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AM: Anhidrido Maleico
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RESUMEN

RESUMEN

En afos recientes ha cobrado auge la ingenieria de tejidos, que es un area interdisciplinaria, donde
una parte importante es la obtencién de andamios poliméricos para diversas aplicaciones
biomédicas. Para ello, se requiere que las estructuras en cuestién simulen el ambiente natural en
el cual se da el crecimiento celular, de tal forma que las estructuras brinden soporte al tejido en
crecimiento y, favorezcan la adhesién y crecimiento celular.

El polimero elegido para este proyecto es la poli(e-caprolactona) (PCL), debido a que es un
material versatil, con un tiempo de biodegradacién de 2 a 4 afios, lo que lo hace apropiado para
crecimiento de tejido dseo; la principal desventaja de este material radica en su alto cardcter
hidrofdbico, lo cual inhibe la proliferacidon celular sobre él. El objetivo de este trabajo fue la
modificaciéon superficial de andamios de PCL mediante funcionalizacidn del polimero y adicion de
celulosa, a fin de obtener cierto grado de hidrofilicidad.

En esta investigacion se optimizaron los pardmetros de electrohilado de PCL, a fin de obtener
andamios homogéneos y con fibras de didmetros pequefios; ademas, se funcionalizé la PCL con
anhidrido maleico (AM), para finalmente asperjar una solucion de celulosa sobre los andamios de
PCL pura y funcionalizada, a fin de comparar las caracteristicas de éstos. La presencia de AM unido
al polimero se demostré mediante andlisis térmicos (DSC y TGA) y espectroscdpicos (FTIR y RMN),
con estos Ultimos se detecté el AM y se cuantificd el porcentaje de injerto; ademas, la microscopia
electrdnica de barrido (MEB) sirvié de guia durante todo el proceso.

Los resultados mostraron que al funcionalizar la PCL con AM se redujo el peso molecular del
polimero, de manera proporcional a la cantidad de anhidrido adicionado; ademas, en los
termogramas hubo un ligero incremento en las temperaturas de las transiciones, lo que indica un
cambio estructural y mayor rigidez en el material. Por otro lado, en el caso de PCL-AM
(funcionalizada), disminuyd la resistencia a la tensidn y elongaciéon y se duplicé el valor del médulo
de Young; en cuanto al caracter hidrofdbico del material, después de la reaccién el angulo de
contacto de PCL disminuyd de forma importante, y con la adicidn de celulosa a los andamios de
PCL y PCL-AM, se logré un mojado completo del andamio, lo que es indicativo de la alta
hidrofilicidad de su superficie y, lo hace adecuado para aplicaciones en ingenieria de tejidos.

Del trabajo realizado se concluye que el mejor sistema de disolventes para electrohilado de la PCL
es diclorometano/DMF (80:20) y los parametros 6ptimos son: concentracién de 12 % p/v, flujo de
inyeccidn de 0.5 mL/h, voltaje de 8 kV y distancia aguja-colector de 25 cm. Ademads, el mayor
grado de funcionalizacién de la PCL con AM se logré usando 10 % de anhidrido respecto a PCLy 5
% del iniciador (BPO) respecto a AM; con esta modificacién disminuye el angulo de contacto del
polimero en un 35 % vy, se propicia la adsorcién de celulosa en su superficie, con lo cual se logra un
andamio altamente hidrofilico, con lo cual se puede favorecer la adhesién y la proliferaciéon
celular.
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INTRODUCCION

1.1. Antecedentes.

La fabricacion y uso de andamios porosos basados en nanofibras han cobrado interés
recientemente para aplicaciones biomédicas, especialmente para ingenieria de tejidos, cuyo
objetivo es crear estructuras biodegradables y biocompatibles con propiedades mecanicas y
bioldgicas similares a la matriz extracelular (ECM), ademas de facilitar los implantes quirurgicos
y promover la regeneracion tisular. Para ello, se han examinado polimeros naturales y
sintéticos que incluyen colageno, quitosano, acido hialurénico y poliésteres biodegradables

como poli(acido lactico), poli(acido glicdlico) y policaprolactona, entre otros. [1]

La poli(e-caprolactona) (PCL) es un polimero semicristalino, biodegradable que se ha empleado
desde hace varias décadas para ingenieria de tejidos, se trata de un material con buenas
propiedades mecanicas, facil de procesar, compatible tanto con tejidos duros como blandos y
aceptado por la FDA. La PCL es util en la produccidn de fibras electrohiladas que simulan Ia
matriz extracelular. Sin embargo, su hidrofobicidad limita la adhesién y proliferacién celular.

