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Resumen

Los implantes estructurados o scaffolds han sido ampliamente estudiados con el objetivo
de restaurar la funcion de diferentes tejidos bioldgicos como: la piel, tejido 6seo etc.
dando como resultado una disciplina denominada: ingenieria de tejidos.

Para la fabricacion de estos materiales se han utilizado varios métodos como: la
lixiviacion de particulas, Solvent casting, moldeo, electrohilado, entre otros.
Aprovechando las ventajas de los polimeros biocompatibles, ya sea sintéticos, naturales
0 de ambos.

En este trabajo, se fabricaron scaffolds de poli e-caprolactona (PCL), colagena tipo |
(CLG 1) y polivinilpirrolidona (PVP) usando la técnica de electrohilado. Se produjeron tres
membranas porosas: PCL, PCL-CLG | y PCL - FQL (donde FQL es el copolimero
formado por CLG | y PVP).

Los precursores y las membranas se caracterizaron por microscopia electronica de
barrido, andlisis termogravimétrico, calorimetria diferencial de barrido, espectrometria de
infrarrojo y ensayo mecanico.

PCL muestra mayor resistencia atribuida a la adicién de colageno. Sin embargo, los
cambios en las propiedades térmicas fueron muy pequefios. Del mismo modo, el analisis
infrarrojo muestra poca evidencia de la presencia de FQL y CLG | en PCL debido a la

pequefia cantidad de estos polimeros.



Abstract

Scaffolds and structured implants have been studied with the goal to restore function of

human tissues, such as: skin, bone etc. resulting in tissue engineering.

Several methods of fabrication have been used, such as, lixiviation of particles, solvent
casting, molding, electrospinning among others. Taking advantage of benefits from

biocompatible polymers, either synthetic, naturals or both.

In this work, polycaprolactone/collagen type | (CLG I)/polyvinylpyrrolidone (PVP)
scaffolds were fabricated using electrospinning technique. Three different porous
membranes were fabricated: PCL, PCL-CLG | (Polycaprolactone and collagen mixture.)
and PCL — FQL (polycarpolactone, polyvinylpirrolione and collagen type | mixture). Were
characterized by scanning electron microscopy (SEM), thermogravimetric analysis (TGA),
differential scanning calorimetry (DSC), infrared spectrometry and mechanical test.

PCL shows increased strength attributed to collagen addition. However, changes in the
thermal properties were very small. Similarly, the infrared analysis shows little evidence
of FQL and CLG | in PCL due to the small amount of these polymers.
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Acrdénimos y Abreviaturas.

[IM-UNAM:
INR:

CLG I
PVP:

PCL:

CLG I -PVP:

FQL:
PCL — FQL:
SDS-PAGE:

BSA:
ABS:
MED:
DEV:
TEMED:

APS:

PBS:
SEM:

TGA:
DSC:

FTIR:

ASTM:
US-FDA:
PGA:
PLA:

HA:
GPC:

Instituto de Investigaciones en Materiales — UNAM.

Instituto Nacional de Rehabilitacion.

Colagena nativa tipo |

Polivinilpirrolidona

Poli (e-caprolactona)

Mezcla fisica de coldgena nativa tipo | y polivinilpirrolidona.

Copolimero formado por CLG |y PVP.

Mezcla fisica de PCL y FQL.

Acrénimo eninglés de sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel
electrophoresis (electroforesis en gel de poliacrilamida con  dodecilsulfato
sadico).

Acrénimo en inglés de Bovine serum albumin (Albumina de suero bovino)
Absorbancia

Media aritmética

Desviacion estandar

N,N,N',N'-tetrametiletilenodiamina (CH3),NCH,CH, N(CH3),.

Acrénimo en inglés de Ammonium persulfate (Persulfato de amonio)
(NH4)2S,0s

Abreviatura en inglés de Phosphate buffered saline (Tampédn fosfato salino)

Acrénimo en inglés de Scanning Electron Microscope (Microscopia
electrénica de barrido)

Acrénimo en inglés de Thermogravimetric Analisys (Termogravimetria).

Acronimo en inglés de Differential scanning calorimetry (calorimetria
diferencial de barrido).

Acronimo en inglés de Fourier transform infrared spectroscopy
(Espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier).

American Society for Testing and Materials.

Food and Drug Administration of the United States.

Polyglycolic acid (4cido poliglicdlico).

Polylactic acid (acido polilactico).

Hydroxyapatite (Hidroxiapatita).

Gel Permeation Chromatography (Cromatografia de permeacion en gel)
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CAPITULO |

Introduccion.

La falta de disponibilidad de tejidos y érganos para trasplantes, asi como los complejos
problemas asociados a su trasplante, el rechazo inmunoldgico por el organismo del
paciente y la transferencia de patdgenos llevo a la necesidad de buscar una alternativa
para lograr la regeneracion del tejido dafiado o funcionalmente deficiente, naciendo asi la
Medicina Regenerativa o Ingenieria de Tejidos, la cual originalmente era una rama de la
Ciencia de los Biomateriales, sin embargo su importancia crecio tanto y tan rapidamente

gue ahora es un campo por derecho propio.

La Ingenieria de Tejidos es un campo multidisciplinario que aplica los principios y
métodos de la ciencia de materiales, la bioquimica y la biologia celular y molecular para
el desarrollo de scaffolds con la finalidad de restaurar, mejorar o mantener la funcion

bilégica de un tejido u 6rgano dafiado [1,2].

En el grupo de investigacion de biomateriales del 1IM-UNAM actualmente se esta
desarrollando un proyecto para la obtencién de scaffolds de diferentes materiales
(naturales y sintéticos) que puedan ayudar en la regeneracion de diversos tejidos del
cuerpo humano, principalmente de hueso, traquea, uretra e higado, y se esta trabajando
en colaboracion con grupos de investigacion del INR, Hospital Gea Gonzalez, ISSSTE, y

Hospital General. En este trabajo se realizO un andamio a partir de colagena y e¢-

caprolactona para estos fines.
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CAPITULO |

Justificacion

La fabricacion de un andamio o scaffold que pueda ser coadyuvante durante la
reparacion de un tejido bioldgico llevéd a la propuesta de obtener matrices que pudiesen
alojar potencializadores de la restauracion fisiolégica, como es el caso del copolimero
compuesto de colagena nativa tipo | y polivinilpirrolidona, que da como resultado un
material que posee propiedades inductoras de la cicatrizacion y de la regeneracion
tisular [1], debido a que este copolimero tiene efectos moduladores sobre el metabolismo
de la colagena y de la osteonectina y elastina y en la expresion de ciosinas pro-
inflamatorias [2,3]. Estas propiedades son potenciales en la reconstruccion de tejidos,

tales como la piel y el hueso.

Para formar la matriz porosa y aumentar el tiempo de reabsorcion se combina con poli(e-
caprolactona), polimero biocompatible utilizado eficientemente en aplicaciones médicas

tales como, suturas quirargicas e implantes cuya funcién terapéutica es temporal [4-5].

Dadas las caracteristicas de los componentes que constituyen a las matrices, éstas
podrian ser usadas como medio de andamiaje celular y acelerador de la recuperacion de
tejidos daflados en casos clinicos, tales como cirugias 0 quemaduras dérmicas entre

otros.
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CAPITULO |

Objetivos

Objetivo general

Fabricar a través de la técnica de electrohilado, matrices porosas, utilizando como base
poli (e-caprolactona) y un copolimero compuesto de colagena nativa tipo | y
polivinilpirrolidona.

Objetivos Especificos

1. Obtener coldgena nativa a través de un proceso enzimatico, disolucién y

precipitacion.

2. Cuantificar la proteina obtenida, para conocer su relacibn masa/volumen en

solucion y utilizarlo al identificar la proteina a través de la técnica de electroforesis.

3. Obtener un copolimero a través de la irradiacion gamma de mezcla fisica CLG I-
PVP.

4. Formacion de matrices porosas homogéneas con las mezclas fisicas: PCL-FQL y
PCL-CLG I a través de la técnica de electrohilado.

5. Caracterizacion fisicoquimica de las matrices, como preliminar para realizar

estudios posteriores.

12



CAPITULO 11l

Fundamento Tedrico

Scaffolds.

Los andamios o scaffolds (en inglés) son dispositivos auxiliares en la restauracion de
tejidos, generalmente son sélidos porosos fabricados a partir de biomateriales naturales
0 sintéticos.

La implantacion de estos andamios permite la recuperacioén de 6rganos o tejidos al imitar
la matriz extracelular, la cual funciona como un medio de integracion fisiolégico que
permite el crecimiento celular. Esta se encuentra formada por diferentes tipos de
macromoléculas que definen su arquitectura; los componentes basicos son: el sistema
colageno, el sistema elastico (formado por elastina), glicoproteinas, los
glicosaminoglicanos vy los proteoglicanos. [3] Estos componentes son generalmente
producidos por la célula o los aporta el torrente sanguineo. [4] Estas macromoléculas
forman el medio donde las células subsisten, se reproducen y desempefian sus
funciones.

La fabricacion de matrices con estructuras similares a la matriz extracelular tiene un alto

potencial en la ingenieria de tejidos y en aplicaciones de regeneracion de 6rganos. [5]

Estas matrices pueden proveer el soporte necesario para la proliferacion celular ademas
de inducir procesos sintéticos en sitios anatomicos donde parte de un tejido u érgano ha
sido removido debido a un trauma o intervencidén quirdrgica [6]. Por estas razones los
andamios deben soportar el crecimiento vy diferenciacién celular, mantener una
estructura tridimensional y eventualmente degradarse y reabsorberse o incorporase al

nuevo tejido generado.

Otra propiedad esencial es proveer una adecuada interaccion o comunicacion entre
células individuales y sus vecinas proximas. Por lo que las estructuras deben de ser
altamente porosas. [7,8], en un intervalo de 100 a 900 um [9,10] e incluso hasta 2mm
[11], dependiendo del tejido que se pretende restaurar, sin tener una pérdida
considerable de sus propiedades mecanicas, dado que deben ser fisicamente

manipulables para su aplicacién clinica. Por lo que la forma de un andamio celular y su

13



CAPITULO 11l

morfologia son elementos cruciales para su desempefio mecanico y su respuesta

bioldgica.

Estrada, Paz y Lépez (2005) [10] enlistan una serie de caracteristicas basicas que deben

poseer los andamios o scaffolds usados en la ingenieria de tejidos, principalmente en

regeneracion osea:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7

8)

Biocompatibilidad. Como capacidad del material para no causar efectos
fisiologicos potencialmente dafinos. [12]

Porosidad. necesaria para la vascularizacion y procesos metabdlicos durante la
actividad celular. [13]

Tamafio del poro. Adecuado para la migracién celular. [14]

Propiedades de la superficie. La morfologia y quimica de la superficie son
cruciales para adhesion y proliferacion celular [15]

Osteoinductividad: es el proceso por el cual las células osteoprogenitoras son
persuadidas y estimuladas por medio de factores de crecimiento y diferenciaciéon
para formar hueso nuevo. [16,17]

Osteoconductividad. capacidad del material para actuar como andamiaje y
soportar el acoplamiento celular. [16,17]

Propiedades mecanicas. Deben de ser similares a las del sitio de implantacion.

Biodegradabilidad. La velocidad de degradacion debe estar en el intervalo de la
formacion del nuevo tejido, de tal manera que, para cuando la lesién esté
totalmente regenerada, la matriz tridimensional se haya degradado totalmente.
[17,18,19]

Existen scaffolds fabricados de diferentes polimeros biodegradables; sintéticos como:

acido poliglicdlico, poli (e-caprolactona), poli (acido lactico) [20-23]; y naturales como el

quitosan y colagena [24] por mencionar algunos.
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CAPITULO 11l

Siendo los fabricados a partir de coldgena uno de los mas importantes debido que es la
proteina que constituye gran parte de la arquitectura de la matriz extracelular de los

mamiferos. [25]

La fabricacion de scaffolds se ha realizado a partir de diferentes técnicas, creando
basicamente estructuras continuas y porosas. Sin embargo cada técnica de elaboracion
le confiere al andamio final caracteristicas estructurales diferentes, por lo que es muy
importante elegir la técnica correcta segun la aplicacion final del andamio [26]. Algunas

de las técnicas mas convencionales se describen a continuacion.

