia de permeacion en gel (GPC) es una potente técnica de separaciéon que
encontrd gran aplicaciéon en el campo de los polimeros después de su desarrollo en 1961.
Actualmente es la técnica mas utilizada para la separaciéon de las moléculas de una muestra
polimérica en funcién del tamafio molecular. Se produce como consecuencia de la diferente

permeacién de las macromoléculas a través de los poros de un gel dispuesto en el interior de
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una columna cromatografica. Los materiales de relleno de la columna son principalmente
poliestireno poroso (entrecruzado e hinchado) y vidrio poroso. Las partes mas importantes del
cromatoégrafo son la columna y el detector.

Cuando una disolucién polimérica, con diferentes tamafos moleculares, es introducida en el
interior de la columna cromatografica, tiene lugar un fraccionamiento en funcién de su tamafio
molecular y de la distribucion de tamafio de poro del gel polimérico. Las moléculas de mayor
tamafio se arrastran con el disolvente, tardan menos tiempo en atravesar la columna y son las
primeras en abandonarla, mientras que las de tamafio menor son retenidas durante un tiempo
superior. A la salida de la columna se registra la variacién entre el indice de refraccion del
disolvente puro y la fracciéon recogida. Para conocer los valores de los pesos moleculares se

requiere un calibrado con patrones [59].

3.1.6 Angulo de contacto

Antes de definir el angulo de contacto, se debe tener claro el concepto de tension superficial.
La tension superficial (y) de un liquido esta asociada a la cantidad de energia necesaria para
aumentar su superficie por unidad de area (Jrm2) o, de forma equivalente, a la fuerza normal
que actia por unidad de longitud (N'm). La tensién superficial es causada por los efectos de
las fuerzas intermoleculares que existen en la interfaz (plano de separacién entre dos fases) y

depende de la naturaleza del liquido, del medio que le rodea y de la temperatura.

Se define entonces el angulo de contacto, como el angulo que forma la superficie de un liquido
al entrar en contacto con una supetficie sélida. El valor del angulo de contacto depende
principalmente de la relacién existente entre las fuerzas adhesivas del liquido y del sélido y las
fuerzas cohesivas del propio liquido. Cuando una fase liquida y una fase sélida entran en

contacto, forman una interfase comun. La mojabilidad es la capacidad de los sélidos para
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formar interfases con los liquidos. La mojabilidad de un determinado sélido por un liquido
viene determinada por el angulo de contacto 6, como se muestra en la Figura 10. En ella se
representa esquematicamente una gota de liquido (L) reposando en equilibrio sobre una

superficie solida horizontal (S) en una atmosfera de gas (G).
Gas (G)

Yic
Vs
Ysu e i
Solid (S)

Figura 11. Representacién esquematica de una gota de liquido (L) que reposa en equilibrio
sobre una superficie sélida horizontal (S) en una atmésfera de gas (G). Angulo de contacto y
tensiones superficiales (y) en el punto triple.

El perfil que adopta la gota es el resultado del balance entre las fuerzas de la superficie y de la
interfase, que tienden a minimizar la energfa superficial libre del sistema. El angulo de contacto
esta relacionado con las tres tensiones ysc, ysi, yrc de las interfaces sélido/gas, solido/liquido
y liquido/gas, tespectivamente, a través de la ecuacién de Young:
Y16 cosh = yso — ysi

Por convenio, cuando 0<90° (equivalente a ysc > ys.) se dice que el liquido moja al sélido o
que el sistema moja. El sistema no moja cuando 6>90°; en este caso, el liquido no moja al
solido. Un caso extremo ocurre cuando 0 se aproxima a cero, entonces el liquido se

expande sobre el sélido y se dice que el mojado es perfecto [64].

3.1.7 Microscopia electronica

3.1.7.1 Microscopia electronica de barrido (SEM)

En 1938 Ardenne Von M. construye el primer microscopio electrénico de barrido, cuyo

principio se basa en un haz de electrones que focaliza y rastrea la superficie del espécimen de
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tal manera que los electrones no atraviesan la muestra, si no que son absorbidos por la
superficie de la misma, esto produce una emisién secundaria de electrones que son captados
por un sistema integrador y transductor de imagen, para hacerla observable en un monitor
similar a los empleados en la televisiéon convencional [65]. Las partes esenciales del microscopio
electrénico de barrido se muestran en la Figurall.

El microscopio electrénico de barrido proporciona informacién morfolégica y topografica
sobre la superficie de los sdlidos que son normalmente necesarias para entender el

comportamiento de las superficies.

n Generacafor
Bobinas de | (|} [_Qw) del barrido
barrido H
;; ,.-"'__"u\
Haz de electrones | /L, \\
.: , IIII I||_

A —— /Tubo de rayos
catodicos

Amplificador
de la senal

Figura 12. Esquema general de las partes de un microscopio electrénico de barrido [65]

3.1.7.2 Microscopia electronica de transmision (TEM)

Los microscopios electronicos mas sencillos constan de dos lentes formadoras de la imagen de
forma muy parecida a los microscopios opticos convencionales. La iluminacién proviene de un

cafién de electrones emitidos por un filamento de W o LaBs. Los electrones son acelerados al
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aplicar un potencial negativo (100 kV - 1000 kV) y focalizados mediante dos lentes
condensadoras sobre una muestra delgada, transparente a los electrones.

Después de pasar a través de la muestra, los electrones son recogidos y focalizados por la lente
objetivo dentro de una imagen intermedia ampliada. La imagen es ampliada ain mds mediante
las lentes proyectoras, las cuales controlan la ampliacién de la imagen en la pantalla
fluorescente. La imagen final se proyecta sobre una pantalla fluorescente o una pelicula
fotografica.

Existen diferentes modos de formacion de la imagen en un microscopio de transmision: si la
imagen se forma a partir del haz transmitido, que no ha sufrido dispersion, entonces la imagen
del objeto es oscura sobre un fondo brillante. Si, por el contrario, se utilizan los electrones
dispersados, la imagen aparece brillante sobre un fondo oscuro. Por ello estas dos técnicas se
denominan formacién de imagen en campo claro y en campo oscuro respectivamente, la
primera es la mas utilizada. El esquema de un microscopio electrénico de transmisién de

muestra en la Figura 13.

Suministro de voltaje 100-1000 Kv

Carfion de
electrones

Lentes
condensadoras

Compartimento
parala muestra

Camara
de vision

lLEamba de alto vacio

Figura 13. Esquema de un microscopio electrénico de transmision [66]

52



3.1.8 Caracterizacion mecanica

Las caracterfsticas mas importantes de los materiales en general son aquellas relacionadas con
su uso final. En este sentido, el estudio de las propiedades mecanicas es una de las mas
interesantes, pues restringe la aplicacién especifica de un material.

El estudio de las propiedades mecanicas se refiere a la respuesta de un cuerpo cuando se le
somete a una fuerza externa, la cual genera relaciones del tipo tensorial con la deformacién que
sufre este material. De los diferentes ensayos existentes, el mas empleado es el ensayo de
tensién en una dimension, el cual entrega la mayorfa de los datos relevantes para un primer

estudio mecanico de materiales [67].