Con la finalidad de modificar sus propiedades superficiales, frecuentemente se preparan
mezclas de PCL con polimeros hidrofilicos que facilitan la adhesién de células, pero se han
desarrollado varios métodos para modificar la superficie de los andamios y promover su
biocompatibilidad. Entre ellos esta la modificacidon de los polimeros sintéticos con materiales
naturales, la cual es una forma eficiente para preparar andamios hibridos que combinan las

ventajas de ambos componentes. [1], [2]

Por otra parte, puede obtenerse un incremento en las propiedades mecdnicas y térmicas de los
andamios basados en la PCL, mediante reforzamiento con fibras o particulas, por lo que
recientemente, los esfuerzos por incrementar las propiedades mecanicas de las redes de

nanofibras de PCL han llevado al uso de nanotubos de carbono y materiales biolégicos a fin de
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reforzar al polimero. J. O. Zoppe et al. [1] mostraron que la incorporacién de nanocristales de
celulosa en las fibras poliméricas presenta ventajas sobre otro tipo de materiales, como los
nanotubos de carbono, debido a que la celulosa se puede obtener de las plantas, que son una
fuente bioldgica abundante; ademads, es barata, facil de producir y, lo mds importante,

biocompatible y biodegradable. [1], [2]

Investigaciones recientes de N. Lin et al. incluyen el uso de nanocristales de celulosa
funcionalizados con policaprolactona, los cuales se adicionaron a poli(acido lactico) (PLA) para
mejorar sus propiedades mecanicas. La PCL injertada presenta buena miscibilidad cuando se
adiciona al PLA y con ello se mejora la asociacion entre las nanoparticulas del relleno y la matriz
polimérica. [3]

A pesar de las ventajas de usar fibras de celulosa para reforzar los biocompositos, hay algunas
desventajas; la mas importante es la pobre compatibilidad entre la celulosa hidrofilica y la
matriz polimérica hidrofdbica. Para mejorar la compatibilidad entre las dos fases, la celulosa
puede modificarse fisica o quimicamente. Un método efectivo empleado por H. Lonnberg et al.
para alterar la celulosa es hacer crecer polimeros o ligantes sobre su superficie, mediante la
técnica de “injerto desde” (en inglés grafting-from). Mediante esta técnica los polimeros
pueden injertarse exitosamente en celulosa y derivados de ella, a través de una amplia

variedad de técnicas de polimerizacion. [4]

1.2. Justificacion.

Los andamios de PCL tienen una velocidad de degradaciéon de 3 a 4 ainos, lo que los hace
adecuados para aplicaciones biomédicas que requieran un tiempo prolongado para la
regeneracién de tejidos; sin embargo, la hidrofobicidad de la PCL limita el crecimiento celular
en su superficie, por lo que la modificacién superficial de las nanofibras representa una buena
alternativa para mejorar la adhesién y proliferacién celular. [5]

Por su parte, la celulosa ha demostrado ser una molécula adecuada para el crecimiento celular,
capaz de favorecer la proliferaciéon en los andamios y brindar mayor soporte sin efectos
adversos; los biomateriales basados en celulosa y sus derivados se han empleado para hacer

membranas de hemodidlisis, de difusién controlada y para inmovilizacion de enzimas y
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biosensores, como materiales para recubrir farmacos y andamios para su liberacién controlada.
Recientemente se han reportado estudios sobre la aplicacion de celulosa para cultivos celulares
e implantes, aplicables en regeneracién de hueso y cultivo de hepatocitos para generar un

higado artificial. [6]

Los métodos desarrollados para modificar la superficie de los andamios pueden ser fisicos o
guimicos y consisten, principalmente, en alterar las moléculas que se encuentran en la
superficie de las nanofibras o recubrirlas con cierto material, con la finalidad de promover la
biocompatibilidad; entre ellos estan las mezclas de polimeros sintéticos y naturales, las cuales
disminuyen las propiedades mecdnicas del material compuesto, debido a que se tiene una
pobre adhesidon entre los componentes, es decir, entre el polimero hidrofébico y un
biopolimero hidrofilico. Afortunadamente, la afinidad entre ellos puede mejorarse mediante la
adicion de un compatibilizante para favorecer la interaccién entre los dos materiales y mejorar

las propiedades mecdnicas del compuesto. [2], [3], [7]

Con base en estas ideas, se realizé el presente estudio, el cual consiste en obtener por
electrohilado andamios de PCL y PCL funcionalizada con anhidrido maleico y, realizar una
modificaciéon superficial de las nanofibras mediante adsorcion de celulosa en el andamio, a fin
de evaluar las propiedades de ambos tipos de materiales. Con la adicidn de celulosa se espera
disminuir la hidrofobicidad de la PCL, favorecer la adhesién celular y mantener Ia
biocompatibilidad del polimero.

La hipdtesis de trabajo es que la funcionalizacién de la PCL y la posterior adicion de un
biopolimero como la celulosa generara un producto con buenas propiedades mecanicas,
adecuado para regeneracién de tejidos duros, los cuales requieren un tiempo prolongado para

regenerarse.
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1.3. Objetivos.

1.3.1. General.
Obtener andamios de nanofibras de poli(e-caprolactona) modificadas con celulosa, para

mejorar su hidrofilicidad y favorecer sus aplicaciones en ingenieria de tejidos.