Solvent Casting: Es un proceso en el que materiales seleccionados se inyectan o vierten
sobre moldes previamente manufacturados, de los cuales una vez fijada la matriz o
membrana se retira facilmente. [27] Para este proceso es necesario el uso de disolvente
que se evaporan durante el proceso dejando una pelicula o estructura que sera utilizada

como andamio. [28]

Lixiviacion de particulas: Esta técnica consiste en preparar una solucidn polimérica con
adicién de particulas salinas o materiales solubles en agua, con un tamafio especifico y
un disolvente, hasta tener una suspension homogénea [29]. A la cual se le deja
evaporar el solvente para dejar un volumen con cristales de sal embebidos sobre todo el
sélido, estas sales se disuelven para dejar una estructura porosa [30], dejando un

andamio en 3D.

Actualmente métodos de sinterizacion [31] y fusion [32] han sido usados para la
preparacion de andamios para soporte en el cultivo de células capaces de imitar el

entorno natural de los tejidos [33,34].

Electrohilado: es otro método para la preparacion de membranas porosas, pues resulta
versatil y muy atractivo para la preparacion matrices hiladas, debido a que es posible
controlar su morfologia y funcionalidad. [35] Este método consiste en producir fibras de
didmetros que van de algunos micrometros llegando a un orden de unos 100 nanémetros
[36], utilizando un dosificador para un polimero en solucién y un campo magnético para

originar hilos muy delgados que se depositan en un colector.
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CAPITULO 11l

Se han realizado diversos trabajos sobre el electrohilado de andamios utilizando
principalmente PCL en combinacion con otros polimeros, como quitosano [37],
polidiidopropilfumarato[38], polietilenglicol [39], colagena tipo | [40], entre otros. Estos
andamios se han utilizado principalmente como medios de cultivos celulares, liberacion
controlada de de factores de crecimiento, proliferacion y diferenciacién de células madre
[40,41], y de lineas osteoblasticas [38].

Colagenatipo |

La colagena es una proteina en forma de fibras que mantiene la fuerza y flexibilidad de
los tejidos biolégicos. Estas fibras se denominan fibras colagenas y se encuentran en
todos los organismos pluricelulares y son secretadas por células del tejido conjuntivo
como los fibroblastos. [42] Es el componente mas abundate de la piel y de los huesos,

cubriendo casi un 25% de la masa total de las proteinas en los mamiferos. [43]

Existen diferentes clases de colagena de acuerdo a su estructura molecular aunque
todas las clases de colagena forman una triple hélice, sin embargo la longitud de la
hélice, asi como la naturaleza y tamafio de la porcion no helicoidal de la molécula es lo

que varia de tipo en tipo. [44]

El tipo de colagena que atafie a este trabajo es la colagena tipo | llamada asi por ser La

primera coldgena caracterizada, debido a que es la més abundante en el organismo.

A nivel estructural esta proteina forma fibrillas de 300 nm de largo y 1.5 nm de diametro.
Dicha fibrilla se muestra como un heterotrimero que consta de 2 cadenas a1 idénticas y
una cadena a2 [ai(l).02(1)]. Cada cadena a tiene 1,050 residuos de aminoacidos que
adoptan una conformacion helicoidal dextrogira donde cada giro posee 3.3 residuos de
aminoacidos. La conformacion helicoidal de la colagena a través de sus grupos

peptidicos se puede observar en la Figura 1.
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CAPITULO 11l
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Figura 1. A) Modelo de la estructura coldgena con los enlaces amida [45]. B) Arreglo
estructural con la secuencia de aminoécidos que forman el modelo helicoidal [46].

El andlisis microscopico de las fibras de colagena tipo | muestra una organizacién en
forma de bandeo cruzado con intervalos de 67 nm. Finalmente, este tipo de colagena, se
asocia con los tipos I, 1V, VI, XIl y XIV, asi como con otras proteinas no colagénicas
[47,48].

La colagena tipo | en forma nativa o desnaturalizada se utiliza en la fabricacién de
apositos o como sustrato para ingenieria tisular ya que su biocompatibilidad y
propiedades biodegradables son unicas. [49] Se ha potencializado su uso como
andamiaje celular en tejidos como el hueso, donde se ha demostrado que promueve la
osteointegracion [50,51]; mientras que en el cartilago, favorece la reconstruccion de la

forma y la funcion del menisco medio en humanos [52]. Del mismo modo, en
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CAPITULO 11l

combinacion con hidroxiapatita o nano-hidroxiapatita, favorece la regeneracién de hueso

en modelos animales [53,54].
Es usada en forma de solucion, membranas o esponjas segun sea la aplicacion
Poli(vinil pirrolidona) (PVP).

El homopolimero de N-vinil-2- Pirrolidona es un polimero biolégicamente inerte [55],
soluble en agua y en otros solventes polares. Tiene excelentes caracteristicas de

adherencia y formacion de peliculas [56].

El PVP se obtiene por la polimerizacién radical de vinilpirrolidona, resultando en

estructura en la Figura 2.

N 0 N 0 N Q

1 CY == CH, — CH — €H, — CH — CH,

Figura 2. Estructura quimica del Polivinilpirrolidona. [57]

Después de la polimerizacion, el producto es secado se lleva ya sea por pulverizacion o

secado en tambor. Esto da como resultado un polvo blanco con tonalidades amarillas.

Los polimeros de PVP con diferentes masas moleculares son distinguidos de acuerdo al
namero-K, existiendo asi los tipos K-12, K-15, K-17, K-30 que son utilizados para
administracion parenteral en preparaciones veterinarias y humanas; mientras que los
tipos K-25 y K-30 son utilizados para la fabricacion de productos administrados por via
oral y topica como son, los farmaceuticos orales, los alimentos, las cremas y los

cosméticos [58].
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Existe un gran numero de datos experimentales que fundamentan su seguridad e
inocuidad. Este polimero es practicamente no metabolizable y se excreta principalmente

por via urinaria (95% en un periodo menor a 24 horas) [55]

Poli(e-caprolactona) PCL

Es un polimero termoplastico, poliéster alifatico derivado de la sintesis quimica del
petréleo crudo. Aunque este polimero se produce a partir de materias primas no

renovables es totalmente biodegradable. [59]

El PCL posee una buena resistencia al agua, aceite, cloro, siendo soluble en solventes
organicos. Es un polimero semicristalino, presenta un bajo punto de fusion de 59-64°C y
una temperatura de transicion vitrea de -60°C [60]

Se obtiene mediante una reaccion de polimerizacion de apertura de anillo a partir de la -
caprolactona, utilizando como catalizador el octanoato de estafio, como se muestra en la
Figura 3. [61]

@]

~ ;

catalizador 1]
———————————— - Q) —(CHy)5—Coampe

Q
N/ A

Caprolactona

hil

Figura 3. Sintesis de la poli(e-caprolactona).

Se usa principalmente en poliuretanos termoplasticos, resinas para revestimientos de

superficies, adhesivos, dispositivos medicos, entre otros.[59]

Debido a sus caracteristicas de resistencia y biodegradaciéon ha sido eficientemente

utilizado en aplicaciones médicas especificas tales como, suturas quirdrgicas e implantes
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cuya funcién terapéutica es mecanicamente temporal [62-63]. Se ha usado ademas
como dispositivo de administracion de farmacos. Lo cual consiste en mezclar de manera
controlada el polimero y el farmaco implantandose en un tejido especifico, donde se

liberard conforme a la degradacion del PLC. [64]

La toxicidad del PCL ha sido ampliamente estudiada como parte de la evaluacion de
Capronor [101], material que tiene como principal componente la policaprolactona usado
en dispositivos de liberacion controlada de anticonceptivos. Ha sido aprobado por la US-

FDA vy es actualmente considerado como no toxico y biocompatible [64].

Los enlaces ésteres de este polimero son susceptibles a la hidrélisis lo cual provoca su
degradacion en medios fisiolégicos. Sin embargo su tiempo de degradacion in vivo es
relativamente elevado, de hasta 3 afios, a causa de su estructura semicristalina y

dependiendo de su peso molecular inicial [65].

En comparacion con otros materiales de uso comuan, tales como andamios de acido
polilactico (PLA) y el &cido poliglicdlico (PGA), el PCL tiene buenas propiedades

mecanicas y puede ser facilmente procesado [66].

Sin embargo, debido a sus propiedades hidrofébicas intrinsecas y la falta de grupos
funcionales bioactivos, el PCL no fue muy favorable en una primera etapa para el

crecimiento celular, lo que limitaba sus aplicaciones a la ingenieria de tejidos [67].

Muchos métodos han sido desarrollados para modificar la superficie del andamio para
mejorar su biocompatibilidad [68-73]. Entre estos métodos, la modificacién de materiales
sintéticos con los productos naturales es una manera sencilla y eficaz para preparar el
andamio hibrido con ventajas combinadas de los componentes, aunado a esto la
velocidad de degradacién del PLC se puede aumentar mediante la copolimerizacion o
mezcla con polimeros hidrofilos [60] o por adicion de acido oleico o aminas terciarias,
que catalizan la reaccion de hidrdlisis [61] dado que es susceptible a formar mezclas

compatibles con una amplia variedad de polimeros [74].

Su degradacion in vivo ocurre en dos etapas. En primera instancia ocurre una ruptura de
cadenas debido a la hidrdlisis, de forma que disminuye el peso molecular, [61] y

posteriormente estas cadenas mas pequefas y porciones de bajo peso molecular, son
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transportadas fuera del sitio de implantacion por los fluidos del cuerpo o por fagocitosis
[62].

Debido a que el PCL se ha mezclado, copolimerizado o injertado con otros polimeros
hidrofilos, se ha fabricado en una variedad de formas tales como membranas, peliculas,
matrices, fibras, entre otras, con la finalidad de producir andamios para el crecimiento de
células tales como los fibroblastos dérmicos humanos y mioblastos, ya que el copolimero
proporciona una buena superficie quimica para la fijacion de dichas células [63] al ser
mezclado con otros polimeros hidréfilos. Incluso se han reportado matrices fabricadas a
partir PCL PCL/HA utilizadas como tutores del crecimiento de osteoblastos para la

reparacion 6sea. [64]
Electrohilado

El electrohilado es una técnica muy utilizada para la produccién de fibras poliméricas
con diametros a escala nanométrica y micrométrica. [75]. Este proceso fue descubierto
por Formhals [76] en 1934 y se ha estudiado desde la primera mitad del siglo XX [77]. Ha
tenido un crecimiento acelerado desde el 2003 tal como se muestra en la Figura 4. En la
gue se observa el incremento de publicaciones cada afio hasta el 2008. [78]

1400
1200
1000

800

600
400
200 I ‘
0 |
]

> y] o £ b A 3.
LA R LS AR L. L L N P N o L A
07 007 ARRT AQ97 AR 4Q97 AR5 4R o

Numero de publicaciones

Afio

Figura 4. [78] Tabla comparativa de publicaciones relacionadas al proceso de electrohilado hasta
el afio 2008.
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Recientemente Reneker y colaboradores [79,89] han investigado este proceso con gran
detalle demostrando su versatilidad para generar nanofibras a partir de polimeros [81],
ceramicos [82], metales [83] y compuestos [84-87]. Existen diferentes aplicaciones
potenciales para el uso de nanofibras, tales como: refuerzos para composites, filtros,

cosmeéticos, textiles, sensores, ingenieria de tejidos bilogicos, entre otros. [188]

La técnica de electrohilado permite producir materiales de uso médico con estructuras
nanofibrosas [89,90] basados en polimeros naturales tales como: colagena, quitosan,
acido hialurénico; y de polimeros sintéticos entre los que se encuentran: el acido
polilactico, &cido poliglicolico, policarbonato, etc. Estos han sido utilizados para la
regeneracion de tejidos, [91,95] debido a sus caracteristicas morfoldgicas, puesto que
las redes nanofibrosas producidas a partir de estos materiales han demostrado
favorables respuestas biologicas [96], pues se ha observado que mejoran la
regeneracion de tejidos como el hueso, cartilago y tejidos cardiovasculares; debido que
se fomenta una adecuada organizacién alrededor de fibras de diametros pequefios,
similares a los de las células. Esto puede ayudar a disminuir la formacién de tejido
cicatricial. [95-97]

Un proceso tipico de electrohilado consiste en hacer fluir un polimero contenido en un
depdsito con una bomba de infusién que suministra un flujo constante y determinado, por
medio de una aguja metdlica, la cual estd conectada a una fuente de alto voltaje de
hasta 30 kV [98] y esta a su vez a un colector de cobre u otro metal que recupera las
fibras. Para obtener matrices, se depositan las fibras en el colector durante un tiempo

determinado hasta lograr un espesor deseado.