3.1.8.1 Ensayo de Tension

Este ensayo consiste en someter al material (moldeado en una forma estandarizada llamada
probeta) a una velocidad de deformaciéon constante y medir la fuerza necesaria para cada
deformacién. Esto se hace generalmente hasta que el material se fractura. Finalmente, se
entrega una curva donde en el eje de las abscisas se muestra la deformacion del material y en el
eje de las ordenadas la tension requerida. Es importante sefialar que, para no depender de las
dimensiones particulares de cada probeta, en lugar de trabajar con la fuerza (F) se utiliza la
tensién o carga (o, en ingles “stress” o “load”) la cual se define como la fuerza aplicada dividida

por el area transversal a la deformacion (A):

F

MIE)

Se utiliza el término A(t) para mostrar explicitamente la dependencia del area con la
deformacion que sufre el material, o lo que es lo mismo en este tipo de ensayo, con el tiempo
de estiramiento. Generalmente es mucho mas facil trabajar s6lo con el area inicial, ya que asi se

evita medir constantemente las dimensiones de las probetas y, en ese caso, a la tension se le
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denomina nominal o de ingenieria. Con la deformaciéon (€ , en ingles “strain” o “extension”)
sucede algo similar y se trabaja generalmente con la deformacién nominal o de ingenierfa:

=y Al

T, L

Una de las grandes dificultades que presentan los polimeros desde el punto de vista mecanico,
es la gran dependencia que tienen sus propiedades con la temperatura y la velocidad de
deformaciéon. Lo anterior debido a su comportamiento viscoeldstico que, en primera
aproximacion es producto de los altos tiempos de relajacién de los procesos microscopicos,
debido al alto peso molecular de ellos. En la Figura 14 se muestran diferentes tipos de
comportamiento de materiales poliméricos que se pueden encontrar, los cuales ademas se

pueden tener para un mismo material si se modifica la temperatura del ensayo [68].

o ol X o
x
€ € €
Poco resistente Resistente Poco resistente
y fragil y fragil y tenaz
c X c
X
= S ————
3 3
Resistente, Resistente
tenacidad media y tenaz

Figura 14. Curvas tipicas para ensayos de esfuerzo contra deformacién en polimeros [68]

La Figura 15 ilustra la terminologfa para ensayos de esfuerzo contra deformacién. A bajas
deformaciones se dice que el material sufre una deformacion elastica, término que manifiesta
un proceso reversible, o sea el material almacena energia, es decir, cuando cesa la fuerza

externa, el material en esa zona es capaz de volver a su estado (o longitud) inicial, y expulsa la
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energfa acumulada. En general, esta zona elastica coincide con la zona lineal de la curva de
esfuerzo vs deformacion, por lo que se emplea la siguiente relacién (analoga a la ley de Hooke),

valida sélo para la zona elastica-lineal:

o=Ee

La constante E se denomina médulo de elasticidad o de Young y es la constante que relaciona,
en la zona eldstica-lineal, la tensién con la deformacion. Con lo anterior su cilculo resulta
directo: es la pendiente a bajas deformaciones en la curva esfuerzo-deformacion. Un material
con un moédulo alto es un material rigido, el cual no se deforma facilmente, mientras que un

médulo pequefio, corresponde a materiales ficilmente deformables.

Cuando la curva se desvia de la recta inicial, el material alcanza el punto de fluencia, desde aqui
el material comienza a adquirir una deformacion permanente, es decir parte de la energfa que se
le entrega al material para ser deformado no se recupera. A partir de este punto deja de ser
valida la férmula 0 = E€ y se define que ha comenzado la zona plastica del ensayo de tensién.
El punto de transicion, es decir el limite entre los procesos elasticos y los plasticos, se

denomina punto de fluencia (“yield point”) y queda caracterizado por una tensién (dy) y

deformacion (€,,) de fluencia.

Luego de la fluencia sigue una parte inestable, que depende de cada material, para llegar a un
MAXiMo en 0 = Opsx. Entre 0 = 0y, y 0 = Opsy la probeta se alarga en forma permanente y
distribuida, a lo largo de toda su longitud. En 0 = 04y la probeta muestra su punto débil, y la
deformacién se concentra en una zona en la cual se forma un cuello.

La deformacién en la zona del cuello, provoca que la carga deje de subir. Al adelgazarse la

probeta la carga queda aplicada en menor area, y asf induce a la ruptura del material [69)].
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Figura 15. Curva esfuerzo-deformacién de un material
Instrumentacion
Un esquema de la maquina de ensayo de traccién se muestra en la Figura 16. La maquina de
ensayo impone la deformacién desplazando el cabezal moévil a una velocidad seleccionable. La
celda de carga conectada a la mordaza fija entrega una sefial que representa la carga aplicada, las
maquinas poseen un graficador que traza en un eje el desplazamiento y en el otro eje la carga

suministrada.

Célula de carga

Probeta

v=cte.
LR Y
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Figura 16. Maquina de ensayo de tensién [70]
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CAPITULO 4 Seccién experimental

CAPITULO 4
SECCION EXPERIMENTAL

4.1 Materiales

Poli (acido L-lactico) (PLLA) (Natureworks 2002D), colageno (Col) tipo I extraido de piel de
borrego (Elastin Products Company, Inc.), anhidrido maléico (AM) y peréxido de benzoilo
(PBO) (Sigma-Aldrich Chemical Company). Se usaron como disolventes: Diclorometano
anhidro (DCM), dietil éter anhidro (DE) y trifluoroetanol (TFE) (Sigma-Aldrich Chemical
Company). Rodamina 6G (HYCEL) y benceno (Baker Analyzed). Todos los reactivos se

usaron sin ningun tratamiento previo.

4.2 Procedimiento Experimental

4.2.1 Modificacion del poli (acido lactico) con anhidrido maléico (AM-PLLA)

El injerto del AM a la cadena del PLLA se llev6 a cabo mediante una reaccién por radicales
libres. Se emple6 PBO como iniciador. El PLLA y el AM se mezclaron previamente en DCM y
luego se adicioné 5% de PBO, en relacién a la cantidad de AM agregado. La mezcla se agit6
hasta disolver y, seguidamente, se retiré el disolvente mediante vacio a temperatura ambiente.
Luego se sell6 al vacio y se sumergié en un bafio de aceite a 100°C durante 12h. El producto
obtenido se disolvié en DCM vy se precipité con DE para remover los residuos de anhidrido
maléico. Finalmente se filtr6 al vacio y se dejo secar a temperatura ambiente durante 24h.
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Experimentos:

Tabla 5. Resumen de experimentos

Sintesis PLLA (g) Anhidrido
Maléico
(%w/w)
AM-PLILA1 1 10
AM-PLILA2 1 15
AM-PLILA3 1 20

Se realiz6 una réplica a cada uno de los experimentos.

4.2.1.1 Caracterizacion

4.2.1.1.1 Espectroscopia de infrarrojo por transformada de Fourier (ATR-FTIR)

Los espectros infrarrojos se obtuvieron en el intervalo de 4000-400 cm! con un espectrémetro
ATR-FTIR, Thermo Scientific Nicolet 6700, para determinar la presencia de anhidrido maléico

en la molécula..

4.2.1.1.2 Espectroscopia de resonancia magnética nuclear de protén (‘H-RMN)
Los espectros para cada una de las muestras de AM-PLLA se obtuvieron en un espectrémetro
Bruker Avance III microbay operado a 400 MHz. Se utilizé tetrametilsilano (TMS) como
estandar interno. Se tomaron 30mg de la muestra se disolvieron en cloroformo deuterado
(CD3Cl) para el analisis y la determinacion del injerto de anhfdrido maléico en la estructura del

poli (acido lactico).
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4.2.1.1.3 Cromatografia de permeacion en gel

El peso molecular promedio en nimero ( Mn) y en peso ( MW) e indice de polidispersidad (IP)
se determinaron a través de un cromatégrafo HPLC Perkin Elmer serie 200, a temperatura
ambiente, con tetrahidrofurano (THF) grado HPLC como disolvente, en una concentracion de

2 mg/ml. Se utiliz6 poliestireno como estandar.

4.2.1.1.4 Calorimetria diferencial de barrido (DSC)

La temperatura de transicion vitrea (T'), la temperatura de fusion (Ty) y la entalpia de fusion de
las muestras de AM-PLLA fueron determinadas por medio de la técnica de calorimetria
diferencial de barrido en un equipo DSC 2910 TA Instrument. Las muestras fueron llevadas
hasta 200°C a una velocidad de calentamiento de 10°C /min. Todas las muestras fueron

sometidas a dos ciclos de calentamiento.

4.2.1.1.5 Analisis termogravimétrico (TGA)

Los termogramas se obtuvieron en un equipo Perkin-Elmer 7 series thermal analysis system.
Las muestras, aproximadamente de 7 mg, fueron sometidas a calentamiento desde 25 hasta 400
°C, a una velocidad de calentamiento de 10°C/min bajo atmésfera de nitrégeno. A través de

esta técnica se determind la degradacion y estabilidad térmica de cada una de las muestras de

AM-PLLA.