1.3.2. Especificos.
e  Optimizar los parametros de electrohilado para la obtencién de nanofibras de poli(e-
caprolactona).
e  Modificar superficialmente las nanofibras de PCL con celulosa por los métodos de
adsorcidn fisica y/o funcionalizacion.
e  Evaluar la adsorcién y funcionalizacién de las nanofibras de PCL con celulosa y analizar su
distribucién en el andamio.
e  Caracterizar las nanofibras sintetizadas mediante métodos espectroscopicos (FTIR y RMN),
microscopicos (MEB), térmicos (DSC y TGA), cromatograficos (GPC) y mecanicos (ensayo de
tension).

e  Relacionar las propiedades fisicas de los andamios con la adhesién celular.
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FUNDAMENTO TEORICO

2.1. Ingenieria de tejidos.

La ingenieria de tejidos se define como un campo de investigacion interdisciplinario que
involucra a la ingenieria y ciencias de la vida, cuya finalidad es el desarrollo de sustitutos

biolégicos que permitan restaurar, mantener o mejorar las funciones del tejido. [8]

La ingenieria de tejidos cldsica consiste en aislar células especificas mediante una biopsia del
paciente, hacerlas crecer in-vitro en un andamio biomimético bajo condiciones controladas de
cultivo, implantarlo en el tejido del paciente que se quiere regenerar y dirigir el crecimiento de
nuevo tejido en el andamio, el cual se debe degradar al mismo ritmo con que se regenera el
tejido. Las técnicas actuales se basan en el uso de andamios porosos macroestructurados que
actian como soporte para la adhesion celular y formacién de tejidos tanto in vivo como in

vitro. [9]

Los tejidos constan de una matriz, denominada matriz extracelular, y uno o mas tipos de
células, la matriz constituye un andamio tridimensional que provee a las células de un
ambiente y arquitectura especificos para el tipo de tejido, ademas de actuar como un
reservorio de agua, nutrientes y factores de crecimiento; es por ello que para la regeneracion
tisular se requiere un andamio que actle como matriz extracelular temporal para la adhesién y
proliferacién celular y permita el crecimiento, hasta que el nuevo tejido esté totalmente

regenerado. [8]
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2.2. Andamios para regeneracion de tejidos.

Un andamio celular (scaffold en inglés) es una estructura que da soporte a las células y crea un
microambiente que permite el crecimiento y la regeneracién del tejido en cuestién. Cuando se
trabaja con tejidos que van a estar sometidos a tensidon o esfuerzos, como arterias y valvulas

cardiacas, el andamio ademads de dar soporte, debe resistir la tension in vivo y la carga. [10]

Un andamio para ingenieria de tejidos tiene como funciones primordiales: definir un espacio
que formara el tejido regenerado, realizar temporalmente la funcién del tejido que se esta
regenerando y facilitar su crecimiento. Esto es, servir como un sustrato para adherir y
posiblemente transportar células, proteinas y otros biofactores, como el ADN. Debido a estas
funciones, se deben considerar ciertas caracteristicas cuando se disefia un andamio, en primera
instancia, debe tener una estructura tridimensional con una arquitectura definida, forma y
volumen; ademds de que el material debe ser facilmente procesable en una variedad de formas
y tamafios, que incluyen andamios especificos para un paciente.

Para realizar las funciones del tejido que se esta regenerando, el andamio debe tener
propiedades mecdanicas semejantes a las de la matriz extracelular natural, a fin de ser capaz de
cumplir con la funcidon de soporte. Para algunas aplicaciones el andamio ademads debe ser
biodegradable y bioresorbible, con una velocidad de biodegradacién adecuada para el
crecimiento de la célula o tejido in vitro y/o in vivo. Los biomateriales con una biodegradacion
controlable son de gran interés en aplicaciones para ingenieria de tejidos.

Finalmente, el andamio debe permitir una bioquimica superficial adecuada para la adhesién,
proliferacién y diferenciacion celular. Ademas, los productos de degradacién de la superficie y
del cuerpo del material deben ser biocompatibles y ocasionar minimas respuestas inflamatorias
o inmunes. Se debe considerar también la disponibilidad de los grupos funcionales para acoplar

covalentemente o incluir biofactores en los andamios. [11]

La porosidad del andamio genera una estructura interconectada, que permite el transporte de
nutrientes y desechos metabdlicos. El tamafio de poro debe permitir la migracion de células a

través del andamio sin bloquear el flujo.
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El disefio de un nuevo andamio adecuado para una aplicacién en especifico, debe considerar
una alta relacién area superficial interna/volumen a fin de organizar la gran cantidad de células
requeridas para reemplazar o restaurar la funcion del tejido u érgano. Para ello, se debe tener
cierto tamafo de poro y area superficial interna, sin perder resistencia mecanica. También estd
claro que un buen andamio debe mantener un equilibrio entre la funcién mecdnica y la

liberacién de biofactores. [11]

En cuanto a su estructura, los andamios pueden ser inyectables o prefabricados. Los
inyectables, cuyo ejemplo mas representativo son los hidrogeles, pueden ser introducidos en
forma liquida en la lesion y llevan a cabo el proceso de entrecruzamiento (cross-linking) in situ.
Por lo tanto, la forma del defecto no es una limitante para este tipo de estructuras; si bien es
cierto que su implantacidn es poco invasiva, también puede resultar citotdxica, ya que en
muchos casos es necesaria la presencia de iniciadores o la aplicacidn de luz ultravioleta para
llevar a cabo el entrecruzamiento y, debido a que es un proceso exotérmico, puede daiarse el
tejido circundante. Otra limitante de los andamios inyectables es que sus propiedades
mecdnicas son inferiores a las de los prefabricados, y por ello sélo se aplican a ciertas
estructuras maxilofaciales o en zonas que soportan poca carga.