Durante este evento la solucion polimérica se ubica dentro del capilar de la jeringa que
actia como electrodo conectado a la fuente de alta tension y a un metal colector.
Cuando la superficie de la gota suspendida sobre la punta de la aguja se carga
eléctricamente por la aplicacion de un campo eléctrico se provocan dos tipos de fuerzas
electrostaticas: la fuerza de repulsion entre las cargas superficiales y la fuerza
coulémbica ejercida por el campo eléctrico externo. Debido a estas interacciones la gota
se deforma formando un volumen llamado cono de Taylor. Una vez alcanzado un voltaje

determinado y dependiendo de las caracteristicas del polimero; se supera la tension
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superficial y se expulsa un jet que en un punto se deforma por accidbn de movimientos
conocidos como whipping dando como resultado hilos muy delgados que pueden llegar a
tener didmetros de varios cientos de nandmetros [99]. Durante el trayecto el solvente
utilizado en la solucién se evapora dejando hilos muy delgados que se depositan en la

plataforma metalica.

La utilizacion de solventes muy volatiles ayudan a obtener fibras mejor definidas, ya que
al evaporarse en el trayecto, las fibras llegan al colector con una minima cantidad de
disolvente, lo que ayuda a evitar la deformacién diametral de las mismas al impactarse
con el electrodo. Sin embargo es recomendable usar solventes que no sean altamente

toxicos, como: acetona, diclorometano y acido férmico. [98].

Existen diversos parametros involucrados durante el proceso de electrohilado. Estos
parametros dictaran las caracteristicas dimensionales, morfologicas, de textura y de

manipulacion entre otras.

Algunos de los parametros que se pueden controlar son caracteristicos de la solucion,
tales como: aspectos termodinamicos del solvente y del polimero, solubilidad del
polimero en el solvente, [99] viscosidad etc. Los que dependen del equipo de
electrohilado son: distancia entre electrodos (aguja y placa colectora), voltaje aplicado
por la fuente de poder, caudal del polimero en el depdésito, caracteristicas ambientales de

la camara etc.

Uno de los problemas méas comunes durante el proceso de electrohilado es la formacién
de formas semiesféricas llamadas cuentas, que se observan intercaladas a lo largo de
las fibras. Dado que estas formaciones dependen de varios factores tales como:
propiedades reologicas del polimero [99] y el incremento excesivo de voltaje [100,/101].
Es necesario adecuar el sistema hasta obtener lineas continuas, para lograr matrices
homogéneas. Siendo esto un ejemplo de la importancia del control de las variables en

este proceso.
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Materiales y Metodologia experimental.

Materia prima y reactivos.

e Obtencion de colagena.
Para obtener la colagena se parti6 de tenddn de Aquiles de bovino

Los reactivos utilizados usados fueron: Pepsina de mucosa gastrica porcina (Sigma-
Aldrich), CH3COOH (J T Baker), Na,HPO, (Fluka), NaCl (Sigma-Aldrich), Tris-HCI
(Sigma-Aldrich).

e Cuantificacion de Proteina
Inhibidor de proteasas (Roche), Albumina Suero Bovina BSA 1:100 (Proliant), Reactivo
Bradford (Bio-Rad).

e Electroforesis
Tris-HCI (Sigma-Aldrich). SDS (Fluka), azul de bromofenol, poliacrilamida (J.T. Baker),
Azul de comassie brilliant blue R250 (Bio-Safe).

e Electrohilado
La materia prima y los reactivos utilizados para el proceso de electrohilado fueron: Poli
(e-caprolactona) Mn: 80,000 (GPC) (Sigma-Aldrich), PVP-K15 (Mn: 15,000) (Sigma-
Aldrich) , colagena nativa Tl de bovino, (2,2,2)- Trifluoretanol (Fluka), Cloroformo (J.T.
Baker).

Extraccion de colagena.

El proceso de purificacion de colagena tipo | se baso en los métodos de Edward J. Miller
y R. Kent Rhodes [102] y Takeshi Nagai*, Nobutaka Suzuki [103]. En los que se plantea
la depuracion de CLG | a partir de diferentes tejidos con procesos muy similares en los
gue se describe la extraccion y purificacién de la proteina a partir de una solubilizacién

del tejido y un proceso enzimatico.
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La extraccion de CLG | a partir de tenddn de Aquiles de bovino se realiz6 en 5 etapas

gue se desarrollaron como se indica en la siguiente descripcion:
Etapa | Limpiezay liofilizado de la materia prima.

Se removié el tejido adiposo y fascias que constituyen al tenddn, a continuacion se
seccionaron los elementos mas pequefios y se lavaron con acetona para eliminar
remanentes de tejido sin utilidad para el proceso. La acetona se elimind y se lavo el
tejido con agua destilada. Una vez limpias las secciones de tendoén se liofilizaron en un
equipo FreZone 1L Benchtop FDS Labconco US, a aproximadamente -49 °C y una

presion de vacio de 0.030 mbar.
Etapa Il Solubilizacion y homogenizacién del tejido inicial.

Las secciones de tenddn liofilizadas se sumergieron en acido acético (CHzCOOH) al 0.5
M a una relacion de 1:100 (g/mL) manteniendo en agitacion durante 24 hrs a 4°C para
inducir la pérdida de la estructura secundaria de la proteina. [104] Posteriormente se
homogeniz6 con un procesador de cuchillas minipimer Braun US, hasta obtener un gel

traslicido como se muestra en la Figura 5.

\ g 'fj\/ |
Figura 5. Solubilizacion de tend6n (a) en acido acético 0.5 M hasta la obtencion de un gel

traslucido (b).

Etapa Ill Proceso enzimatico.

Terminado el proceso de homogenizacion se agregé Pepsina de mucosa gastrica
porcina al gel a una relacion de 1:10 [g/g] respecto a la masa seca del tendon, con la
finalidad de romper los enlaces de telopéptidos que mantienen unidas a las moléculas de
colagena. La mezcla se agité durante 24 h. Terminado este proceso se separaron
fracciones de 50 mL para poder procesar la mezcla a pequefa escala. Para eliminar los

remanentes se centrifugd en un equipo Avanti J-26XPI Beckman Coulter US, rotor JS-7.5
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a una velocidad de 6000 rpm durante 60 min. La solucion obtenida se dializé en un buffer

de fosfatos Na,HPO, 0.02 M para desactivar la funcion enzimatica.
Etapa IV Ciclos de precipitacion y disolucion.

La solucion se centrifugd en un equipo Optima XL-100K Ultra Beckman Coulter US, rotor
60Ti a una velocidad de 30000 rpm, se desechd el sobrenadante y el precipitado se
resuspendio en acido acético (CHz;COOH) al 0.5 M por 2 h con agitacion. A continuacion
se agregd NaCl obteniendo una solucion al 0.7 M manteniendo en agitacion durante 24 h

como primer ciclo de precipitacion.

Al finalizar el primer ciclo de precipitacion la solucion se centrifugd en el mismo equipo a
30000 rpm. Se formd un pellet como precipitado y se desechd el sobrenadante. El
precipitado se suspendié en acido acético (CH3COOH) 0.5 M vy se adicioné NaCl para
formar una solucion 2.3 M manteniéndose en agitacion por 24 h para volver a centrifugar
a 30000 rpm y extraer el precipitado y posteriormente suspender en TRIS-HCI 50 mM pH
7.4 en agitacion durante 24 h a 4°C.

Etapa V Didlisis de la solucién.

La solucion se centrifugdé a 30000 rpm y el precipitado se suspendid en &cido acético 0.5
M, la solucién formada se dializ6 en &cido acético 5mM por un periodo de 2 h y
posteriormente se dializé en agua destilada durante 2 h. El proceso de dializado se
repitié una vez. Al finalizar el proceso se tomaron alicuotas de 1 mL y se liofilizaron para

obtener la proteina en seco.

Cuantificacion de proteina

Con el fin de conocer la cantidad de proteina presente en la solucién de colagena
purificada se cuantificé el método de Bradford, que consiste en emplear un colorante
hidrofébico cuyas disoluciones acuosas en presencia de acido fosforico tienen un color
pardo y que, al encontrarse en el entorno hidrofobico del interior de una proteina, origina

un color azul intenso que se puede medir facilmente en un espectrofotémetro.
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Para la preparacion de las muestras a medir, la coldgena se desnaturalizé utilizando un
inhibidor de proteasas en PBS con pH 7(Roche) en una disolucion con relacién 1:1 CLG
TI-PBS. De este volumen se separaron cuatro muestras que se centrifugaron en un
equipo Eppendorft 5417R a una velocidad de 14000 rpm a 4°C durante 30 min y se
separaron alicuotas dobles por cada muestra y se generaron los blancos a medir (Figura
6).

Para formar la curva estandar se utiliz6 albumina sero bovina (BSA) como se muestra
en la Tabla 1. Para realizar el ensayo se utilizé un equipo de espectrofotometro DU 800

Beckman Coulter, US, usando una longitud de onda de 595 nm en absorbancia.

Tabla 1. Resultados para el estandar de proteina BSA.

Reactivo

Tubos BSA pg/ml Estandar BSA Reactivo de
(0,5 mg/ml) ul Bradford ml

Blanco 0 0 2

1 25 5 2

1 25 5 2

2 5 10 2

2 5 10 2

3 10 20 2

3 10 20 2

4 15 30 2

4 15 30 2

5 20 40 2

5 20 40 2

Figura 6. Muestras con tincion que esquematiza la concentracion de proteina por intensidad de color.
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Electroforesis

Para aproximar el peso molecular e identificar la proteina purificada se utilizo la técnica
de electroforesis SDS-PAGE, en la que se observo el desplazamiento de sus unidades
proteicas en un medio electroforético. Este desplazamiento es proporcional a su peso
molecular, provocado por la aplicacién de un campo eléctrico.

Se prepard una solucion amortiguadora usando agua desionizada, SDS 10%, 0.5 M Tris-
HCI pH 6.8, glicerol y azul de bromofenol como indicador de pH. A esta mezcla se cargo
la muestra de colagena obtenida en una proporcion de 1:1 usando 15 uL de muestra y
15 uL de amortiguador y se calentaron durante 10 min. Junto a estas muestras se
calenté un marcador de peso molecular (caleidoscopio) y un marcador de bajo peso

molecular para realizar comparaciones al final de la corrida.

Se prepararon por duplicado dos geles discontinuos usando un gel separador (agua
desionizada, acrilamida 30%, amortiguador pH 8.8, SDS, APS y TEMED) y un gel
concentrador (agua desionizada, acrilamida 30%, amortiguador 6.8%, SDS, APS y
TEMED). Se cargaron las muestras en un equipo de electroforesis Bio-Rad como indica

la Figura 7 (A,B), y se corrio el sistema a 20 mV por un lapso de dos horas (Figura 8A) .

Figura 7. A) Pozos generados en el gel, B) Carga de muestras por pozo.
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Una vez corrida la muestra electroforética, se extrajeron los geles para sumergirlos en
una solucién de tincion por 12 h (Figura 8 B), y finalmente se sumergio en una solucion
de metanol 40%, acido acético 10% y agua desionizada 50%, para desteiiir el gel. Con lo
cual se pueden identificar las bandas correspondientes a la proteina en estudio.