4.2.1.1.6 Angulo de contacto

Se empleé un goniémetro Ramé-hart, ajustado con un sistema Optico para observar la
interaccién del agua con la superficie de las peliculas de AM-PLLA previamente preparadas. Se
grabé un video en el momento en que se deposita una gota de 6 pulL de agua destilada sobre las

peliculas. A partir del video se obtienen las imagenes después de haber sido retirada la punta de
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la jeringa. Con ayuda del programa Image] 1.44p, se hizo el analisis de la curvatura de la gota y

se obtuvo el angulo de contacto.

4.2.1.1.7 Determinacion de grupos anhidro

El contenido de grupos anhidro injertados en las muestra de AM-PLLA fue determinado por el
método de interacciéon rodamina-grupo carboxilo [71]. En primer lugar, se sumergieron las
muestras de AM-PLLA en agua destilada durante 2h, para hacer que los grupos anhidrido se
hidrolizaran totalmente en grupos carboxilo. Seguidamente se realizé un secado al vacio. La
Rodamina 6G (10 mg) se disolvié en 10 ml de una soluciéon tampén de fosfato (KH2PO4 0.2
M, pH 12), que se extrajo inmediatamente con 200 ml de benceno para obtener un producto
de color amarillo, el cual se utiliz6 como agente colorante para los experimentos. Los
compuestos carboxilicos y polimeros que contienen grupos carboxilo cambian su color, de
amarillo a rosa en muy bajas concentraciones de carboxilo. La coloracién rosa de las soluciones
de AM-PLLA se midi6 en un espectrofotémetro de UV-visible a 516 nm. Se realiz6 una curva

de calibracién con soluciones de acido metactilico en benceno de concentraciones conocidas.

4.2.2 Obtencion y caracterizacion de nanofibras mediante la técnica de electrohilado

4.2.2.1 Equipo de electrohilado

= Las nanofibras se obtuvieron en un equipo de electrohilado (ver Figura 17). Se usé una
aguja (ver Figura 18) y dos agujas coaxiales (ver Figura 19). Todos los procedimientos
se realizaron a temperatura ambiente.
=  Se tuvieron en cuenta los siguientes parametros del proceso:
e Concentracién de la solucién (Yop/v)
e Tipo de disolvente

e Velocidad de inyeccién (ml/h)
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e Voltaje directo (DC) aplicado (kV)

e Distancia entre la aguja y la placa colectora (cm)

Las soluciones poliméricas fueron transferidas en jeringas de plastico de 5 ml de
capacidad, con agujas de 0.8 mm de diametro para el sistema de una aguja. Para el
arreglo de agujas coaxiales, se utilizaron 2 diferentes diametros de agujas (1.5 mm y 0.8

mm). El volumen inyectado en ambos casos fue de 1 ml.

Se utiliz6 una placa colectora de aluminio repujado de 4 milésimas de espesor (8 cm x

8 cm).

Figura 17. Equipo de electrohilado

Figura 18. Sistema de una aguja
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Figura 19. Sistema de dos agujas coaxiales

4.2.2.2 Preparacion de las soluciones poliméricas para el electrohilado

4.2.2.2.1 Preparacion de las soluciones de PLLA y Colageno

® Se prepararon diferentes soluciones de PLLA. La concentracién se varié de 10 a
150/0p/ V.

* Se prepar6 una solucién de colageno a una concentracion del 5 %p/v. Cabe resaltar
que no se pudo realizar variaciones en la concentracién de las soluciones de colageno,
ya que se disponfa de poca cantidad del mismo, por esto se decidié utilizar la
concentraciéon mas baja posible. Se prepard una solucion de PLLA y coldgeno donde
se utiliz6 una relacion 30:1 (p/p). La concentracion de la solucién fue de 13% p/v con
respecto al PLLA.

Para todas las soluciones se utilizé como disolvente TFE.

4.2.2.2.2 Preparacion de las soluciones de AM-PLLA y Colageno

El AM-PLLAT1 y el colageno se mezclaron en TFE. La mezcla se dejé en agitaciéon durante

24h, para promover el acoplamiento del colageno con el AM-PLLA1. Las relaciones (p/p) de
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AM-PLLA1 y colageno utilizadas fueron de 30:1 y 15/1. La concentracién de la solucién fue

de 13% p/v con respecto del AM-PLLAT.

4.2.2.3 Obtencion de las nanofibras

Los experimentos realizados se describen en las siguientes tablas:

Tabla 6. Electrohilado de PLLA
Muestra Concentracion Disolvente Velocidad Voltaje(kV) Distancia(cm)

(Yop/v) (ml/h)

PLLA 10; 13; 15 TFE 0.4; 0.6; 0.8 10; 13 10

Tabla 7. Electrohilado de colageno (Col)

Muestra Concentracion Disolvente Velocidad Voltaje(kV) Distancia(cm)

(Yop/v) (ml/h)

Col 5 TFE 0.4 10 10

Tabla 8. Electrohilado de PLLA/Col

Muestra Concentracion Relacion Disolvente Velocidad Voltaje(kV) Distancia(cm)

(Yop/v) PLLA- (ml/h)
Col
PLLA- 13 30:1 TFE 0.4 10 10

Col

Tabla 9. Electrohilado de AM-PLIA1/Col

Muestra  Concentracion  Relacion  Disolvente Velocidad Voltaje(kV) Distancia(cm)

(Yop/v) AM- (ml/h)
PLLA1/Col
AM-PLLA1 13 100:0 TFE 0.4 10 10
AM- 13 15:1 TFE 0.4 10 10
PLLA1-Col
AM- 13 30:1 TFE 0.4 10 10
PLLA1-Col
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Tabla 10. Electrohilado coaxial

Muestra Concentracion Relacion Disolvente Velocidad Voltaje(kV) Distancia(cm)
(ml/h)
(%p/v) AM-
PLLA1/Col
AM- 13(PLLA) 30:1 TFE 0.4 10 10
PLIA1-Col
(coraza) 13(AM-
PLLA1-Col)
PLLA
(nucleo)
AM- 13(AM- 30:1 TFE 0.4 10 10
PLLAI- PLLA1-Col)
Col(coraza)
5(Col)
Col(nuicleo)

4.2.2.4 Caracterizacion de las nanofibras

4.2.2.4.1 Espectroscopia de infrarrojo (ATR-FTIR)

La composiciéon quimica de las nanofibras fue determinada mediante esta técnica. Los

espectros de infrarrojo se obtuvieron en el intervalo de 4000-400 cm!, con un espectrémetro

ATR-FTIR, Thermo Scientific Nicolet 6700.

4.2.2.4.2 Espectroscopia Fotoelectronica de rayos X (XPS)

El acoplamiento del coldageno con el AM-PLLA1 en la superficie de las nanofibras fue
determinado por XPS, con un espectréometro VG Microtech Multilab ESCA 2000 system,
equipado con detector multicanal hemisférico CLAM4-MDC. El espectro se obtiene utilizando

una fuente de rayos X MgKa, a 15 kV y 20 mA.
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4.2.2.4.3 Calorimetria diferencial de barrido (DSC)

La temperatura de transicion vitrea (Ty), la temperatura de cristalizacion (T¢) y la temperatura
de fusién (Tr) de las nanofibras fueron determinadas por medio de la técnica de calorimetria
diferencial de barrido en un equipo DSC 2910 TA Instrument. Las muestras fueron llevadas
hasta 200°C a una velocidad de calentamiento de 10°C /min. Las muestras fueron sometidas a

dos ciclos de calentamiento.

4.2.2.4.4 Analisis termogravimétrico (TGA)

Las curvas termogravimétricas se obtuvieron en un equipo Perkin-Elmer 7 series Thermal
Analysis System. Las muestras, aproximadamente de 2 mg, fueron sometidas a calentamiento
desde 25 hasta 400 °C, a 10°C/min bajo atmoésfera de nitrégeno. A través de esta técnica se

determiné la degradacién y estabilidad térmica de cada una de las muestras de nanofibras.

4.2.2.4.5 Microscopia electronica de barrido (SEM)

La morfologfa de las nanofibras electrohiladas fue observada mediante esta técnica en un
microscopio Leica-Cambridge Stereoscan 440, equipado con filamento de tungsteno (W). Las
muestras fueron previamente recubiertas con oro por medio de pulverizacién catédica asistida
por plasma. La distribucién de diametros, el diametro promedio y el porcentaje de area porosa

(%op) se calcularon a partir de las micrografias obtenidas con ayuda del software Image] 1.44p.