Los andamios prefabricados son aquellos que se construyen antes de ser implantados en la
zona dafiada, estas estructuras poseen diversas ventajas sobre las inyectables, ya que tienen
mejores propiedades mecanicas y presentan macroporosidad, lo cual permite un buen nivel de
conduccién y control de la morfologia estructural. Este tipo de andamios se presta para
aplicaciones en la regeneracion de hueso en zonas de alta demanda mecdnica, sus
arquitecturas y morfologias son muy variadas, pero las mas utilizadas son las esponjas porosas,
que se fabrican por medio de diferentes técnicas. Las principales desventajas de los andamios
prefabricados son que se implantan a través de procesos invasivos dolorosos y la dificultad

para aplicarse en lesiones con formas irregulares. [12]

Lo mds comun para ingenieria de tejidos es el uso de un andamio poroso bioreabsorbible, el
cual sirve como un soporte tridimensional para dirigir la adhesién celular y formacion de tejido
in vivo e in vitro. La “bioreabsorbabilidad” del andamio es casi siempre necesaria, debido a que

éste debe ser reemplazado gradualmente por células y matriz extracelular producida por éstas,
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de tal forma que, eventualmente, se generen tejidos funcionales; de esta manera, el andamio

mas adecuado debe tener las siguientes caracteristicas:

e  Porosidad apropiada: el tamafio de poro y la estructura porosa asegura la nutricién de las
células, asi como su adhesién y crecimiento en el andamio, al mismo tiempo que provee el
ambiente para la regeneracién de tejido, vascularizacién y eliminacion de productos de

desecho. Se ha sugerido tamafos de poro de 200 a 400 nm para tejido dseo.

e  fuerza mecdnica suficiente: permite mantener la integridad estructural durante el cultivo,
lo cual es de particular importancia en tejidos que van a soportar carga, como el hueso. El
material debe ser suficientemente fuerte para aguantar las tensiones fisioldgicas y transferir

cargas después de ser implantado.

e Adecuada degradacion: la velocidad de degradacién del andamio le permite brindar
soporte durante la proliferacion celular, pero deja un espacio para el crecimiento de nuevo
tejido al degradarse. El andamio ideal debe generar productos de degradacidon que no sean
toxicos y sean faciles de excretar por rutas metabdlicas, ademas de que no generen respuestas

inmunoldgicas o quimicas, detectables por inflamacidn en alguna parte del cuerpo.

e  Biocompatible: el material empleado para elaborar el andamio no debe generar respuesta
inflamatoria o inmune una vez que es implantado, sino que debe integrarse con el tejido

huésped, facilitar la infiltracion vascular, adhesién y formacién de células.

e  Proceso apropiado de manufactura: la técnica debe permitir la obtencién de andamios con
la forma y tamafio deseados, faciles de manipular y que estén disponibles para su uso en
cirugia a corto tiempo. El proceso de manufactura no debe afectar la compatibilidad del
material al incluir quimicos residuales del proceso y el método de esterilizaciéon no debe causar
pérdida significativa de las propiedades mecanicas del polimero o cambios en su

biocompatibilidad y degradacion. [13]
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2.3. Tejido oseo.

El tejido 6seo se presenta en el cuerpo de un adulto en 2 formas: trabecular o hueso esponjoso
(20 % del esqueleto) y cortical o hueso compacto (80 % restante del esqueleto). El hueso
cortical tiene solamente el 10 % de porosidad y constituye a los huesos largos, cortos y planos
(craneo), mientras que el trabecular presenta del 50 % al 90 % de porosidad y se encuentra en

algunos huesos largos y vértebras. [8]

El hueso esta formado por:
a) Matriz organica. Se conoce también como sustancia osteoide y estd compuesta por 95 %
de fibras de coldgena tipo | y 5 % de proteinas no coldgenas, como proteoglicanos vy
fosfolipidos.
b) Matriz inorganica: Se compone de 85 % de cristales de hidroxiapatita [Ca;o(PO,)s(OH),], los
cuales contienen impurezas que promueven el intercambio idnico; ademas contiene 10 % de
carbonato de calcio y 5 % de otros compuestos calcicos.
c) Células: son de 3 tipos (figura 1).
e Osteoclastos: células grandes multinucleadas cuya funcién es la ostedlisis, es decir, que
degradan, reabsorben y remodelan los huesos; una vez hecho esto se vuelven
mononucleadas.
e Osteoblastos: células mononucleadas que se encargan de formar la sustancia osteoide,
ademas segregan fosfatasa alcalina, enzima de gran importancia en la calcificacién del tejido
osteoide. Conforme se acumula la sustancia osteoide, quedan atrapados en ella y se
convierten en osteocitos, los que quedan en la superficie se denominan osteoblastos
inactivos u osteocitos de superficie.
e Osteocitos: son osteoblastos que quedan atrapados en la matriz osteoide, se comunican

entre si a través de prolongaciones de la membrana, canales de Volkmann y de Havers. [14]
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Figura 1. Células 6seas.