Finalmente los geles se sumergieron en una solucion fijadora.

Figura 8. A) Proceso de electroforesis en cdmara Bio-Rad a 20 mV. B) Sumergido del gel

en la solucién de tincion.

Preparacion de compuestos poliméricos.

Para formar el copolimero de CLG | — PVP se mezclaron los dos polimeros formando
una mezcla fisica. La mezcla que se sometié a una dosis de radiacion gamma a 25
KGray con un equipo GAMMABEAM 651 - PTde alta intensidad. El copolimero
resultante se identificé como FQL, se liofilizé y se mezcld en un porcentaje de 0.1% v/v
con una solucién al de poli e-caprolactona (PCL 12% p/v), para formar una solucién PCL-
FQL.

Para comparar el efecto de la adiciéon de FQL, se prepararon dos soluciones mas, una
formada por la mezcla fisica CLG I-PCL 0.1% (v/v) y otra de PCL sin adicionantes. Para
las tres formulaciones el disolvente utilizado fue 2,2,2- Trifluoretanol (Fluka) y la
concentracion del PCL en el solvente fue 12%. Previo a la mezcla se obtuvo la
concentracion del PCL al experimentar en el proceso de electrohilado.
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Electrohilado de matrices porosas.

El montaje del sistema de electrohilado se hizo de acuerdo al diagrama de la Figura 9.
Para encontrar las condiciones idoneas del electrohilado para cada formulacién, se
hicieron diferentes procesos variando y combinando las siguientes variables: distancia
entre aguja y colector (d), caudal de la solucion polimérica (r), voltaje aplicado (V) y
concentracion de las formulaciones de poli e-caprolactona 10%, 12% y 14%. Las
condiciones ambientales se fijaron en ~21°C ~ 46% de humedad. Estos parametros se
aplicaron a todas las formulaciones.

Cada matriz electrohilada se analizé por medio de SEM, observando la homogeneidad y
grosor de las fibras. Al final se eligieron las condiciones: d=25 cm, r=0.6 mL/h, V=15 kV
y PCL al 12% ya que a estas condiciones y con esta formulacion las fibras se obtuvieron

continuas y homogéneas.

Fuente de alte voltaje

Bomba de Jeringa

Control de caudal Jeringa
= W
—_ J Placa colectora de
Jet proyectado aluminio

Figura 9. Disposicion de los elementos del sistema de electrohilado.

Se realiz6 la misma cantidad de pruebas que se indican en la Tabla 2 para las
formulaciones PCL 10%, PCL12% y PCL14%.

Una vez seleccionada la concentracion PCL12% se experimentd con las
concentraciones: PCL12% - CLG |y PCL12% - FQL.
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Tabla 2. Combinaciones de variables para las formulaciones a electrohilar. Formulaciones
10%,12% y 14%.

No. Caudal Voltaje Distancia
Prueba [mL/h] [kV] aguja - colector [cm]
1 0.4 10 20
2 0.5 10 20
3 0.6 10 20
4 0.4 15 20
5 0.5 15 20
6 0.6 15 20
7 0.4 20 20
8 0.5 20 20
9 0.6 20 20
10 0.4 10 25
11 0.5 10 25
12 0.6 10 25
13 0.4 15 25
14 0.5 15 25
15 0.6 15 25
16 0.4 20 25
17 0.5 20 25
18 0.6 20 25
19 0.4 10 30
20 0.5 10 30
21 0.6 10 30
22 0.4 15 30
23 0.5 15 30
24 0.6 15 30
25 0.4 20 30
26 0.5 20 30
27 0.6 20 30

Se produjeron 5 membranas porosas (matrices) de cada formulacion manteniendo las
mismas condiciones ambientales y de operacién, como se indica en la Tabla 3. Las

dimensiones de las membranas fueron de 6 cm x 8 cm con un espesor aproximado de

0.1 mm.
Tabla 3. Condiciones de fabricacion de las membranas.
Composicién Volumen | Voltaje | Distancia Caudal | Condiciones
(mL) (kV) colector — aguja (cm) | (mL/h) ambientales
Formulacion | PCL12% 3 15 25 0.6 ~21°C ~ 46%
Formulacion Il | PCL12% - CLG | 3 15 25 0.6 ~21°C ~46%
Formulacion 1l | PCL12% - FQL 3 15 25 0.6 ~21°C ~46%

Las membranas obtenidas fueron seccionadas en diferentes geometrias para destinar

cada elemento a analisis mediante diferentes técnicas.
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Caracterizacion de precursores y matrices obtenidas

Se emplearon las técnicas de caracterizacion: microscopia electronica de barrido,
andlisis termogravimétrico, calorimetria diferencial de barrido, espectroscopia de
infrarrojo y ensayos mecanicos de tension. Estas técnicas se describen en el Anexo |I.

Microscopia Electronica de Barrido.

Las matrices hiladas se analizaron mediante microscopia electronica de barrido usando
un equipo JSM-7600F JEOL JP. Cada muestra se recubrié por deposicion catddica
usando un blanco de oro/paladio con el fin de aumentar la conductividad de las
membranas y lograr un mejor analisis por microscopia. Durante la eleccion de las
condiciones de electrohilado, las formulaciones depuradas fueron analizadas por
microscopia electronica de barrido con el fin de obtener fibras homogéneas y sin
formacién de cuentas (formas esféricas unidas mediante fibras del mismo polimero,
Figura 10), asi mismo se observo la morfologia de las fibras comparando las diferencias

entre las diferentes formulaciones.

Figura 10. Disminucion de formacion de cuentas al variar las condiciones de electrohilado. [105]
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Andlisis Termogravimétrico y Calorimetria diferencial de barrido.

A través de las técnicas TGA y DSC se analizaron los precursores de las mezclas, asi
como las tres formulaciones finales, en un equipo DSC 2910 Modulated TA Instruments
US. La velocidad de calentamiento para los precursores y las tres formulaciones fue de
10°C /min en un intervalo de 0°C a 500°C para TGA y 0°C a 350°C para DSC en

atmosfera controloda.

Espectroscopia de infrarrojo.

Con el fin de ubicar los grupos funcionales de los diferentes compuestos en las
membranas se analizé por Espectroscopia de Infrarrojo por transformada de Fourier
(FTIR). Para esto se utilizé un equipo Smart Orbit Thermo Scientific US. Y se analizaron

las muestras:

e PVP Polivinilpirrolidona 25kDa.

e CLGI Colagena TI.

e PCL Poli (e-caprolactona) 80kDa.

e FQL Copolimero de Colagena tipo | y Polivinilpirrolidona.

e PCL-CLGI Mezcla fisica de Poli (s-caprolactona) y Colagena tipo I.
e PCL-FQL Mezcla fisica de Poli (s-caprolactona) y FQL.

Pruebas de Tension.

Se realizaron pruebas de tension utilizando un equipo MTS minibox 858 (Figura 11.).
Para este fin se obtuvieron 5 probetas de cada formulacion, bajo la norma ASTM-D1708

[106] con las dimensiones que se indican en la Figura 12.A,B.
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Figura 11. Equipo MTS minibox 858 para pruebas de microtensioén.

El espesor de las probetas se determind obteniendo una media aritmética de mediciones
hechas con un micrémetro de espesor MDH-25M. 0.1 ym Mitutoyo MX.

Todas las probetas se analizaron a una velocidad de cruceta de 10mm/min y con una
celda de carga de 111.21 N. Los datos obtenidos se analizaron en Origin 6.1 para
obtener curvas de esfuerzo-deformacion y poder determinar Modulo de Young (E),
resistencia a la tension (o), deformacion (ers), esfuerzo de cedencia (ocy) entre otras

propiedades.

A) ASTM D1708 SPECIMEN [mm] B) PCL PCL-CLG PCL-FQL
“
*‘LL
5 i
i ?3
{ N {
e
.22_
-8 ‘38___.__51

Figura 12. A) Dimensiones de las probetas para pruebas de microtension bajo la norma ASTM
D1708 [41]. B) Probetas seccionadas de las membranas de PCL, PCL-CLG | y PCL-FQL

visualmente iguales.
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Resultados y analisis.

Obtencidn de coladgena

La colagena obtenida se presentd en forma de gel traslucido como se muestra en la

Figura 13A. Después de liofilizar las muestras, la coldgena obtuvo una forma esponjosa

de color blanco como se observa en la Figura 13B.

Figura 13. A) Colagena en solucién, B) Colagena liofilizada.

Cuantificacion de proteina.

La determinacion de la cantidad de proteina se realizé por el método de Bradford
obteniendo en primera instancia un estandar de una proteina conocida (BSA).
A partir de estos datos se obtuvo la siguiente grafica (Figura 14.) de la que se interpolo

para obtener las concentraciones de las muestras en estudio.

R T
z 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
Ug/ml

Figura 14. Curva estandar BSA.
Tabla 4. Resultados para la concentracion de BSA para estandar.
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Estandar | Concentracion | Concentracion | Concentracion AbS Analitica | Abs Analitica
tedrica Calculada MED MED+DEV
BSA pg/ml BSA pg/ml BSA pg/ml
1 2.5 4.0699 0.0706 0.0689+
3.9757 0.002
1 25 3.8815 0.0673
2 5 6.4588 0.1120 0.1203+
6.9360
2 5 7.4132 0.1286 0.011
3 10 11.9503 0.2072
12.1850 0.213+
3 10 12.4197 0.2154 0.005
4 15 16.4627 0.2855 0.2839+
16.3728 0.002
4 15 16.2828 0.2824
5 20 17.0053 0.2949 0.2984+
17.2095
5 20 17.4136 0.3020 0.005

Para cada muestra se corrieron dos alicuotas para demostrar su reproducibilidad. Los

resultados muestran una cantidad de proteina, correspondiente a la colagena tipo |

contenida en 1 uL (Tabla 5).

Tabla 5. Resultados para la concentracién de colagena.

Muestra 505 M Muestra CLG I L |Abs Concentracién | MED Conc.
analitica de Proteina | Proteina
Ho/pl no/pl
1A 595 1 0.0196 1.1279
1.505
1A 595 1 0.0314 1.8098
3A 595 1 0.0168 0.9689
1.2692
3A 595 1 0.0272 1.5695
1B 595 1 0.0342 1.9715
1.9352
1B 595 1 0.0329 1.8988
3B 595 1 0.0311 1.7923
1.8920
3B 595 1 0.0345 1.9917
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De los resultados obtenidos se obtuvieron los promedios para cada muestra. Cada
promedio se utlizO para determinar las cantidades utilizadas en el proceso

electroforético.

Electroforesis SDS-PAGE

Para correr las muestras en el proceso de electroforesis se cargaron 15 pL de muestra
1Ay 15 uL de 1B mas 15 pL de amortiguador para cada una. Las muestras 3A 'y 3B no
se corrieron.

A partir de la técnica de electroforesis SDS-PAGE se obtuvo un patrén en el que se
distinguen claramente diferentes bandas correspondientes a un frente molecular
representativo. Estas bandas se compararon con el patron caracteristico de la Figura 15

y con los resultados reportados por J.M Syngelin (Figura 16A).

g =
B8—

ai(I-IT)-—
a2(1)—

Figura 15. Patron de bandas electroforéticas correspondiente a colagena TI,TIIL T sin
reducir.[104]

En la Figura 15 se indican las bandas correspondientes al heterotrimero que consta de 2
cadenas monomeéricas a1 idénticas y una cadena a2 [a;(1).ax(1)]. Este heterotrimero es
caracteristico de la colagena tipo | y aparecen aproximadamente en las posiciones de

115 kDa y 96 kDa indicadas en el marcador de peso molecular de la Figura 16A. De
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igual manera, se sefialan las especies moleculares: una banda y-trimero en

aproximadamente 210 kDa y dos bandas de B-dimero en alrededor de 198 kDa. [107]

Haciendo un analisis cualitativo se pueden identificar de manera visual las posiciones de
las bandas correspondientes a los patrones de las muestras A1l y B1. Se observa una
correspondencia entre las bandas obtenidas y las indicadas en los patrones
caracteristicos de la colagena tipo I, con lo que se puede inferir la presencia de la

proteina con nivel de pureza aceptable (Figura 17).