4.2.2.4.6 Microscopia electronica de transmision (TEM)

La estructura nicleo-coraza de las nanofibras obtenidas con el sistema de agujas coaxiales fue
verificada por medio de esta técnica, en un microscopio JEOL JEM-1200EX. La muestra a
observar fue recubierta con una capa delgada de oro por medio de pulverizacién catédica

asistida por plasma, y posteriormente fue puesta en una rejilla de cobre.
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4.2.2.4.7 Ensayo de tension

Una maquina universal de pruebas mecanicas (Instron 5500R) fue usada para determinar las
propiedades mecanicas de las nanofibras a una velocidad de deformacién de 10 mm/min a
25°C. Las probetas fueron cortadas en una prensa manual con un troquel afilado con medidas

de acuerdo a la norma ASTM D-1708-96 [72]. Se utilizaron cinco probetas para cada muestra.
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CAPITULO 5 Resultados

CAPITULO 5
RESULTADOS

5.1 Modificacion del poli (acido lactico) con anhidrido maléico (AM-PLLA)

La reaccién de injerto de anhidrido maléico a la cadena del poli (dcido lactico) se discutird en
esta seccién. El efecto de las condiciones de reaccién, asi como el tipo de iniciador y
concentraciéon debe tenerse en cuenta para garantizar el éxito de la reaccién de injerto.
En la seleccién adecuada del perdxido para el injerto de AM en PLLA se tuvieron en cuenta las
siguientes consideraciones:

e DBaja toxicidad
e Baja volatilidad
e Tiempo de vida media corto

e  Alta capacidad para abstraer hidrégenos

Para satisfacer estos criterios, se seleccioné el peréxido de benzoilo como iniciador, ya que es
conocida su habilidad de inducir el injerto de AM en la cadena de varios polimeros con
excelentes resultados, segtn lo reportado en la literatura [73].

El peréxido de benzoilo se caracteriza por tener un enlace oxigeno-oxigeno débil y, por tanto,
es susceptible de sufrir homolisis (ver Figura 74), ya sea por calentamiento o por accion de la

luz para iniciar una reaccién en cadena por radicales libres.

aY In ,fo,xll [y — Wv AN/ NN
N 2 (LU =/ _

Figura 20. Ruptura homolitica del peréxido de benzoilo [74]
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La reacciéon propuesta del injerto de AM en la cadena de PLLA se presenta en la Figura 21.
Como se muestra, la reaccion ocurre en dos etapas. En la primera etapa el perdxido de
benzoilo sufre una ruptura homolitica que genera radicales acilos. Estos radicales aciloxi a su
vez sufren una [-escision y formas radicales arilo, que sustraen un hidrégeno de la cadena
polimérica del PLLA. Esto da lugar a la formacién de un radical en la cadena del PLLA.
Entonces, para que suceda la reaccién de injerto, el radical reacciona con la insaturacioén del
AM, injertandose en la cadena del PLLA y forma un nuevo radical ramificado. Este radical
puede o no reaccionar con mas moléculas de AM o someterse a la transferencia de un atomo
de hidrogeno en su cadena o a otra cadena de PLLA. Este proceso continia hasta que el
injerto es terminado por recombinacion.

Ademas de la reaccion de injerto, el radical en la cadena del PLLA se enfrenta a dos reacciones
secundarias: entrecruzamiento y escision de la cadena. El entrecruzamiento puede ocurrir
cuando el radical en la cadena del PLLA reacciona con el AM por una reacciéon de adicién y
éste se injerta en la cadena del polimero, el radical se propaga para formar un injerto de AM
colgante y largo. Esta reaccion es indeseable, ya que consume sitios activos. En la segunda
posible reaccién secundaria, después de la adicion de la molécula de AM, la cadena de PLA se
puede romper y el radical es transferido a los grupos finales. Excesiva escisiéon de la cadena
conduce a bajos pesos moleculares y a un pobre rendimiento del material. La probabilidad de
que ocurran estas reacciones secundarias depende de la naturaleza del radical y de la cadena
polimérica.

Ademas, en cualquier sistema que implique AM y radicales libres, es probable que se produzca
una reaccion lateral adicional, la cual es la homopolimerizacién del AM que puede competir
con el injerto de AM [75]. Aunque este trabajo no profundiza en los detalles de la cinética de

polimerizacion, es util comentar algunas de las cuestiones pertinentes del injerto de AM.
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Figura 21. Reaccion propuesta del injerto de AM en la cadena del PLLA

5.1.1 Espectroscopia de infrarrojo por transformada de Fourier (ATR-FTIR)

En la Figura 22 se puede observar el espectro para el PLLA con sus bandas caracteristicas las
cuales se describen en la tabla 11. En las Figuras 23, 24 y 25 se muestran los espectros para el
AM-PLLA1, AM-PLLA2, y AM-PLLA3. En la Figura 26 se comparan los espectros de PLLA
y AM-PLLA1 donde se puede observar un cambio en la banda del grupo carbonilo, el cual
muestra dos bandas de absorcién; a 1755 y 1748 cm! (ve=0 en O=C-O-C=0). Para el PLLA
solo se observa una banda de absorcion a 1747 cm! correspondiente al grupo éster. El doblete
que presentan las muestras de AM-PLLA es el resultado de la superposicién de dos bandas de
absorcion. La banda a 1748 cm! es asociada al estiramiento del carbonilo del grupo éster en el
PLLA. La banda a 1755 cm! puede ser asignada al anhidrido injertado porque el AM se
caracteriza por presentar una banda de absorcion intensa entre 1750 y 1794 cm debido al

estiramiento simétrico del C=0. Esto indica que, aparentemente, el AM se encuentra injertado

en la cadena del PLLA.
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Figura 22. Espectro IR de PLLA

Tabla 11. Grupos funcionales caracteristicos segun espectro ATR-FTIR de PLLA

GRUPO FUNCIONAL. NUMERO DE ONDA v

[enr?]

CH; (v.) 2944 — 2994
CH () 2879
C=0 (» 1747

CHj (du, 65,01 + 00) 1357 — 1452
CH (5,) 1319
CH () + COC (») 1267
COC (va) + CH; (ya) 1180
CH; () 1128
COC () 1092
C-OH (9) 1081
CH; () + CC () 954

C-COO () 867 -754
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Figura 25. Espectro IR de AM-PLLA3
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Figura 26. Espectro ATR-FTIR de a) PLLA y AM-PLLA3 b) Ampliacién de los espectros en el

grupo carbonilo.
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5.1.3 Espectroscopia de resonancia magnética nuclear de proton (‘H)

En el espectro de 'H-RMN del PLLA (Figura 27) se pueden observar las siguientes sefiales:
Scu = 5.13-5.18 ppm, dcns= 1.56-1.58 ppm. Al comparar este espectro con los obtenidos para
el AM-PLLA1, AM-PLLA2 y AM-PLLA3 (Figura 28), se observa la aparicion de una sefial a 8
= 3.48 ppm, correspondiente al Scuz y un triplete a 3.92 ppm debido al metino unido al
carbono cuaternario de la cadena del PLLA, las cuales corresponden al anhidrido maléico.
Ademas se aprecia un singulete a 2.16 ppm debido al metilo unido al carbono cuaternario de la

cadena del PLLA. Lo anterior confirma que se logré el injerto de AM a la cadena del PLLA.

PLLA

Figura 27. Espectro 1H-RMN de PLLA
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3(ppm)

Figura 28. Espectro 'H-RMN de AM-PLLA1

5.1.4 Cromatografia de permeacion en gel

La tabla 12 muestra el peso molecular promedio en numero ( M") y en peso (MW) e indice de

polidispersidad (MW/ Mn) de cada uno de los AM-PLLA obtenidos variando la

concentracion de AM de 10% a 20%, manteniendo constante la concentracion del iniciador a
5%.