2.3.1. Anatomia del hueso.

Un hueso compacto esta constituido por osteonas, que son unidades bdsicas formadas por
laminillas dseas dispuestas unas dentro de otras como si fueran tubos enchufados entre si, en
su interior hay un canal central denominado “canal de Havers”, a través del cual pasan los
vasos y nervios. Las osteonas se comunican entre si a través de conductos transversales
denominados “canales de Volkmann”, periféricamente a las osteonas se disponen unas ldminas
circunferenciales y por fuera de ellas se situa el periostio, mientras que en la médula del hueso
encontramos el endostio, que es una membrana muy fina.

Por su parte el hueso esponjoso esta constituido por trabéculas, formadas por laminillas y muy
pocas osteonas. Las trabéculas se orientan en el espacio de acuerdo con las lineas de fuerza y el

area que queda entre ellas esta ocupada por la médula ésea (figura 2). [15], [16]
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Figura 2. Anatomia del hueso.

2.3.2. Regeneracion de tejido éseo.

Una vez formado el hueso se renueva constantemente a lo largo de la vida, lo que le permite
acondicionar el esqueleto para soportar cargas y regenerar su estructura. El remodelamiento
inicia con la aparicién de osteoclastos, los cuales reabsorben hueso y crean una cavidad que es
rellenada por osteoblastos con hueso nuevo. El proceso tiene una duracion de 200 dias, de los
cuales 50 son de actividad osteoblastica y 150 osteocldstica, esto ocasiona la alteracion
constante de la arquitectura dsea y con el tiempo se incrementan el didametro interno y externo

del hueso y la masa trabecular disminuye lentamente. [15]

El tratamiento mas comun para reparacién de tejido éseo se basa en el injerto de hueso, para
lo cual se toma éste de alguna parte sana del paciente, o de otra persona, y se coloca donde se
desea el remplazo, con el fin de proveer células osteogénicas que contribuyan a la
regeneracion del tejido. Una alternativa a este procedimiento es el uso de metales y ceramicos,
los cuales presentan multiples desventajas debido a la rigidez que presentan, lo que los hace
dificiles de colocar en zonas donde se presenta alta torsion, flexién o esfuerzo, por lo cual se

prefiere el uso de polimeros. [8]
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Otro tratamiento actual consiste en emplear corales y esponjas marinas como andamios para la
regeneracién de tejido déseo, éstos materiales son adecuados debido a que se integran
facilmente a la estructura del hueso y su porosidad favorece el crecimiento celular. Para ello la
primera etapa consiste en fabricar el andamio de coral o esponja de acuerdo a la cavidad a
regenerar, a éste se le adicionan células de médula o células madre mesenquimales, un tiempo

después de que éste se coloca en el paciente las células se transforman en dseas. [17]

2.4. Biomateriales para regeneracion de tejidos.

El material de los andamios para ingenieria de tejidos debe elegirse de tal forma que tenga una
velocidad de degradacion y reabsorcién que permita conservar su resistencia, hasta que el
trasplante esté completamente acoplado y el tejido asuma su funcién estructural. Una vez que
se ha elegido el material mas apropiado para cierto tipo de tejido, se determina el proceso que
permitira lograr dichas propiedades. [8], [9]

Los biomateriales se han definido como sustancias que no son alimentos o farmacos y estan
contenidas en sistemas terapéuticos o diagndsticos. Los implantes utilizados en aplicaciones

médicas hacen uso de ceramicos, metales y polimeros para su fabricacion.

La biocompatibilidad se define como la capacidad de un material para generar en un huésped
una respuesta apropiada para cierta aplicacion. En general, se han disefiado dos estrategias
para mejorar la biocompatibilidad de un implante. La primera consiste en aplicar una capa
biocompatible sobre el implante y la segunda es emplear un material biocompatible para su

fabricacion. [11]

La regeneracion de tejido éseo ha empleado diversos materiales para la construccién de
andamios, tal es el caso de metales, cerdmicos y polimeros tanto naturales como sintéticos. Sin
embargo, la mayoria de los metales y ceramicos son no- biodegradables, por lo que se prefiere
usar algunos ceramicos y polimeros biodegradables. [8]

Los requisitos para un andamio orientado a aplicaciones éseas no se limitan a su interaccion
con las células, el material del andamio debe ser biodegradable para permitir la formacién de

tejido 6seo y que al final del proceso no haya un implante, sino hueso nuevo. Ademas de esto,
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el andamio debe ser biocompatible y tener poros interconectados que faciliten la proliferaciéon

celular.

2.4.1. Metales.

Los materiales metdlicos y sus aleaciones presentan propiedades mecanicas que los hacen
adecuados para aplicaciones estructurales como prétesis articulares, placas de osteosintesis,
tornillos de fijacién e implantes dentales; sin embargo, en ocasiones son rechazados por el
organismo, debido a que presentan citotoxicidad por la liberacién de iones metalicos. Las
aleaciones metalicas son las mas empleadas, ya que no se oxidan, lo cual mejora su aceptacion
por el organismo.

Los tejidos permiten la presencia de metales por periodos cortos, ya que después se inicia la
corrosion y liberan sustancias incompatibles con ellos, por lo que se debe tener precaucién con

el uso de este tipo de materiales.