Marcador . .
de peso Matriz de Colagena Marcador
miocardio Tl de peso Muestra  Muestra
molecular 1A 1B
molecular

198 kDa‘ J— —
15D
96 kDa -

.

54 kDa

37402 -
29 kDa M

Figura 16. A) Patrén de bandas electroforéticas de Matriz de miocardio y CLG | [107] B) Patrén

de bandas obtenido de las muestras 1A y1B en presencia de un marcador Caleidoscopio

38



CAPITULO IV

Muestra Muestra
1A 1B
—
R W = ¢
Y e—— 0 Q Y
B — “ G 3

al(-11) ey al(l-111)
a2(1) a - G 12(1)

Figura 17. Patron de las muestras Al (izquierda) y B1 (derecha) con identificacion de bandas.

Microscopia Electronica de Barrido

Durante el procedimiento para establecer las condiciones idoneas para electrohilado se
obtuvieron microfotografias por microscopia electronica para analizar la morfologia de
cada formulacién electrohilada. De esta manera se fueron modificando las variables

hasta observar fibras continuas y homogéneas.

Previo a la mezcla de componentes se obtuvieron imagenes microscopicas de cada uno

para observar los cambios en la morfologia antes y después de la mezcla.
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Figura 18. Muestras de colagena tipo | liofilizada. A) aumento 500X, B) aumento 2kX, C)

aumento 5kX.

La colagena tipo | (CLG 1) obtenida se liofilizé y analiz6 en SEM (Figura 18). Se
observaron diferentes ramificaciones aleatorias con formaciones fibrosas de 1 um a 5
um. En la Figura 18 B se observan pequefias lAminas que se pueden atribuir a conjuntos
de fibras adheridas durante la liofilizacion.

De igual forma se analiz6 la polivinilpirrolidona liofilizada, observandose dos tipos de
formaciones. Por un lado una superficie continua con poros de diametro variable entre 1
y 10 um. Estas formaciones se pudieron originar por la accion de sublimacién del agua

contenida en la solucion polimérica (Figura 19.A 'y 19.B).
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Figura 19. A) PVP aumento 500X estructura superior, B) PVP aumento 1KX estructura superior,

C) PVP aumento 1K X formaciones posteriores, D) PVP aumento 2KX formaciones interiores.

En las figura 19.C y 19.D se muestra otra estructura formada en las muestras de PVP.
Esta presenta una distribucion aleatoria de paredes con poros aparentemente
interconectados. La superficie irregular de estas imagenes corresponde a la parte
interior de la muestra de PVP. Esto se distingue en la Figura 20. Donde se puede
observar en la parte superior derecha, la superficie continua (situada en el circulo azul) y
en la parte inferior la morfologia cancelosa, similar a la estructura de un panal. La
formacion de esta estructura muestra poros formados por las moléculas de agua que se
sustrajeron al sublimarse durante el proceso de liofilizado.
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Mag= 500X
EHT =20.00 kV

Figura 20. Imagen de polivinilpirrolidona con las dos formaciones estructurales presentes
(aumento 500X).

Utilizando PVP-15K (Sigma Aldrich) y la CLG | se form6é una mezcla fisica que
posteriormente se expuso a radiacion gamma. La mezcla se analizd antes y después de
la irradiacién obteniéndose imagenes en las que se distinguen morfologias diferentes

que indican un cambio en la estructura quimica de la mezcla debido a una polimerizacion.

En la figura 21.A se observa una morfologia muy similar a la de la figura 19.A
correspondiente al PVP, sin embargo al incrementar la magnitud de la imagen se
distinguen lo que pudiesen ser las fibras de colagena embebidas en la matriz de PVP,

indicadas con las flechas rojas. (Figura 21.C).
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Detector = QBSD

Mag= 1.00 KX Detector = QBSD
EHT =20.00 kv

Figura 21. Mezcla fisica de PVP - CLG I. A) Aumento 200X, B) 500X, C) indicacion de fibras de
coldgena a 1KX de aumento.

Al observar por SEM, las muestras de la mezcla PVP-CLG | irradiada se diferencia
facilmente de la morfologia de la mezcla fisica sin exposicién a rayos gamma.

En la figura 22.A se distingue una formacién escamosa con terminaciones fibrosas
sefaladas en el circulo azul. Se observan elementos similares a membranas, dispuestas

a lo largo de las fibras (figura 22.C y 22.D).
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Con estos resultados su puede comprobar de manera visual, el efecto morfol6gico de la

polimerizacion por radiacion de la mezcla PVP-CLG 1.

100um

Detector = QBSD

Figura 22. Mezcla de PVP-CLG | irradiada. A) Formacion de escamas fibrosas 200X, B)
formacion de escamas fibrosas 2KX, C) terminaciones fibrosas de bordes de la muestra irradiada
a 500X, D) detalle de los extremos de la fibras a 2 KX.

Los depdsitos de las soluciones sobre las placas de aluminio durante el electrohilado se
analizaron en cada etapa para establecer las condiciones en las cuales las fibras
tuvieran formaciones homogéneas. Experimentando con las variables de la Tabla 2.
Finalmente se eligié la concentracion PCL 12% (Figura 23) con las condiciones de
electrohilado: 15 kV, longitud entre placa colectora y aguja de 25cm y un caudal de 0.6
mL/h.
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Formacion de esferas irregulares.
(PCL 12%, r=0.4mL/h, d=30cm,

N

Formacion de cuentas alargadas.
(PCL 12%, r=0.5mL/h, d=25 cm,
V=20 kW)

..... iR - £, . i ] .
2 Ay 7o ~ e o =y

\ Obtencion de fibras en espirales.
aay (PCL 12%, r=0.5 mL/h, d=20,

Fibras rectas de espesores
heterogéneos. (PCL 12%, r=0.6

mL/h, d=25cm, V=15 kV)

Obtencién de fibras rectas
de espesores homogéneos.
(PCL 12%, r=0.6 mL/h,

I

d=25¢m,V=15 kV)

N

Figura 23. Evolucién morfologica de depdsitos de PCL alternando diferentes variables.

La mezcla PVP-CLG | que fue irradiada se identific6 como FQL y se adicion6é a una
solucién de PCL 12% en Trifluroetanol.

Las tres soluciones indicadas en la Tabla 3 se electrohilaron bajo condiciones
ambientales similares y con las variables establecidas. Las matrices obtenidas se
analizaron por SEM. Con esto se pudo identificar el efecto de los adicionantes sobre el
PCL.

En la Figura 24 se comparan las tres formulaciones. En las imagenes se identifican fibras

encontradas en las formulaciones de PCL-CLG | y PCL-FQL.
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s i Tum TIM-UNAM M 2) Detector = QBSD

10.0kV LABE

10pm IIM-UNAM
10.0kV LABE SEM WD 7.S5mm

Figura 24. Micrografias de las matrices porosas. A) Fibras de PCL 25 KX, B) Fibras de PCL-CLG
| 5KX, C) electrohilado de matrices PCL-FQL 1kX, D) detalle de interfibras de PCL-FQL 2.5 KX.

Se puede observar en la Figura 24.A las fibras hiladas de PCL, estas se encuentran
dispuestas aleatoriamente y tienen un espesor casi homogéneo 250 nm. Como era de
esperar, no se distinguen otras formaciones fibrosas.

La Figura 24.B corresponde a la matriz hilada de PCL-CLG I. En esta se distinguen
pequefias cantidades de fibras distintas a la mayoria presentes en la muestra. La mayor
cantidad de fibras, de espesores aproximados de 2 pum corresponde a PCL y las fibras
sefialadas con rojo sugieren formaciones de colagena. En la matriz electrohilada de
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PCL-FQL se observan, a diferencia del PCL-CLG I, una mayor cantidad de fibras de dos
tipos, la correspondiente a PCL (espesor aproximado de 3 um) en mayor proporcion y en
menor cantidad, sefialadas con rojo en la figuras 24.C y 24.D, las atribuibles al
copolimero FQL. Estas ultimas presentan un espesor aproximado de 1um y se observan
dispuestas entre las fibras de PCL.

Andlisis de matrices por TGA y DSC.

Las matrices electrohiladas fueron estudiadas con las técnicas de TGA y DSC, para
analizar fusion, evaporacion, o reacciones quimicas como hidrolisis y oxidacion, como
una funcion del tiempo y de la temperatura. [108]

100

200.00°C
88.96%
—_—

80 -

60

40 |

Masa (%)

20 -
430.51°C
e

" 500 600 700

Temperatu ra°C Universal V4.5A TA Instruments
Figura 25. Diagrama TGA de PVP

T T v
(¢} 100 200

Se analizaron los precursores de las mezclas por TGA a una velocidad de calentamiento
de 10 °C/min en un rango de 25°C a 500°C. Para la muestra de PVP (Figura 25) se
observa una disminucion de masa de temperatura ambiente a aproximadamente 80 °C
atribuida a la pérdida de agua, seguido de una meseta hasta los 300°C donde inicia su
descomposicion. La muestra de colagena (Figura 26) presenta una disminucion de
masa, en una primera etapa hasta los 166 °C. Etapa en la cual se pierde masa atribuida
a la evaporacion de agua residual. Posteriormente hay una pérdida debido a las

moléculas de agua restringidas por las interacciones hidrofilas de la colagena y el grupo
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hidréxilo hasta los 248 °C. Donde inicia la descomposicion de las moléculas de colagena.

[109].
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Figura 26. Diagrama TGA de CLG |
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En la Figura 27 se muestra el TGA de mezcla irradiada de PVP-CLG I. En esta se

observa la pérdida de masa correspondiente a agua débilmente unida hasta 100 °C y

una pequefa disminucion hasta los 153°C atribuida al agua adsorbida por la mezcla,

seguida de la pérdida del grupo hidroxilo de la colagena hasta 269 °C. para iniciar la
descomposicion de la mezcla.
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Figura 27. Diagrama TGA de FQL, 0°C a 500°C.
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En la Figura 28 se mustra el diagrama TGA de las matrices de PCL. En este no se
observa una pérdida de masa relacionada con agua. Esto indica que el porcentaje de
humedad en la muestra es muy baja. La degradacion del material comienza a

aproximadamente 320°C seguida de la combustion del polimero cerca de los 411°C.

Sample: PCL TGA 10 N2 17MAY13 TGA File: C:..\DSC TGA\PCL TGA 10 N2 17MAY13.001
Size: 2.2400 mg Operator: D.Cabrero

Run Date: 17-May-2013 15:51

Instrument: TGA Q5000 V3.15 Build 263

120

100+
80+

60

Masa (%)

97.29% Descomposicién de PCL
(2.179mg)

40+

204

0 100 200 300 400 500

Universal V4 5A TA Instruments

Temperatura °C

Figura 28. Diagrama TGA para la matriz de PCL 0°C a 500°C

En la figura 29 se cotejan las curvas termogravimétricas de PCL, PCL-CLG | y PCL-FQL
en conjunto. En éste diagrama no se observa una diferencia significativa entre curvas.
No obstante las pequefas diferencias indican la presencia y el porcentaje relativo a los
componentes de la mezcla. La linea continua en azul corresponde a la muestra de PCL,
esta presenta las mismas caracteristicas ya mencionadas. La linea discontinua en el
grafico pertenece a la matriz de PCL-FQL. Esta practicamente se sobrepone a la de PCL,
sin embargo se puede notar ligeramente un retraso durante el inicio de la

descomposicion del copolimero, entre 330 y 370°C (indicado en el circulo azul), asi
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como en la zona de combustion de los componentes aproximadamente en 410°C. Lo

cual indica el bajo contenido de FQL en la mezcla.