Tabla 12. Peso molecular y rendimiento del injerto como funcién del % de AM

%AM M (g/mol) Mw (a/mol) Mw /W % 112;1;10 de
0 106,787 192,610 1.80 -
10 87,780 160,889 1.83 0.32
15 83,681 156,170 1.86 0.25
20 70,607 137,319 1.94 0.12

*Determinado por el método de interaccién rodamina-grupo carboxilo [71]
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En la Figura 29 se presenta el rendimiento del injerto en funcién de la concentracién de AM.
Se observa que el contenido de injerto disminuye con el incremento en la concentraciéon de
AM. Este comportamiento es similar al presentado por Mani y colaboradores [76] sobre el
injerto de anhidrido maléico a la cadena del poli (succinato de butileno), quien sugiere que
existe una concentraciéon éptima que depende de la proporcion de [peréxido/AM] para
promover el injerto, que por encima de ésta la eficiencia del injerto disminuye. Esto es lo que
ocurre, aparentemente, en este caso. A bajas concentraciones de AM, los radicales en la cadena
del PLLA reaccionan directamente con el AM. Al aumentar la concentraciéon de AM, las
reacciones de terminacion empiezan a ser prioritarias y el contenido de injerto disminuye. Esto
sugiere que existe una competicion entre el AM y las cadenas de PLLA que reaccionan con los
radicales generados por la descomposicion del peréxido. Sin embargo, la eficiencia de la
reaccién de injerto depende de la estructura, el poder de abstraccion, la temperatura, y el

tiempo de vida del radical del iniciador empleado.

0,35
0,30
0,25 (]

0,20+

% de injerto de AM

0,15

0,10

10 12 14 16 18 20
AM agregado(%)

Figura 29. Efecto de la concentraciéon de AM sobre el rendimiento del injerto

En la Figura 30 se muestra la variacién del peso molecular en funcién de la concentracion de
AM agregada. El peso molecular promedio en nimero disminuyé a medida que se aumentd la

concentraciéon de AM a causa de la posible hidrdlisis de los grupos éster del PLLA.
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Figura 30. Efecto de la concentraciéon de AM sobre el peso molecular promedio en nimero.

5.1.5 Analisis termogravimétrico (TGA)

En la Figura 31 se presentan los termogramas para cada una de las muestras de AM-PLLA. El
analisis termogravimétrico muestra temperaturas de descomposicién mas bajas para cada una
de las muestras de AM-PLLA, comparadas con la del PLLA sin modificar. Esto se debe a que
el injerto de AM modifica la estabilidad térmica del producto. También se observa que la
concentracién de AM adicionada al sistema influye en la estabilidad térmica del polimero
resultante. A medida que se aumenté la concentraciéon de AM, la estabilidad térmica del
producto disminuy6. La disminucién de la estabilidad térmica se correlaciona con los datos de

peso molecular obtenidos.

Por otra parte, se tomaron los termogramas para las mezclas fisicas de PLLA y AM, los cuales
se compararon con los obtenidos para el AM-PLLA. En la Figura 32 se presenta el
termograma para la mezcla fisica con 10% (w/w) de AM (AM-PLLA10) y se incluye la
derivada con respecto al tiempo para hacer mas notables los cambios de pendiente. En el
termograma se pueden observar dos cambios de pendiente. El primero se debe a la pérdida de
peso del AM y el segundo esta acorde al intervalo de descomposiciéon del PLLA. Para el

76



termograma del AM-PLLA1 se observa solo un cambio de pendiente y su comportamiento es
diferente al del PLLA. Por lo tanto, el injerto de AM modifica la naturaleza del PLLA y se

confirma nuevamente que el AM-PLLA se prepard con éxito.

——PILA
——AM-PLLA1
AM-PLLA2
1004 . ——AM-PLLA3
] TR
W
M
60 -
: b
I o \\\.\
20—- \ \\
' IR
0+ 44
0 50 100 15 200 250 300 350 400

Temperatura(°C)

Figura 31. Termogramas del PLLLA, AM-PLLA1, AM-PLLA2 y AM-PLLA3
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Figura 32. Termogramas del PLLA, AM, AM-PLLA10 y AM-PLLA1
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5.1.5 Calorimetria diferencial de barrido (DSC)

Por esta técnica se observd el efecto del injerto de AM a la cadena del PLLA en el

comportamiento térmico. Las Figuras 33- 37 presentan los termogramas para cada una de las

muestras de AM-PLLA y PLLA sin modificar. En la tabla 13 se resumen los datos de T, y T

obtenidos.
——Primer calentamiento
T —+—Segundo calentamiento
0,01
0,14
& 0.2 Ve
% - /‘“m.“ ,whmwgw'&
[ et 4
Q ‘0,3 -1 \'\*'t* T
= ; /
© 4
Q
o
2 044 /
=]
= 4
_0’5 -
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'0,7 T T T I
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Figura 33. Termograma de DSC para el PLLA
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——Primer calentamiento
—+—Segundo calentamiento
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Figura 34. Termograma de DSC para el AM-PLLA1
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Figura 35. Termograma de DSC para el AM-PLLA2
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—+—Primer calentamiento
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Figura 36. Termograma de DSC para el AM-PLLA3

Para la muestra de 10% de AM se observa una disminucién en la T;; y T comparada con la del
PLLA sin modificar, cabe resaltar que esta muestra tiene el porcentaje mas alto de injerto de
AM, lo cual incrementa la movilidad de la cadena y, por ende, una disminucién enla T;; y en la
Ts. Para las muestras de AM-PLLA2 y AM-PLLA3 se observan T, muy cercanas, pero
temperaturas de fusion diferentes. E1 AM-PLLA3 presenta la temperatura de fusién mas baja
en comparacion a la del AM-PLLA2, esto se debe a que una mayor concentracién de AM
promueve la degradacién del polimero, lo cual se referencia con la disminucién del peso
molecular.

Tabla 13. Datos de T, y Tr obtenidos de los termogramas de DSC de las muestras de AM-
PLLA.

%AM T, (C) T«(C)

0(PLLA) 62.68 155.5
10(AM-PLLA1) 59.02 152.8
15((AM-PLLA2) 61.58 153.6
20(AM-PLLA3) 60.71 152.5
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5.1.6 Angulo de contacto

En la tabla 14 se presentan los datos de angulo de contacto para las muestras de AM-PLLA. Se
puede observar que, a medida que aumenta el % de injerto de AM en la cadena de PLLA
disminuye el angulo de contacto de las muestras comparado con el de PLLA sin modificar. Por
lo tanto, el AM-PLLA es mas hidrofilico que el PLLA., con lo que se espera que la afinidad

celular del AM-PLLA sea mejor con respecto a la del PLLA.

Tabla 14. Angulos de contacto (agua)

Muestra % Injerto de Angulo

AM de contacto (°)
PLLA 0 80
AM-PLLA1 0.32 74.5
AM-PLILA2 0.25 74.7
AM-PLLA3 0.12 76.2

5.2 Preparacion de nanofibras por medio de la técnica de electrohilado

5.2.1 Microscopia electronica de barrido

5.2.1.1 Analisis de la distribucion de diametros en las nanofibras

5.2.1.1.1 Electrohilado de PLLA

A continuacién se muestra un resumen de las micrografias obtenidas de las nanofibras de

PLLA, para cada una de las condiciones mencionadas en la tabla 6.

81



Frecuencia
=

03 04 05 06 o7 08 09 10
Diametro(pum)

6]

Frecuencia
N

b)

06 0, 09 10

.7 08
Diametro(pum)

6 1076£174 nm)|

Frecuencia
&
Ne)

08 09 10 11 12 13
Diametro(pum)

Figura 37. Micrografias de SEM (1000x) de nanofibras de PLLA a) 10% p/v; b) 13% p/v; ¢)
15% p/v. La velocidad de inyeccidn, el voltaje aplicado y la distancia se mantuvieron
constantes (0.6 ml/h, 10 kV, 10cm)

La Figura 37 muestra las micrograffas de las nanofibras de PLLA obtenidas a diferentes
concentraciones, tomadas a 1000 aumentos. Se observa que a medida que se aumenta la
concentraciéon de la soluciéon de PLLA, el didmetro promedio de las fibras aumenta. La
solucién de 10% p/v presenta la formacion de perlas en las fibras, indicando que el disolvente
no se evapor6é completamente [77]. Para las soluciones de 13 y 15 % p/v no se obsetva este

comportamiento.
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Figura 38. Micrografias SEM (1000X) de nanofibras de PLLA (13% p/v) a) 0.4 ml/h, b) 0.6
ml/h, ¢) 0.8 ml/h. Voltaje y distancia constante (10 kV, 10cm).