2.4.2. Cerdmicos.

Los ceramicos han sido ampliamente usados para la regeneracién y/o sustitucion de hueso. Lo
mas interesante de estos materiales son sus propiedades osteoconductivas y osteoinductivas,
las cuales permiten obtener buenos resultados en la regeneracion de tejido dseo. Sin embargo,
su principal desventaja es la fragilidad y baja estabilidad mecdnica, lo cual dificulta su uso para
huesos largos; ademas, en condiciones in vivo hay una variabilidad en la forma en la cual se
degradan, por lo que las propiedades mecdnicas se pierden rapidamente y posiblemente

liberan grandes cantidades de calcio, lo cual puede ser letal para las células. [8]

2.4.3. Polimeros.

Los polimeros que se emplean para la fabricacién de andamios son biodegradables y se dividen
en naturales y sintéticos: los naturales pueden obtenerse de fuentes animales o vegetales,
como el colageno, el fibrindgeno, el quitosano, el almidén, el acido hialurénico y el

poli(hidroxibutirato). Estos polimeros son altamente biocompatibles y presentan muy baja
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respuesta inmune, ademas de que algunos de ellos tienen gran disponibilidad debido a la
fuente de la cual provienen. Una de las ventajas de estos compuestos es que simulan los
ambientes celulares nativos, especialmente cuando estdn presentes de forma natural en la
matriz extracelular y son facilmente degradables por un mecanismo enzimatico o hidrolitico.
[11]

Los polimeros sintéticos se han usado ampliamente en ingenieria de tejidos, sin embargo, su
versatilidad y capacidad de procesamiento dependen en gran medida de la estructura y
naturaleza del material, los mdas usados son los poli(a-hidroxiacidos), poli(e-caprolactona),
poli(propilenfumaratos), policarbonatos, polifosfacenos y polianhidridos. Este tipo de
polimeros pueden hacerse a la medida, con las propiedades requeridas para una aplicacidn
especifica, las cuales pueden correlacionarse con la composicion, método de fabricacién vy

modificaciones debidas a reacciones de post-polimerizacidn. [8], [11]

2.4.4. Materiales compuestos.

Los materiales compuestos empleados para reemplazo de hueso estan constituidos
usualmente por una fase inorganica (relleno) y otra polimérica; las fases son insolubles entre si.
Los polimeros tienen tipicamente mas bajo médulo y resistencia a la deformacién que la fase
inorganica, por lo que se pretende ajustar las propiedades mecanicas de los materiales
poliméricos para hacerlas semejantes a las del hueso, mediante una estructura compuesta. De
hecho, en la matriz se efectla una complicada interaccién entre las propiedades de ésta, los

componentes inorganicos y la regidn entre las dos fases.

Los materiales compuestos asemejan mejor la estructura del hueso y pueden ajustarse mas
facilmente a los requerimientos del tejido 6seo que los cerdmicos o metales. Los materiales
biocompuestos producidos mediante la combinacién de fibras naturales y polimeros sintéticos
o biodegradables han cobrado gran demanda en los ultimos afios, las ventajas de las fibras
naturales son su bajo costo, baja densidad, sustentabilidad, capacidad de reciclaje y
propiedades mecdnicas competitivas. Entre los poliésteres biodegradables se distinguen la PCL,
el PLA y el PHA; éstos se han usado como matriz de materiales compuestos que contienen

celulosa, con la desventaja de que presentan bajo grado de adhesidén fibra-matriz debido a la
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diferencia en las propiedades superficiales de sus componentes ocasionada por la hidrofilicidad
de la celulosa, que contiene gran cantidad de grupos hidroxilo, la cual contrasta con la

hidrofobicidad del polimero. [18], [19]

2.5. Técnicas para fabricar andamios.

2.5.1. Electrohilado.

Es una técnica que permite la obtencion de nanofibras y se emplea principalmente para crear
andamios utiles para ingenieria de tejidos. El proceso consiste en la aplicacion de un alto
voltaje a una soluciéon polimérica contenida en una jeringa, el cual genera un campo
electrostatico entre la aguja de la jeringa y un colector metalico aterrizado (ver figura 3). Como
resultado del campo la gota de solucién que queda en la punta de la jeringa se alarga y forma
fibras delgadas, que se depositan sobre el colector. Las fibras que se colectan en la placa
forman una malla con orientacién aleatoria y propiedades mecdnicas especificas, adecuada
para el crecimiento celular; esta técnica permite crear andamios de diversos tipos de

polimeros. [9]

Q !
> e I —
1

Vsl

Figura 3. Esquema del proceso de electrohilado, donde Q es el flujo, V el voltaje y d la distancia aguja-colector.

ey

Durante el proceso de electrohilado, la gota de la solucién polimérica que se tiene al final del
capilar forma una especie de cono cuando se somete al campo eléctrico, debido a que la
tension superficial de la solucién es superada por las fuerzas electrostaticas presentes. A este
fendmeno se le denomina cono de Taylor en honor a su descubridor, quien encontré que el

chorro que forma las fibras surge del vértice del cono y, debido a ello, con el proceso de
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electrohilado se pueden generar fibras con diametros mucho mas pequenos que el del capilar
del cual provienen. El proceso de formacién del cono de Taylor se muestra en la figura 4, donde
en una primera etapa (A) se forma la gota en la punta de la aguja, a continuacidn, la solucion
polimérica sale de la aguja, pero se mantiene el equilibrio entre la tensién superficial y las
cargas electrostaticas (B) y, finalmente, el campo eléctrico aplicado supera a la tension y se da

la formacidn del cono de Taylor (C), de cuyo extremo surge una fibra muy delgada. [20]

Figura 4. Etapas en la formacion del cono de Taylor.