1004

80+

PCL TGA 10 N2 17MAY13.001
————  PCLCLGTGA 10 N2 17MAY13.00
——-  PCLFQL TGA 10 N2 17MAY13.001)

60

Masa (%)

404

20+

T
100

Temperatura °C Universal V4.5AT

Figura 29. TGA de los tres tipos de matrices electrohiladas: PCL, PCL-CLG | y PCL_FQL 0°C a 500°C.

Se indica con marcadores rojos la variacion durante el inicio de la descomposicién de
PCL-CLG | (Linea punteada roja) respecto a la curva de PCL. Dado el escueto
porcentaje de CLG | en esta matriz se observa en la Figura 29 dos minimas variaciones
en 300°C y 350°C respecto a PCL, como la parte final de pérdida de grupos hidroxilos e
inicio de la descomposicion de la CLG | respectivamente.

La Figura 30 muestra la comparacion de las curvas de DSC de las tres formulaciones.
Se observa una depresion en aproximadamente 10°C. Esta depresidbn es menos
pronunciada para el PCL con adicionantes conforme se acerca al pico endotérmico (Tp).
La zona entre 0 a 50°C indica una mayor absorcion de energia por la muestra pura de
PCL (azul). Las tres muestras convergen aparentemente hacia un punto, sin embargo al
hacer un acercamiento al pico endotérmico se observa un menor punto de fusion de las

muestras con adicionantes relativo al PCL.
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Figura 30. Diagrama DSC para las matrices electrohiladas: PCL, PCL-CLGI y PCL-FQL 0°C a 350°C.
Analisis por Espectroscopia de Infrarrojo

Para observar el comportamiento de los grupos funcionales las muestras electrohiladas

se analizaron por FTIR.

120 —
100 —

80
CH._v

60 — 2" as

40

Transmitancia

20 -
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Figura 31. Espectro FTIR de PCL indicando las principales bandas de los grupos funcionales.
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En la Figura 31 se observa una banda a 2944 y 2865 cm™ relacionados con la vibracion
en tension de los enlaces —C-H. Se indica un pico a 1720 cm™ correspondiente al enlace
carbonilo —C=0 de la unién éster de la policaprolactona. A 1238 cm™ se encuentra el
pico asignado a la vibracién de estiramiento a tensidén asimétrico del -COC y a 1164 en
estiramiento simétrico. Las bandas mencionadas se enlistan en la tabla 6.

Tabla 6. Principales bandas en el espectro FTIR de PCL

Tipo de Enlace Valor experimental.

No. De Onda (cm™)
Estiramiento —CH, asimétrico 2944
Estiramiento —CH2 simétrico 2865
Estiramiento tensién —C=0 carbonilo 1720
Estiramiento COC asimétrico 1238
Estiramiento COC simétrico 1164

El espectro IR de la colagena tipo | purificada se muestra en la Figura 32. En esta se
observan los principales picos que presenta esta proteina. Se indican las bandas: Amida
| a 1641 cm™ (-C=0), Amida Il en 1571 cm™ (N-H), Amida Ill a una longitud de 1247 cm™
Se evidencian a las bandas correspondientes a las amidas A y B en 3309 y 2019 cm™

respectivamente. [110-112]

clgctrib
120 -
100 —
.S 80 - / AN
[&) R
S 4 . Amida A
= Amida B
e 60 + / \
[%2]
S b Amida Il Amida |
S
o 40 — ~~
J Amida Il
20 -
O —
T T T T T T T T 1
o) 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500

Numero de onda cm™

Figura 32. Espectro FTIR de la colagena tipo | purificada, indicaciéon de grupos amidas.
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Las bandas principales de la colagena obtenida se enlistan en la tabla 7.

Tabla 7. Principales bandas en el espectro FTIR de CLG |

Tipo de Enlace Valor experimental.
No. De Onda (cm™)

Amida A (O-H) estiramiento a tensién 3309
Amida B Estiramiento asimétrico 2919
Amida | (C=0) Estiramiento 1641

Amida Il (-N-H) Flexién y estiramiento de
(-N-C) 1571

Amida Il (-N-H) flexion 1247

Otro precursor al que se le realiz6 ensayo de FTIR fue el PVP. Este presentd las

siguientes bandas tipicas: en 1444 cm™ y 1282cm™ se observan bandas atribuibles a

vibraciones de flexion del grupo C-H y estiramiento de C-N, en 1661cm™ se indican picos

correspondientes a vibraciones del grupo C=0. Se evidencian bandas a 2900cm-1 y

1650 cm™ aplicables a las vibraciones de tension del grupo C-H. (Figura 33). De igual

forma se observa una banda ancha en 3400 cm™ correspondiente a presencia de agua

absorbida debido a la hidrofilicidad del polimero.

Transmitancia
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Figura 33. Principales bandas del espectro FTIR para PVP.
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Con el fin de corroborar la presencia de los grupos funcionales del PVP y CLG | en el
copolimero FQL. Se obtuvo el espectro FTIR correspondiente (Figura 34). En este se
observa principalmente la contribucion de la sefial de la Amida A de CLG | (rojo) en 3309
cm™ y el agua presente en la sefial del PVP (azul) en 3400 cm™, aumentando el ancho
por suma de bandas en el FQL (circulo azul). Asi como la contribucion de la Amida | y Il
de CLG I (1641 cm™ y 1571 cm™ respectivamente) con el grupo carbonilo C=0 1661 cm
Y indicado en el diagrama del FQL.

clgctrib
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Figura 34. Comparacion de los espectros FTIR de CLG I (rojo), PVP (azul) y FQL (negro).
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De igual forma se compararon de manera simultanea los espectros de FTIR de las
matrices electrohiladas de PCL, PCL-CLG | y PCL-FQL (Figura 35). Al analizar los tres
espectros se observan picos practicamente coincidentes. Los espectros de las matrices
con adicionantes, PCL-CLG | y PCL-FQL, evidencian una similitud al espectro PCL,
excepto, y de manera muy sutil, en la zona de 3000 cm™ a 3600 cm™, donde se nota una
sefal ancha con muy poca intensidad (marcadores verdes). Con posible atribucion a las
bandas de la amida A en 3309 cm™ y del grupo carbonilo OH en 3400 cm™ sefialados en
las figuras 29 y 30 respectivamente. Es posible que las sefiales correspondientes a los
adicionantes CLG | y FQL en el espectro, no sean perceptibles dada la escasa
concentracion de estos sobre el PCL. Asi las bandas del componente que se encuentra
en una proporcion mucho mayor podrian sobreponerse a las sefales de los demas

compuestos presentes.
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Figura 35. Espectros FTIR de las matrices PCL, PCL-CLG | y PCL-FQL.
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CAPITULO IV

Analisis de los Ensayos de tension.

Los tres tipos de matrices electrohiladas se ensayaron mediante pruebas de tension. A
través de éstas se obtuvieron sus correspondientes gréaficas de esfuerzo deformacion,
con las se analizé el comportamiento de las matrices de PCL al mezclarlo con CLG |y
FQL apoyandose en los parametros mecanicos: médulo eléstico, deformacion, esfuerzo

a la falla y esfuerzo maximo. También se ubicaron los limites elastico y de fluencia.

En la Figura 36. se muestra el comportamiento mecanico del PCL en tres zonas
definidas como: zona elastica (A), zona plastica (B) y zona de escision y fractura (C).
Dado que es un polimero semicristalino, éste presenta un comportamiento similar al de
los metales, esto es, muestra una etapa elastica seguida de una deformacién plastica
hasta su falla. Se observa para cada etapa la deformacién de las probetas conforme

progresa el ensayo.

Zona A: De esta zona se obtiene la constante de proporcionalidad entre la deformacién
elastica y el esfuerzo uniaxial, esto representa la pendiente de la parte recta de la grafica
esfuerzo-deformacion. Esta constante llamada Mdédulo elastico se deduce por la linea
recta marcada en el grafico, con magnitud encontrada de E=11.94 MPa. Este valor se
encuentra por debajo del rango reportado en la literatura marcado entre 35 MPa a 45
MPa [113]. Esto se debe principalmente a la porosidad del material y la disposiciéon
aleatoria de las fibras. En esta etapa las microfibras inician una alineacion con respecto
al esfuerzo aplicado al inicio de la carga, dando lugar a un “pie de curva” indicada en el
circulo azul. De manera continua, el esfuerzo se trasmite directamente al arreglo
molecular del polimero, en donde las zonas amorfas de la estructura polimérica se
extienden unidireccionalmente, generando la zona elastica hasta el limite de
proporcionalidad op, por encima del cual se provoca el reacomodo de los segmentos
cristalinos, para obtener una estructura altamente orientada. Cuando el esfuerzo excede
éste limite, el polimero experimenta deformaciones residuales hasta iniciar las

desplazamientos de los segmentos cristalinos en el punto de fluencia oy
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Figura 36. Diagrama - Esfuerzo vs Deformacion para el PCL.

Zona B: A diferencia de los polimeros amorfos, que no presentan una regién plastica, el
PCL muestra esta zona debido a su arreglo molecular semicristalino. Ya que al iniciar los
desplazamientos de la zona cristalina no existe una recuperacién en la estructura
molecular.

Sobre la curva de esfuerzo-deformaciéon en la zona B se notan pequefias desviaciones
de la tendencia lineal durante la deformacién para llegar al esfuerzo maximo o,. Estas
variaciones se deben principalmente a que no todas las fibras acttan homogéneamente
frente al esfuerzo, sino que se van orientando conforme contintia la deformacion. Esto se
muestra en la Figura 37. donde se observa un porcentaje de fibras no orientadas

mientras el resto se ven alinean das hacia la carga.
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Direccion de la
carga.

Detactor = QBSD vlag = X Detector = QBSD

Fibras sin aparente alineacion a la carga.
Figura 37. Micrografia de una matriz después de ser sometida a la carga, se observan fibras

alineadas a la carga y fibras sin orientacion aparente.

Zona C: En esta zona se puede distinguir la méxima ordenada de la curva, en este punto
se localiza el esfuerzo maximo o ultimo, regién donde la probeta inicia la rotura de las
fibras sometidas directamente a la carga. A partir de este punto la escision y fractura de
las fibras en la matriz en forma masiva, provocan la relajacién del esfuerzo hasta el
punto donde el material falla por completo, identificado como esfuerzo a la rotura oy,.

Al igual que en la zona B se distingue una variacion a la tendencia lineal de la curva,
causado por las fibras que no recibian una carga uniaxial y que se orientan conforme a la
deformacion. Se puede inferir en este caso que la cantidad de fibras que se orientan es

menor dada la disminucion del esfuerzo.
Las figuras 38 y 39 muestran las curvas esfuerzo-deformacion para las probetas de PCL-

CLG | y PCL-FQL. Donde se indican los puntos representativos de cada zona. Los

valores de los datos obtenidos de las gréficas se resumen en la Tabla 8.
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Figura 38. Diagrama esfuerzo-deformacién para las muestras de PCL-CLG |I. Indicacién de los

principales elementos de la curva.

La adicion de colagena tipo | a la disolucion de PCL 12% provoca una pequefia
disminucién de la zona elastica dado que la colagena tipo | posee un maximo de 10% de
deformacion en la zona elastica [114,115]. No obstante incrementd el esfuerzo maximo
excesivamente. Esto es posible dadas las propiedades mecéanicas de la colagena tipo I.
Heim et al. [116] and Wenger et al. [117] reportan el médulo elastico en rangos de 1-2
GPa y 5-11.5 GPa respectivamente, utilizando técnicas de Microscopia de Fuerza
Atdmica. Sin embargo al ser una muestra porosa, ésta constante se puede ver reducida

hasta ~300 MPa.
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Tabla 8. Valores caracteristicos obtenidos de las gréficas esfuerzo vs deformacion.