La Figura 38 muestra las micrografias de las nanofibras de PLLA obtenidas a diferentes
velocidades de inyeccion, tomadas a 1000 aumentos. Se observa que, a medida que aumenta la
velocidad de inyeccién para una concentracién constante, la desviacién estandar de los
didmetros de las fibras aumenta. A una velocidad de inyeccién de 0.4 ml/h para una
concentracién del 13% p/v de PLLA se encuentra mayor homogeneidad en los didmetros de
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las fibras, comparado con lo obtenido para las velocidades de 0.6 y 0.8 ml/h, cuya desviacién
estindar es mas alta. A una velocidad de 0.8 ml/h se observa una variaciéon grande en el

diametro de las fibras desde 361 nm hasta 1.7 um.
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Figura 39. Micrograffas SEM (1000X) de nanofibras de PLLA a) 10 kV, b) 13kV.
Concentracién de la solucion, velocidad de inyeccién y distancia constante (13% p/v, 0.4 ml/h,
10cm).

La Figura 39 muestra las micrografias de las nanofibras de PLLA obtenidas a diferentes
voltajes aplicados, tomadas a 1000 aumentos. Se observa que, al aumentar el voltaje para una
concentracién y velocidad constante, el didmetro promedio de las fibras aumenta. Para un
voltaje aplicado de 10 kV hay mas homogeneidad en los diametros de las fibras, comparado

con lo obtenido para un voltaje de 13 kV, cuya desviacion estindar es bastante elevada.
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Ademas, con un voltaje aplicado de 13 kV, se pueden encontrar fibras desde 300 nm hasta 1.5

pm.

De acuerdo al estudio presentado en las Figuras 37-39, se encontraron las condiciones éptimas

de preparaciéon de las nanofibras de PLLA con TFE como disolvente, las cuales son

presentadas en la Tabla 15 y se utilizaron para los experimentos posteriores.

Tabla 15. . Condiciones 6ptimas para la obtencién de nanofibras de PLLA

Variable Polimero
PLLA
Concentracion de la Solucion 13 %p/v
Solvente TFE
Velocidad de inyeccion 0.4 ml/h
Voltaje aplicado 10 kV
Distancia entre aguja y colector 10 ecm

5.2.1.1.2 Electrohilado de colageno (Col) y PLLA-Col

A continuacién se muestra un resumen de las micrografias obtenidas de las nanofibras de

colageno y PLLA-Col, para cada una de las condiciones mencionadas en las tablas 7 y 8:
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Figura 40. a) Micrografia SEM (1000X) de (Col) tipo I liofilizado extraido de piel de borrego
(Elastin Products Company, Inc.), b) Micrografias SEM (10000X) de nanofibras de Coldgeno

La Figura 40 muestra las micrografias del colageno tipo 1 liofilizado extraido de piel de
borrego, tal como se recibié (tomada a 1000 aumentos) y de las nanofibras elaboradas a base de
éste con una concentracion del 5% p/v (tomada a 10000 aumentos). Se observa que se pueden

obtener nanofibras con diametros desde 158 nm, lo cual no se habia alcanzado en las

nanofibras de PLLA.
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5.2.1.1.3 Electrohilado de AM-PLILA1/Col

De acuerdo a los resultados del injerto de AM en la cadena del PLLA se seleccion6 el AM-
PLLA1 para la fabricacién de las nanofibras de AM-PLLA-Col, ya que éste presenté el mayor
porcentaje de injerto de AM, menor angulo de contacto y mayor peso molecular.

La Figura 42 muestra una compilacién de las micrograffas obtenidas para las nanofibras de
AM-PLLA1-Col con diferentes concentraciones de colageno, tomadas a 10000 aumentos. Al
aumentar la concentraciéon de colageno, el diametro promedio de las fibras disminuyé
comparado con el didametro de las fibras de PLLA y AM-PLLA1. Al aumentar la concentracion
de colageno aument6 la desviacién estandar de los diametros de las fibras. No se observa la
aparicion de precipitados o aglomerados en las nanofibras de AM-PLLA1-Col. Por lo tanto el
colageno se compatibiliz6 mejor con el AM-PLLA1, comparado con el PLLA. Las nanofibras
de colageno se observan maltratadas, por lo cual se infiere que la mezcla de colageno con el
AM-PLLA1, aumenta la estabilidad del coldgeno y disminuye el didmetro de las fibras. Con
esto aumenta el area superficial de la membrana de AM-PLLA1-Col, lo cual favorece su

aplicacion en ingenierfa de tejidos.
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Figura 42. Micrografias de SEM (10000x) de nanofibras de a) PLLA, b) AM-PLLA1-Col (100:0), c)
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sistema con nucleo de PLLA con una desviacién estandar mas alta. La estructura ntucleo-coraza

de las nanofibras se determin6 por medio de TEM, los resultados se presentan en la seccion

5.2.2.

5.2.1.2 Analisis del porcentaje de area porosa en las nanofibras

Se determind la fraccién de drea porosa (% @) con ayuda del softwatre Image] 1.44p por medio

de las siguientes imagenes:

Figura 44. Micrografia de SEM (10000x) de nanofibras de PLLA con analisis de porosidad (%o
0=41.2).

Figura 45. Micrograffa de SEM (10000x) de nanofibras de PLLA-Col con analisis de porosidad
(%o 0=30.6).
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Figura 46. Micrografia de SEM (10000x) de nanofibras de AM-PLLA1-Col (30:1) con analisis
de porosidad (%o ¢=45.7).

Figura 47. Micrografia de SEM (10000x) de nanofibras de AM-PLLA1-Col (15:1) con anlisis
de porosidad (%o 9=43.9).

Figura 48. Micrografia de SEM (10000x) de nanofibras de colageno con analisis de porosidad
(%o @=45).
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Los resultados del porcentaje de area porosa mostrados en las Figuras 44-48, resultan ser muy
parecidos, excepto para las nanofibras de PLLA-Col (30:1). El mayor porcentaje de area porosa

se presentd en las nanofibras de AM-PLLA1-Col, con un valor de 45.7%.

5.2.2 Microscopia electronica de transmision (TEM)
La Figura 49 muestra las micrografias tomadas a 25000 aumentos, de las muestras de
nanofibras  del sistema AM-PLLA1-Col (coraza)/Col (ntcleo) y AM-PLLA1-Col
(coraza)/PLLA (nucleo). La estructura coaxial de las nanofibras es verificada, ya que los limites

de la coraza y el nicleo se pueden observar claramente.

Figura 49. Micrografia de TEM (25000x) de nanofibras de a) AM-PLLA1-Col (coraza)/Col
(nucleo), b) AM-PLLA1-Col (coraza)/PLLA (nucleo).

5.2.3 Analisis termogravimétrico (TGA)

La Figura 50 presenta los termogramas para cada una de las muestras de nanofibras de PLLA,
Col, AM-PLLA1 y AM-PLLA1-Col. El analisis termogravimétrico muestra temperaturas de
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descomposicién mas altas para cada una de las muestras de nanofibras de AM-PLLA1-Col
comparadas con la de AM-PLLAL. Esto se debe al posible aumento en el peso molecular. La
muestra de AM-PLLA1-Col (30:1) presenta la mayor estabilidad térmica comparada con la
observada para la muestra de AM-PLLA1-Col (15:1). Conforme aumenta la proporcién de
colageno, la muestra empieza a tener un comportamiento, similar al de la nanofibra de
colageno, que presenta una baja estabilidad térmica en comparacién con todas las muestras.

Por lo tanto, el colageno modifica la estabilidad térmica de las nanofibras de AM-PLLA1-Col.

——NFPLLA
——NFAM-PILTA1

NFAM-PLLA1-Col(30:1)
——NFAM-PLIA1-Col(15:1)
1004 s NFCol

B L B m e e S T N e
0 50 100 150 200 250 300 350 400

Temperatura(°C)

Figura 50. Termogramas de NFPLLA, NFCol, NFAM-PLLA1 y NFAM-PLLA1-Col.