Durante el proceso de electrohilado hay varios factores que influyen notablemente en la

morfologia de las fibras obtenidas, como son:

Parametros de procesamiento.

a. Voltaje aplicado: La intensidad del voltaje aplicado permite controlar la formacién de
fibras con didmetros desde nanédmetros hasta micras, ya que el incremento del voltaje
altera la forma del cono de Taylor y modifica el chorro que sale de la aguja, lo que puede
generar fibras con defectos. A mayor voltaje se forman fibras de menor didmetro, pero
éstas pueden tener didmetros diferentes entre si.

b. Velocidad de flujo: La velocidad a la que se inyecta la solucidn polimérica puede influir en
la porosidad y forma de las fibras, a mayor flujo se empiezan a generar defectos, debido a
gue el disolvente no se evapora completamente antes de que las fibras lleguen al colector.

c. Distancia aguja-colector: Es un parametro de gran importancia, ya que puede hacer la

diferencia entre electrohilado y electro-atomizado, es decir, durante el proceso se pueden
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obtener fibras o esferas poliméricas. Ademas, este parametro tiene gran influencia en la
morfologia de las fibras obtenidas. Las fibras tiene didmetros con diferencia de hasta 2
6rdenes de magnitud; en general, el didmetro disminuye al incrementarse la distancia.

Tipo de colector: El uso de un colector estatico o uno rotatorio tiene influencia en el
didmetro de las fibras obtenidas, ya que el rotatorio permite obtener menores tamarios
debido a la velocidad de giro, ademas de que se logran andamios de fibras orientadas en

cierta direccion preferencial, Utiles para algunas aplicaciones.

Parametros de la solucion.

Tipo de disolvente: El disolvente, o mezcla de disolventes, debe ser afin al polimero; es
decir, tener un pardmetro de solubilidad cercano al polimero, de manera que permita
formar una solucion homogénea, lo cual es indispensable para obtener fibras de alta
calidad.

Concentracion de polimero: La solucion debe tener la concentracion suficiente para que se
logren anudar las cadenas poliméricas, sin estar demasiado diluida o concentrada, ya que
una solucién muy diluida formard gotas y si estd muy concentrada su alta viscosidad
ocasionard dificultades para inyectarla y mantener el flujo constante; a mayor
concentracidn se incrementa el didmetro de las fibras.

Volatilidad del disolvente: Se debe emplear un disolvente volatil, ya que se requiere que se
evapore durante el trayecto entre la aguja y el colector: a mayor volatilidad, las fibras
pueden presentar microtextura (poros en su superficie). Cuando se usan mezclas de un
disolvente con un no-disolvente del polimero, al incrementar la cantidad de este ultimo
disminuye la viscosidad de la solucion y se incrementa el grosor de las fibras
electrohiladas.

Conductividad de la solucion: Las soluciones con alta conductividad tienen mayor
capacidad de transporte de carga. El didmetro de las fibras poliméricas esta inversamente
relacionado con la conductividad de la solucidn, y puede tener una amplia distribucion de
diametros. Este parametro puede influir hasta en 2 érdenes de magnitud en el tamafio de

las fibras. [20]

Parametros ambientales.
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a. Temperatura y humedad: Son factores ambientales que tienen influencia en la morfologia
de las nanofibras obtenidas, pueden ocasionar defectos en éstas, e incluso afectar la capacidad
de electrohilado de las soluciones cuando las condiciones se modifican de forma radical.

La variacién en los parametros antes mencionados puede ser determinante y ocasionar la
presencia de imperfecciones o didmetros no homogéneos en las fibras, por lo que es
importante su optimizacién, para poder electrohilar la solucién del polimero con la cual se va a

trabajar. [21]

2.5.2. Moldeo con disolvente (solvent casting).

Se trata de una técnica simple, facil y barata, que se basa en la evaporacién de un disolvente
para formar los andamios por 2 técnicas: en una se sumerge un molde en la solucién polimérica
y después se deja suficiente tiempo para que se evapore el disolvente, de tal modo que se
forme una pelicula y la otra consiste en vaciar solucién polimérica en un molde y esperar a que
se evapore el disolvente y se forme una pelicula dentro de éste. La principal desventaja de este
método es que pueden quedar residuos de disolventes toxicos en el andamio, para lo cual se

debe secar a vacio. [10]