CAPITULO IV

Muestra op[MPa] | c[MPa] |go,[MPa] | E[MPa] | 6 [MPa] | oy[MPa] | &rs[MPa] | €n[MPa]
PCL 0.78 0.82 0.85 11.9 1.2 0.42 1.1 1.9
PCL-CLGI | 1.3 15 1.7 19 13.3 13.2 1.03 1.08
PCL-FQL 0.27 0.32 0.35 5.6 0.93 0.90 1.75 1.78
PCL-FQL
1.0x10°
8.0x10° 4
< 6.0x10° -
a,
[2)
()]
S 4.0x10° -
n
2.0x10°

0.0 4

Strain [mm/mm]

I T
1.0

Figura 39. Diagrama Esfuerzo-Deformacion de PCL-FQL. Indicacion de los principales elementos

de la curva.

A diferencia de la muestra de PCL-CLG |, las propiedades del PCL se vieron reducidas al

mezclarlo con FQL. Como se observa en la Figura 39, la zona plastica aumento

disminuyendo el esfuerzo maximo debido a las bajas propiedades mecanicas, que

confieren a la matriz propiedades elastomeéricas.
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Conclusiones

Se logré extraer con éxito coldgena tipo | de tenddén bovino por medio de un proceso

enzimatico sumado a disoluciones y precipitaciones.

Se cuantifico la proteina obtenida y se infiri6 su tipo por medio de la técnica de

electroforesis.

A través de microscopia electronica de barrido se pudo identificar la morfologia de cada
precursor de las matrices. Al comparar la mezcla fisica de PVP-CLG | con la mezcla
irradiada (FQL), se puede comprobar parcialmente la formacion del copolimero de injerto
provocado por la radiacion gamma a la que fue expuesta, ya que la estructura y
morfologia difiere completamente del que presenta la mezcla fisica.

Se lograron establecer las condiciones idoneas para el electrohilado de las matrices o
membranas porosas. Esto se logré con la ayuda de microscopia electronica de barrido,
ya que es complejo saber si las membranas se hilaron adecuadamente, si se observan a
simple vista, por lo que cada combinacién de variables se analizé por SEM, identificando
los cambios morfolégicos en cada membrana, para lograr fibras continuas y matrices

homogéneas.

El analisis por TGA del copolimero FQL demuestra el cambio en la degradacion de los
precursores al mezclarse, pues se observa una diferencia en el proceso de pérdida de

masa al trascurrir el aumento gradual de temperatura.

El andlisis TGA y DSC de las matrices PCL-CLG | y PCL-FQL tuvo pequefas diferencias
sobre el PCL, lo cual indica que la degradacion y fusion de las matrices obtenidas

correspondera mayoritariamente a la que presente el PCL sin adicionantes.

Las medidas por FTIR muestran una contribucion de grupos funcionales en el espectro,

correspondientes a la CLG | y el PVP de mezcla irradiada. Sin embargo los espectros
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correspondientes a las matrices hiladas de PCL-CLG | y PCL-FQL no muestran una clara
presencia de los adicionantes sobre el PCL a reserva de pequefias sefiales en la region
donde se presentan mayoritariamente los grupos hidroxilos (3400-3500 cm™). Esto se

puede atribuir a la baja cantidad de adicionantes en la muestra.

Los ensayos de tensidon muestran una marcada diferencia en el comportamiento
mecanico de cada matriz. La adicion de CLG | exclusivamente al PCL cambia
drasticamente las propiedades mecanicas, lo cual se debe a las caracteristicas fisicas
que posee ésta proteina. Mientras que la adicion de FQL disminuye la resistencia del
material y aumenta su plasticidad. Esto es provocado por las bajas propiedades
mecanicas del PVP que en el copolimero FQL se encuentra en una proporcion de ~94
(% m/m). Y a su vez el FQL en la solucién (PCL-FQL) se encuentra al 0.1 (%p/v) antes

de electrohilarse, lo cual reduce las atribuciones fisicas de la colagena.
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Anexo |

Técnicas de Caracterizacion

Métodos de cuantificacion de proteina.

La concentracion de proteinas en una muestra es una informacién cualitativa que se ha
utilizado en diferentes estudios biolégicos entre los que se encuentran: el estudio de la
estructura de una proteina, durante el proceso de diagnéstico de enfermedades, para
conocer la actividad especifica de una preparacion enzimatica, cuando se aborda un
esquema de purificacion de una proteina concreta etc. Para este fin existen diferentes
procedimientos para cuantificar proteinas totales que se basan en la formacién de
complejos coloridos entre las proteinas y reactivos especificos, los complejos se apoyan
en la realizaciébn de una curva patron obtenida con una disolucién de proteina cuya
concentracion es conocida, por ejemplo la albumina suero bovino. [118] entre las

técnicas de cuantificacién destacan los métodos que se describen a continuacion:

Método de Biuret: EI método consiste en realizar un ensayo colorimétrico en el que se
cuantifica la formacién de un complejo estable entre proteinas y una solucién alcalina de
cobre Cu®*, (reactivo de Biuret). [118] El complejo presenta un color violeta
caracteristico, que se puede observar a 310 nm o 540-560 nm, el cual se da por la
coordinacion de un atomo de cobre con cuatro atomos de nitrdgeno en los enlaces peptidicos de las

proteinas. [119]

Método de Lowry: Este proceso se divide en dos etapas, la primera, que es similar al
método de Biuret donde los iones Cu?*, en medio alcalino se unen a las proteinas
formando complejos con los atomos de nitrégeno de los enlaces peptidicos. Esto
provoca el desdoblamiento de la estructura tridimensional de la proteina, exponiéndose
los residuos fendlicos de tirosina que participan en una segunda etapa, que es la

reduccion, también en un medio basico, usando el reactivo de Folin-Ciocalteau, este se

71



reduce por medio de los grupos fenol presentes en la proteina que da un complejo de
color azul oscuro que se mide colorimétricamente. EI complejo coloreado, presenta dos
maximos de absorcion a las longitudes de onda de 560 y 680 nm. La eleccién de una u

otra depende de la concentracion proteica de la muestra estudiada.[120]

Método de Bradford: El ensayo se basa en la unidn del colorante azul de Coomassie
G250 a la proteina y un cambio de color de la solucibn en respuesta a diferentes
concentraciones de la misma. Este compuesto interacciona con aminoacidos basicos
(especialmente arginina) y aromaticos. Estudios detallados indican que el colorante libre
puede existir en cuatro formas diferentes ionicos para las que los valores de pK, son
1,15, 1,82 y 12,4 [121]. De las tres formas cargadas de colorante que predominan en la
solucion del ensayo reactivo acido, las formas mas catidnicos rojos y verdes tienen
maximos de absorbancia a 470 nm y 650 nm, respectivamente. En contraste, la forma
mas azul del colorante aniénico, que se une a la proteina, tiene un maximo de
absorbancia a 590 nm. Por lo tanto, la cantidad de proteina puede ser estimada
mediante la determinacién de la cantidad de colorante en la forma iénica azul. Esto se

consigue mediante la medicién de la absorbancia de la solucién a 595 nm. [122]

Electroforesis

Es una técnica por la cual se separan biomoléculas mediante una migracién diferencial
en una solucién o en un soporte sélido, al ser sometidas a un campo eléctrico. El término
electroforesis fue introducido por primera vez en 1907 por Michaelis y empleado por
primera vez en 1937 por Tiselius, impulsada en los afios 50 por E. L.Durrum y Arne
W.K. [123] Esta técnica es auxiliar durante la caracterizacion de moléculas en donde se
determina la velocidad a la que estas se mueven en un campo eléctrico y se utiliza para
determinar, en el caso de proteinas, la masa molecular o para detectar cambios de
aminoacidos y separar cuantitativamente distintas especies moleculares para su

identificacion; en el caso de acidos nucleicos se puede determinar también su tamarfio.
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Fundamento

El proceso se basa en la migracién de moléculas ionizadas y con una carga eléctrica
neta que al ser colocadas en un campo eléctrico, éstas experimentaran una fuerza de
atraccion hacia el polo que tenga una carga opuesta. Durante el proceso las moléculas
con cargas positivas se desplazaran hacia el catodo y aquellas cargadas positivamente

se desplazaran hacia el &nodo [124].

La velocidad con que una molécula migrara esta determinada por dos fuerzas: la fuerza
eléctrica y la de friccibn o rozamiento. La primera es responsable de la atraccién de la
molécula hacia uno de los electrodos. Asi cuanto mayor sea el cociente carga/masa de
la molécula mayor seré la aceleracién con que se mueva. La fuerza de friccidn tiene una
accion opuesta: a mayor rozamiento, menor velocidad de migracién. Esta fuerza esta
directamente relacionada con el tamafio y forma de la molécula que migra, y con las
caracteristicas del medio en que se mueve. Otra fuerza que se suma a este proceso es
la que se produce por el movimiento aleatorio de las moléculas (movimiento browniano)
debido a que poseen energia cinética propia. Esto se denomina difusion y sigue la ley de
Fick [124]. La energia cinética de las moléculas aumenta con la temperatura, por ello a

mayor temperatura existe una mayor difusiéon (Figura 40).

La suma de todas las fuerzas que intervienen en este proceso provocan que la migracion
de las moléculas no sea homogénea por lo que, se ha recurrido a la migracion a través
de geles que actian como tamices produciendo un frente homogéneo de moléculas
separadas por su tamafo (Figura 41). Aunque esta medida reduce la velocidad de
migracion, esta se puede compensar con el cambio de la intensidad del campo eléctrico.

Mejorando con esto la definicion de los frentes moleculares.

Fuerza

A
€ —>  electrostatica

é_
€ \%
Movimiento
Browniano

Friccion

Figura 40. Cinética de las moléculas frente a un campo eléctrico.
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Figura 41. Migracion de frentes de moléculas a través de geles que homogenizan la separacion.

Existen diferentes métodos para efectuar esta técnica basada en los mismos principios
basicos, entre estos se encuentran: electroforesis en geles de gradiente, electroforesis
en geles de agarosa, isoelectroenfoque, electroforesis bidimensional y electroforesis en
gel de poliacrilamida, la cual se describe a continuacion:

Electroforesis SDS-PAGE

SDS-PAGE es la electroforesis de proteinas en geles con matriz de poliacrilamida, se
lleva a cabo en presencia de detergente aniénico dodecilsulfato sodico (SDS). Es una de
las técnicas mas usada para caracterizar mezclas complejas de proteinas. Fue utilizada
por primera vez en 1959 por C. Raymond y Weintraub, quienes emplearon como soporte
para la electroforesis un gel (PAGE), posteriormente el método fue perfeccionado por
varios investigadores como Davis y Ornstein. [125] afiadiendo el uso de

desnaturalizantes.

La poliacrilamida es un soporte polimérico quimicamente inerte, de propiedades
uniformes, capaz de ser preparado de forma rapida y reproducible. Forma, ademas,
geles transparentes con estabilidad mecanica, insolubles en agua, relativamente no
iGnicos y permiten buena visualizaciéon de las bandas formadas por frentes moleculares
durante tiempo prolongado. [61] Conjuntamente al gel de poliacrilamida se suma el
efecto del SDS, detergente de accion desnaturalizante que se une a las cadenas

polipeptidicas confiriendo al complejo una carga neta negativa proporcional a su masa,
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haciendo que todas las proteinas acomplejadas con SDS tengan una carga relativa a su

masa.

El gel PAGE forma una matriz tridimensional por monémeros de acrilamida formando
cadenas lineales las cuales inician una ramificacion al incluir bisacrilamida dando lugar al
gel de poliacrilamida. La ramificacion induce la formacién de poros que forman una
reticula. El tamafio de ésta depende de la concentracién de acrilamida y del grado de
entrecruzamiento. Por lo que al variar la concentracion de acrilamida y bisacrilamida en
la preparacién del gel se logran producir distintos grados de porosidad y por ende
distintos intervalos de separacion de proteinas. [127] Asi, geles con un porcentaje alto de
acrilamida (10-15%T) son Optimos para la separacién de proteinas de menor tamafo
(menores de 50kDa), mientras que geles de porcentajes menores (<10%T) son los
indicados para la separacion de proteinas mayores. Generalmente la relacion utilizada
entre acrilamida y bisacrilamida es 37,5:1. [128] Se adiciona una solucion amortiguadora,
gue generalmente es Tris-HCI, con la intenciébn de mantener estable el pH de los frentes
moleculares. Para iniciar la polimerizacion de la acrilamida se afiade persulfato amoénico
(APS) que al disolverse en agua genera radicales libres que transforman la acrilamida en
radical libre y se inicia la polimerizacion. [123] Se anade al medio TEMED (N,N,N’,N’-
tetrametil etilenodiamina) que funciona como catalizador de la reaccion, de modo que la
polimerizacién tendria lugar sin su presencia, pero seria extremadamente lenta pues se

debe tener en cuenta que el O, inhibe la polimerizacion de la acrilamida.