Por otra parte, la Figura 51 presenta el termograma para la muestra de nanofibras de PLLA-Col
(30:1), el cual se compara con el obtenido para las nanofibras de PLLA y AM-PLLA1-Col
(30:1). Se puede observar que la muestra de nanofibras de AM-PLLA1-Col presenta una mayor
temperatura de descomposicién comparada con la de la muestra de PLLA-Col (30:1). Este
comportamiento muestra que la presencia de AM en la cadena del PLLA mejora el

acoplamiento del colageno con el PLLA.
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Figura 51. Termogramas de PLLA, Col, AM-PLLA1 y AM-PLLA1-Col

5.2.4 Calorimetria diferencial de barrido (DSC)

Por esta técnica se observo el comportamiento térmico de las nanofibras de PLLA, PLLA-Col
y AM-PLLA1-Col.

La Figura 52 presenta el termograma para las nanofibras de PLLA. En el primer calentamiento
se tiene una T que va de 61.93 a 63.27°C, seguido de un pico de relajacion entalpica. También
se observa una temperatura de cristalizacién que va de 89.6 a 102.6 °C, segun lo reportado por
Zong, X. H., y colaboradores, este comportamiento se debe a que en el proceso de
electrohilado las nanofibras adquieren un alto grado de orientacién molecular, el cual es un
estado metaestable. Finalmente se tiene una temperatura de fusién que va de 147.5°C a
151.48°C. En la Figura 53 se muestran los termogramas para las nanofibras de PLLA-Col y
AM-PLLA1-Col, donde se observa para el primer calentamiento el mismo comportamiento
descrito para las nanofibras de PLLA. En el segundo calentamiento ya no se tienen nanofibras
y se observan las propiedades del polimero en bulto. En las tabla 13 y 14 se resumen los datos

de T, T. y Tr obtenidos para cada una de las muestras.
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Figura 52. Termograma de NFPLLA
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Figura 53. Termogramas de PLLLA-Col y AM-PLLA1-Col.
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Tabla 16. Datos de T,, Tc y Tr obtenidos de los termogramas de DSC, para el primer

calentamiento de las muestras de nanofibras.

Muestra Primer calentamiento

T¢(°C) T.(°C) T¢(°C)

NFPLLA 62,65 102,66 151,48

NFPLLA- 61,97 97,79 150,98
Col(30:1)

NFAM-PLILA1 54,29 88,86 150,18

NFAM-PLILAI1- 62,87 111,25 149,19
Col(30:1)

NFAM-PLLAI1- 63,48 110,92 149,77
Col(15:1)

Tabla 17. Datos de Ty, Tc y Tr obtenidos de los termogramas de DSC, para el segundo

calentamiento de las muestras de nanofibras.

Muestra Segundo calentamiento

T¢(°C) T.(°C) T¢(°C)

NFPLLA 60,36 124,25 151,75

NFPLLA- 60,44 120,68 151,75
Col(30:1)

NFAM-PLILA1 52,11 121,55 148,71

NFAM-PLILAI1- 61,82 121,36 152,3
Col(30:1)

NFAM-PLLAI1- 61,73 123,87 152,51
Col(15:1)

De acuerdo a los datos mostrados en la tabla 17, se tiene que el comportamiento térmico de la
mezcla de PLLA-Col (30:1), es muy similar al del PLLA. Esto indica que la muestra que se

tomé para la medicién era mayoritariamente PLLA, demostrandose que la compatibilizacién

97



del colageno en mezcla con el PLLA es ineficiente. Por otra parte, las muestras de AM-
PLLA1-Col presentan temperaturas de transicién vitrea y fusion mayores comparadas con la
del AM-PLLA1. Se infiere entonces que el colageno modifica las propiedades térmicas del AM-

PLLA1, por lo cual existe una fuerte interaccion entre ellos.

5.2.5 Espectroscopia de infrarrojo

En la Figura 50 se presentan los espectros del Colageno Tipo I y de las nanofibras de AM-
PLLA1-Col. En el espectro de las nanofibras de AM-PLLA1-Col se observa la apariciéon de
tres nuevas sefiales, la primera a 3400 cm! (va.n en NHb), la cual es caracteristica de los grupos
amino, la segunda y la tercera a 1629 y 1537 cm'(é nu en —CONH-), las cuales son
caracteristicas de los grupos amida. Ademas se observa la desaparicién de la doble sefial del
grupo carbonilo y la sefial a 3400 cm! también se le puede atribuir al grupo acido que se forma
cuando el anhidrido reacciona. Por lo tanto, de este resultado se puede inferir que
posiblemente hubo una reacciéon de los grupos anhidrido de la cadena de AM-PLLA1 con los

grupos amino del colageno.

Transmittance

100" Pt AAM 5RODL sp: NE-AMPLLAL-Col(30:1)..

Transmittance

T
4000 3000 2000 1000
Wavenunbers

Figura 54. a) Espectro IR de Col, b) Espectro IR de nanofibras de AM-PLLA1/Col(30:1)
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Tabla 18. Grupos funcionales caracteristicos del colageno en la nanofibra de AM-PLILLA1/Col

Grupo Numero de
funcional onda v [fem]
vn-u en NH2 3300-3500
dnHen 1629
—-CONH-
Amidal
SN en 1537
—CONH-
Amida IT

5.2.6 Espectroscopia Fotoelectronica de rayos X (XPS)

Los espectros XPS de amplio barrido de la superficie de las nanofibras de PLLA, AM-PLLAT,
PLLA-Col (30:1) y AM-PLLA1-Col (30:1) se muestran en la Figura 55. El espectro de AM-
PLLA1 muestra los picos correspondientes al C 1s y al O 1s. En contraste, un nuevo pico
correspondiente al N 1s aparece en el espectro para las nanofibras de PLLA-Col (30:1) y AM-
PLLA1-Col (30:1). Este pico es mas notorio en el espectro de las nanofibras de AM-PLLAT-
Col, comparado con el observado para las nanofibras de la mezcla de PLLA-Col (30:1). Como
la magnitud del pico de nitrégeno corresponde a los grupos amino del colageno, se puede
inferir que hay mayor cantidad de colageno en la superficie de las nanofibras de AM-PLLA1-
Col (30:1) que en la superficie de las nanofibras de PLLA-Col (30:1).

Los espectros para el orbital C 1s de las nanofibras de AM-PLLA1, PLLA-Col (30:1) y AM-
PLLA1-Col (30:1) se muestra en la Figura 56. Para las nanofibras de AM-PLLA1, se compone
de tres picos, con energia de enlace a 285.00 eV para los enlaces C-H, a 286.97 eV para los
enlaces C-O y a 288.94 eV para los enlaces O-C=0. En el espectro de las nanofibras de AM-
PLLA1-Col aparecen dos nuevos picos asociados con los enlaces C-N y O=C-NH a 285.80 eV
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y 288.17 eV, respectivamente. En el espectro para las nanofibras de PLLA-Col (30:1) también
aparecen estos picos. Sin embargo, el enlace formado por los grupos anhidro del AM-PLLA1 y
los grupos amino del coldgeno se hace evidente por la intensidad y el area de cada pico.

La figura 57 presenta los espectros para el orbital O 1s. Para las nanofibras de AM-PLLA1
presenta dos picos, con energia de enlace a 531.94 eV para los enlaces O-C=0 y a 533.38 eV
para los enlaces C-O. En el espectro para las nanofibras de AM-PLLA1-Col (30:1) aparece un
nuevo pico a 532.81 eV para los enlaces O=C-NH.

Por dltimo, en la Figura 58 se muestran los espectros para el orbital N 1s para las nanofibras de
AM-PLLA1-Col (30:1) y PLLA-Col (30:1), donde se presentan dos picos; a 398.60 eV para los
enlaces C-N y a 39991 eV para los enlaces O=C-NH. Los resultados demuestran el

acoplamiento del colageno y el AM-PLLA1 en las nanofibras.