Para mantener desnaturalizadas las proteinas, cada muestra mezcla en cierto porcentaje
con el detergente anidnico a 100°C. El SDS tiene la propiedad de unirse a las cadenas
polipeptidicas desnaturalizadas con una relacion de 1.4 g de SDS por g de proteina,
uniéndose aproximadamente una molécula de SDS por cada dos aminoacidos de la
cadena. En el complejo SDS-proteina la carga de la proteina queda enmascarada por la
de las multiples moléculas de SDS vy es proporcional sélo a la masa de la proteina pues
todas tienen la misma carga por unidad de masa, haciendo que todas las proteinas
acomplejadas con SDS viajen hacia el &nodo. Se puede entonces determinar el peso

molecular aparente de cualquier proteina por comparacion con un patron de proteinas de
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pesos moleculares conocidos. Esta electroforesis es discontinua pues utiliza dos geles: Un gel
concentrador con bajo grado de reticulacion y pH 6,8 (gel acumulador o “stacking gel”).
Un gel separador con grado de reticulacibn mayor con valores entre 6% y 15%,

pudiéndose también utilizar gradientes de concentracion de acrilamida (gel separador).

Microscopia Electronica de Barrido.

La microscopia electrénica de barrido (SEM) es una técnica que permite la observacion y
caracterizacion superficial de materiales inorganicos y organicos, entregando informacién
morfologica del material analizado [129], a través de un equipo que genera un haz
puntual de electrones sobre una muestra. La interaccion del haz sobre el material
produce varios tipos de sefales, tales como: rayos X caracteristicos, electrones
retrodispersados, electrones secundarios, electrones Auger, rayos X continuos, entre

otros (Figura 42).
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Figura 42. Sefales generadas al interactuar el haz de electrones con la muestra en SEM.

El microscopio generalmente opera con un detector de electrones secundarios para
obtener imagenes de alta resolucidén, un detector de electrones retrodispersados que
permite la obtencion de imagenes de composicion y topografia de la superficie, ya que el
haz depende del numero atomico del material permite distinguir fases de una material

de diferente composicion quimica; y un detector de energia dispersiva EDS ( Energy
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Dispersive Spectrometer) permite colectar los Rayos X generados por la muestra y
realizar diversos analisis e imagenes de distribucion de elementos en superficies pulidas
[129]. Los componentes de un sistema clasico de microscopia electronica de barrido se

muestran en la Figura 43.

Pistola eléctrica 1 Fuente de alimentacion
variable de alto-voltaje

Control de las bobinas
de barrido (ampliacion

Figura 43. Diagrama de elementos basicos de MEB. [130]

Andlisis Termogravimétrico

El andlisis por termogravimetria (TGA:Termogravimetric analisis) es una técnica que
mide la variacion porcentual de la masa de una muestra a medida que se calienta (o se
enfria) a una velocidad controlada. EI cambio de masa de la muestra depende de la
composicién de la muestra, de la temperatura, de la tasa de calentamiento y el tipo de
atmosfera controlada en la que se lleva a cabo el proceso (aire, oxigeno, nitrégeno,

argon u otro gas). [131]
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El analisis térmico a través del TGA permite la identificacion, control de pureza y
estabilidad de los materiales, ya que las transiciones de estado ocurren a temperaturas
caracteristicas para cada una de ellos. Este andlisis, registra la masa de la muestra en
funcion de la temperatura o del tiempo de calentamiento, mediante el empleo de una
termobalanza a través de programas de calentamiento dindmico o de temperatura fija
(proceso isotérmico). El registro de estos cambios nos dara informacién sobre si la

muestra se descompone o reacciona con otros componentes [132].

La Termogravimetria puede utilizarse conjuntamente con otras técnicas, como por
ejemplo DSC, ya que permiten obtener informacion complementaria sobre el

comportamiento térmico de una muestra.

Los elementos basicos del sistema termogravimétrico se indica en la Figura 44.
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Figura 44.- Esquema de un disefio de termobalanza [133]: A) brazo; B) copa y soporte de
muestra; C) contador de peso; D) lampara y fotodiodos; E) bobina; F) iman; G) control del
amplificador; H) calculador de tara; I) amplificador; J) registro.

Calorimetria Diferencial de Barrido

La calorimetria diferencial de barrido, o DSC, es una técnica experimental dinamica que
permite detectar transiciones que implican intercambio de energia, sea almacenamiento
de calor (procesos endotérmicos) o liberacion de calor (procesos exotérmicos) en una

sustancia, cuando esta se lleva y mantiene a temperatura constante, durante un tiempo
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determinado, o cuando es calentada o enfriada a velocidad constante, en un

determinado intervalo de temperaturas. [134]

El equipo de ensayo dispone de dos capsulas. Una de ellas contiene la muestra a
analizar y la otra esta generalmente vacia, usada como capsula de referencia. Se usan
calefactores individuales para cada céapsula y un sistema de control comprueba si se
producen diferencias de temperatura entre la muestra y la referencia (Figura 45). Si se
detecta cualquier diferencia, los calefactores individuales se corregiran de tal manera
gue la temperatura se mantendra igual en ambas capsulas. Es decir, cuando tiene lugar
un proceso exotérmico o endotérmico, el instrumento compensa la energia necesaria
para mantener la misma temperatura en ambas cpsulas [134]. La muestra y la
referencia se calientan de manera independiente por lo que se puede medir directamente
la diferencia entre el flujo de calor para mantener un la misma temperatura en ambas.
Por lo tanto los datos se obtienen en forma de entradas diferenciales de calor (dH/dt) en
funcion de la temperatura [135]. Con estos datos puede determinarse la temperatura de
transicion vitrea (Tg), el punto de fusion (Ty), la temperatura de descomposicion (Td), la
temperatura de cristalizacion (T.), las entalpias de fusién y cristalizacion (AHf y AHc), asi
como evaluar cambios estructurales entre forma cristalina y estudiar la cinética de

cristalizacion. [136]

= =]

I

heaters
temperature sensors —

Figura 45. Principio de DSC. Una muestra (S) y una referencia (R) se calientan de manera controlada por
los sensores de temperatura. [137]

Ensayo de Tension.

Cuando se disefian elementos estructurales implica conocer la resistencia y rigidez de

los materiales a utilizar, estas caracteristicas se pueden determinar si se evaluan los
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materiales por medio de pruebas mecanicas. En el caso de los materiales utilizados en
este trabajo el ensayo que mas datos puede aportar para conocer su comportamiento, es
el ensayo a tension. Ya que las matrices obtenidas se veran sometidas a deformaciones

principalmente debido a su aplicacion.

El ensayo de tension consiste en someter a probetas, generalmente con medidas
estandarizadas, a una fuerza uniaxial en sentidos opuestos, a una velocidad de
deformacion constante, y medir el esfuerzo necesario para cada deformacion, esto se
realiza generalmente hasta que el material se fractura. Con este proceso se obtiene 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 independizarse
de las dimensiones particulares de cada probeta, en lugar de analizarse con fuerzas (F)
se utiliza la tension o carga (o, stress) la cual se define como la fuerza aplicada por

unidad de area transversal a la deformacién (A) [138]:
P.
g —=——-"
A(t)

Con la deformacién (“strain”) sucede algo similar y se trabaja generalmente con la

deformacion nominal o de ingenieria:

“I ”

Donde “lo” se refiere al largo inicial de la muestra y “I” a la longitud final de la probeta [73].
Estos valores permiten determinar el esfuerzo y la deformacion que al graficar originan el
denominado diagrama de esfuerzo y deformacién. Los diagramas son similares si se
trata del mismo material y de manera general permite agrupar los materiales dentro de
dos categorias con propiedades afines que se denominan materiales ddctiles y
materiales fragiles. Los diagramas de materiales ductiles se caracterizan por ser
capaces de resistir grandes deformaciones antes de la rotura, mientras que los fragiles

presentan un alargamiento bajo cuando llegan al punto de rotura. En el caso de los
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polimeros, el comportamiento mecénico tiene dependencia con la temperatura y la
velocidad de deformacion, lo anterior debido a su comportamiento viscoelastico, no
obstante si el material se ensaya bajo condiciones similares a las que se aplicara, se

tendran datos mas confiables.

El diagrama Esfuerzo-Deformacion para los polimeros cambiara segun la estructura de

las cadenas poliméricas que los componen, como se muestra en la Figura 46 [138].

E xtension

Figura 46. Curvas tipicas para ensayos de traccion-deformacion: a) fractura de polimeros

fragiles ; b) fractura ductil; c) polimeros semicristalinos; d) deformacién de elastomeros.

Muchos polimeros se cristalizan parcialmente al ser enfriados por debajo de la
temperatura de fusion, lo que provoca que varias cadenas se acerquen y se ordenen
estrechamente a lo largo de distancias apreciables. [139] Las cadenas plegadas se
ordenan en tres dimensiones formando laminillas como pequefios arreglos cristalinos

unidos entre si por cadenas con estructuras amorfas como se indica en la Figura 47.

Figura 47. A) Modelo de cadenas plegadas en 2 dos dimensiones, B) Arreglo en tres

dimensiones.
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Los polimeros semicristalinos poseen un mecanismo de deformacion plastica debido a la
interaccion de las laminillas con las regiones amorfas intermedias al recibir una carga.

Este proceso ocurre en varias etapas, que se indica en la Figura 48.

e Etapa inicial de la deformacién las laminillas se deslizan una con respecto a otra 'y
la region amorfa se extiende.
e En la segunda etapa las laminillas se alinean unidireccionalmente al esfuerzo
aplicado.
e Una tercera etapa esta dada por la separacion de las laminillas en segmentos de
blogues cristalinos que contindan unidos por las intercadenas amorfas.
Finalmente en una cuarta etapa los conjuntos cristalinos y las cadenas unién se orientan
completamente en direccion del esfuerzo aplicado formando una estructura altamente
orientada que genera una zona plastica después de llegar a un punto de fluencia donde

el material inicia fracturas dispersas [140].

S 5
Figura 48. Etapas de deformacion de un polimero semicristalino, la etapa 1 corresponde al

polimero antes de recibir la carga.

Este comportamiento genera una curva tipica que puede contener los elementos

indicados en la Figura 49. [141].
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Figura 49. Principales elementos en un diagrama esfuerzo — deformacion general.

Mdédulo elastico: se genera por la recta que va desde el origen hasta el punto llamado
limite de proporcionalidad (oc,,). Este segmento rectilineo, representa la zona elastica del
material de donde se deduce la relacion de proporcionalidad entre la tension y la
deformacion enunciada en el afio 1678 por Robert Hooke conocida como Modulo
Elastico o Modulo de Young (E).

Limite elastico (ce): Es la tension méas alla del cual el material no recupera totalmente
su forma original al ser descargado, sino que queda con una deformacién residual
llamada deformacion permanente [140].

Punto de fluencia (oy): En este punto aparece un considerable alargamiento o fluencia
del material sin el correspondiente aumento de carga que, incluso, puede disminuir
mientras dura la fluencia. Sin embargo, el fendmeno de la fluencia es caracteristico del
acero al carbono, mientras que hay otros tipos materiales, en los que no manifiesta.

Esfuerzo ultimo: Es el maximo esfuerzo que experimenta el material antes de iniciar el
proceso que lleva a la falla del material. Este esfuerzo le da la propiedad al material
conocida como resistencia oy,

Esfuerzo de Rotura (op): Es el esfuerzo generado durante la falla del material. A partir
de este punto el esfuerzo disminuye precipitadamente.
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