] o1s (5]
] \ o
= E)
3 =
= 2
£ ] cis é 1
= 4 — ,— cs
1000 800 600 400 200 o 1000 800 600 400 200 o
Energia de enlace(eV) Energia de enlace(eV)
] ] (D]
] ° 15\ 1 o1
E E7
z 2
£ g ci1s
E E Nis |
] Nis | C1s ] p
1000 800 600 400 200 o 1000 800 600 400 200 o
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Figura 55. Espectro XPS de amplio barrido de nanofibras de a) PLLA, b) AM-PLLA1,c) PLLA-Col

(30:1) y d) AM-PLLA1-Col (30:1)
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Figura 56. Espectros para el orbital C 1s de nanofibras de ) AM-PLLA1,b) PLLA-Col (30:1),c)
AM-PLLA1-Col (30:1)
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Figura 57. Espectros para el orbital O 1s de nanofibras de a) AM-PLLA1,b) PLLA-Col
(30:1),c) AM-PLLA1-Col (30:1)
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Figura 58. Espectros para el orbital N 1s de nanofibras de a) PLLA-Col (30:1),b) AM-PLLA1-
Col (30:1)

5.2.7 Ensayo de tension

En la Figura 59 se muestra la curva esfuerzo vs deformaciéon obtenida para la membrana de
nanofibras de PLLA. Se puede observar claramente la zona elastica y plastica del material.
Ademas, se presenta un punto de fluencia, donde aparece un cuello en la probeta, caracterizado
por una disminucién muy marcada en la seccion transversal de esta, en un punto particular, por
lo que en la zona de area reducida, el material estarfa recibiendo una carga o tensién mucho
mayor que la que se grafica realmente (tensién nominal) producto de la disminucién del 4rea en
ese punto. Seguido a esto, se observa el punto de carga maxima y el punto de ruptura de la
probeta. Cabe resaltar que las nanofibras sufren un alto grado de alineacién, debido a la tension

uniaxial que se les ejercié. La Figura 60 muestra una micrografia SEM de la membrana, tomada
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a 10000 aumentos donde se observa la alineacién de las fibras en el punto C de la curva

esfuerzo vs deformacién.

| —— NFPLLA|

5

zona elastica

P
‘Mm**wwy»kk«—«—»*ktmt—*t»

0,04

T T T
0,0 0,5 10 15 2,0

&(mm/mm)

Figura 59. Curva esfuerzo vs deformacién de la membrana de nanofibras de PLLA.

Figura 60. Micrografia SEM (1000X) de la membrana de nanofibras de PLLA a) en el punto
inicial de la curva, b) en el punto C de la curva de la Figura 55.
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El comportamiento descrito anteriormente para la membrana de nanofibras de PLLA, también
se observo para las demas muestras.

En la Figura 61 se presentan los resultados de las propiedades mecanicas medidas, a las
membranas de nanofibras de PLLA, PLLA-Col y AM-PLLA1-Col; médulo de elasticidad,
resistencia a la tension y porcentaje de deformacién. Los datos para las nanofibras de colageno,
son los encontrados por Gary L. Bowlin y colaboradores [78], quien usé el mismo tipo y fuente

de colageno de este trabajo.
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Figura 61. Propiedades mecanicas de las membranas de nanofibras

De acuerdo a los datos mostrados en la Figura 61, se observa que la membrana de las
nanofibras de la mezcla fisica de PLLA-Col (30:1) tiene bajas propiedades mecanicas y que se
asemeja al comportamiento de las nanofibras de colageno, debido a la baja miscibilidad de las
fases. La membrana de AM-PLLA1-Col (30:1) muestra mejores propiedades mecanicas, en
comparacion con la de PLLA-Col (30:1), por lo cual se infiere, de acuerdo a los resultados de

ATR-FTIR y XPS, que existe una mejora en el acoplamiento del colageno con el AM-PLLAL.
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Esto brinda a las nanofibras una mayor resistencia y deformacioén. También se observa que a
medida que se aumenta la concentraciéon de colageno, la resistencia y la deformacion
disminuyen.

Las propiedades mecanicas medidas a las membranas de nanofibras fabricadas con el sistema
de agujas coaxiales se presentan en la Figura 62. De acuerdo a los resultados para el sistema de
AM-PLLA1-Col (30:1) (coraza)/PLLA (nicleo), se obtuvieron mejores propiedades mecanicas,
comparadas con las membranas de cada componente individual. Para el sistema de AM-
PLLA1-Col (30:1) (coraza)/Coligeno (nucleo) no se presenté el mismo comportamiento, ya

que el soporte era de colageno y este tiene pobres propiedades mecanicas.
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CAPITULO 6 Discusién de los resultados

CAPITULO 6
DISCUSION DE LOS RESULTADOS

El anhidrido maléico se injerté en la cadena del PLLA mediante una reaccién por
radicales libres, de acuerdo a los resultados de infrarrojo y resonancia magnética
nuclear. El peso molecular del PLLA disminuye al aumentar el injerto de AM a la
cadena y con el aumento de la concentracion inicial de AM. El analisis
termogravimétrico mostré que, a medida que aumenta el injerto de AM, disminuye la
estabilidad térmica del PLLA. Los resultados de DSC indican que a mayor porcentaje
de injerto de AM a la cadena del PLLA disminuye la temperatura de transicion vitrea,
debido a que la cadena del PLLA se hace mas flexible.

Se lograron obtener nanofibras de PLLA en solucién con TFE, mediante la técnica de
electrohilado. La variacién en los parametros del proceso tales como concentracion,
velocidad de inyeccion, voltaje y distancia entre la aguja y el colector, influyen sobre el
diametro de las fibras. Se evidenci6 que al aumentar la concentracién de la solucién de
PLLA, el diametro de las fibras se incrementa. Por otra parte, a una concentracién
dada, el aumento en la velocidad de inyecciéon aumenta el didmetro de las fibras y
ademas aumenta la desviacion estindar, dando como resultado fibras con didmetros
muy variables.

Las nanofibras de la mezcla fisica de PLLA y coldgeno, mostraron que la mezcla es
parcialmente miscible, ya que en la superficie de las nanofibras se observaron

precipitados de colageno.
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Al aumentar el contenido de colageno, el diametro de las nanofibras disminuye, y esto
favorece el aumento del area superficial de la membrana.

El porcentaje de area porosa para las nanofibras de AM-PLLA1 fue mayor comparado
con el de las nanofibras de la mezcla de PLLA-Col, lo cual favorecera el crecimiento y
adhesion celular.

El analisis termogravimétrico de las nanofibras de AM-PLLA1-Col mostré que la
presencia de AM en la cadena del PLLA, mejora el acoplamiento del coliageno con el
PLLA, brindandole una mayor estabilidad térmica comparada con la de la mezcla fisica
de PLLA-Col.

Los resultados de DSC evidenciaron que, en el proceso de electrohilado, las nanofibras
adquieren un alto grado de orientaciéon molecular. Por otra parte, las muestras de AM-
PLLA1-Col presentaron temperaturas de fusién mayores comparadas con la del AM-
PLLAT, por lo cual existe una interaccién fuerte del colageno con el AM-PLLAL.

De acuerdo a los resultados de espectroscopia de IR y XPS de las nanofibras de AM-
PLLA1-Col, se evidencia un enlace entre el PLLA y el coldageno gracias al injerto de
AM

Las propiedades mecanicas de las nanofibras de AM-PLLA1-Col fueron mejores en
comparacioén con las nanofibras de la mezcla de PLLA-Col, con la misma proporcién
de colageno.

Se lograron producir nanofibras con estructura nicleo-coraza por medio del sistema
de agujas coaxiales.

Las propiedades mecanicas de las nanofibras de AM-PLLA1-Col (coraza)/PLLA

(nucleo) mejoraron con respecto a las de los componentes individuales.
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CAPITULO 7 CONCLUSION

CAPITULO 7
CONCLUSION

Los resultados del presente estudio demuestran que el injerto de AM a la cadena del
PLLA favorece el acoplamiento de éste con el colageno y, debido a esto, las
propiedades morfolégicas, mecanicas y térmicas de las nanofibras de AM-PLLA1-Col
son mejores en comparacioén con las nanofibras de la mezcla fisica de PLLA-Col, con
la  misma proporcién de colageno. Por lo tanto se considera que se logrd

satisfactoriamente el objetivo general planteado en este trabajo.
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CAPITULO 8 Recomendaciones

CAPITULO 8
RECOMENDACIONES

Se recomienda utilizar otro tipo de peréxido para la reacciéon de injerto de AM a la
cadena del PLLA, para comparar el porcentaje de injerto obtenido en este trabajo.

Se recomienda realizar pruebas de crecimiento celular iz witro e in vivo para las
membranas de AM-PLLA1/Col obtenidas y estudiar el comportamiento de estas en el

campo de la ingenierfa de tejidos.
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