2.5.3. Lixiviado de particulas (particulate leaching).

Es uno de los métodos mas empleados en la fabricacion de andamios para regeneracién de
tejidos. En éste se emplea sal, azlcar o cera como porégeno y la técnica consiste en colocar en
un molde particulas de pordgeno de cierto tamafio, adicionar una solucidon polimérica y, una
vez que se evapora el disolvente, agregar agua para disolver las particulas o aplicar calor para
disolver la cera, y con ello formar los poros de la membrana. Una de sus ventajas es que se
emplea poco polimero, pero hay variables como el tamafio de poro y la conectividad entre ellos
gue son dificiles de controlar. Esto se debe a que la distribucion del porégeno dentro de la
solucion no es homogénea, debido a la diferencia de densidades entre la solucién polimérica y
el sélido, ademas de que el grado de contacto directo entre las particulas de sal no se puede
controlar bien y las particulas de pordgeno frecuentemente quedan rodeadas por la solucion

polimérica, por lo que son dificiles de lixiviar.
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La mayoria de los andamios porosos preparados mediante esta técnica estan limitados a un
grosor maximo de 4 mm y tienen una porosidad de mas del 90 %, con un tamafo de poro de 5

pm a 600 um. [10], [22]

2.5.4. Espumado por gas (gas foaming).

Se basa en el uso de un agente espumante como el bicarbonato de sodio dentro de la fase
polimérica, para generar un gas inerte como nitrégeno o diéxido de carbono cuando se expone
a soluciones acidas. Cuando las particulas se transforman en gas al exponerse a soluciones
acidas, se genera una estructura porosa. Durante la formacién de la espuma polimérica, la fase
liguida tiende a drenarse e irse hacia el fondo, mientras que el gas se va hacia arriba, lo cual
genera una espuma no homogénea compuesta por una capa inferior no porosa y una superficie
altamente porosa en la parte superior. La porosidad de la estructura esta determinada por la
cantidad de gas disuelto en el polimero y la técnica permite obtener estructuras porosas

tridimensionales. [10], [22]

2.5.5. Separacion de fases.

Esta técnica se emplea para preparar andamios a los cuales se les van a incorporar moléculas
bioactivas, para efectuarse se requiere un cambio de temperatura que separa la solucidn
polimérica en dos fases, una con baja concentracidn de polimero y otra con alta concentracién;
una apropiada separacion de fases liquido- liquido es critica en la preparacion de nanofibras,
por lo que la eleccidn del disolvente y la temperatura son cruciales para el proceso. La ventaja
de esta técnica es que puede combinarse con otras y permite crear estructuras
tridimensionales con adecuado control de la porosidad y distribucién uniforme de los poros,
con diametros de 50 um a 600 um y teniéndose porosidades mayores al 87 %, dependiendo de
la concentracidn de la solucidon. La desventaja de este método es que el uso de disolventes

organicos presenta efectos nocivos en las células. [10], [22]
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2.5.6. Impresion en 3 dimensiones (3D printing).

Es un proceso que permite obtener sélidos con formas variables mediante impresién tipo
inyeccién de tinta de un material, esta tecnologia se cred en el Instituto Tecnolégico de
Massachusetts (MIT) y consiste en crear por computadora un modelo de la pieza y una vez que
se tiene éste, colocar una capa de material en polvo y, mediante algoritmos computacionales,
aglomerar e imprimir cada capa acorde a la forma deseada; la densidad de empaque tiene un
gran impacto en la capacidad de adhesidon del material obtenido y afecta sus propiedades

mecanicas. [10]

2.5.7. Depdsito en fundido (fused deposition).

El proceso se inicia con la creacion de un modelo geométrico por computadora, el diseiio
consta de rebanadas horizontales del modelo y se trabaja con un extrusor de depdsito en
fundido, que consiste de una plataforma que trabaja en los ejes x y y, asi como de un cabezal
gue se desplaza en el eje z; de esta forma, el sistema dibuja la estructura (andamio) y hace una
capa alavez. [10]

Esta tecnologia es un método atractivo para fabricar andamios para aplicaciones en ingenieria
de tejidos, debido a que no usa disolventes que podrian resultar téxicos. El tamafio de poro de
los andamios obtenidos puede controlarse al variar el diametro de la boquilla usada para
depositar las fibras poliméricas, la porosidad obtenida es por lo regular mas de 80 % vy el

tamafio de poro esta en el intervalo de 100 um a 2000 um. [22]
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2.6. Poli(e-caprolactona).
2.6.1. Generalidades.

La poli(e-caprolactona) (PCL) se obtiene mediante polimerizacién por apertura de anillo (ROP,
por sus siglas en inglés) de la e-caprolactona, en el proceso se emplea octoato de estafio como
catalizador y alcoholes de cadena corta para controlar el peso molecular del polimero.

La PCL (ver figura 5) tiene un alto grado de permeabilidad a muchas sustancias y es de gran
interés en el drea médica y de agricultura, recientemente se ha empleado para aplicaciones
como peliculas agricolas, contenedores para plantas, sistemas de liberaciéon de farmacos y
matrices para liberacién controlada de pesticidas, herbicidas y fertilizantes, debido a que es

biocompatible y puede tardar de 3 a 4 aios en degradarse. [23]

0
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Figura 5. Estructura de la poli(e-caprolactona)

El mecanismo de biodegradaciéon de PCL (figura 6) se inicia con la hidrdlisis abidtica del
polimero, para generar acido e-hidroxi caproico (acido graso), el cual sufre una B-oxidacion
para convertirse en acetil coenzima Ay, finalmente, se genera diéxido de carbono mediante el
ciclo del acido tricarboxilico, efectuado por microorganismos como Pseudomonas y penicillium.

[24]

Acido Acetil-

PCL graso CoA

Figura 6. Mecanismo de degradacion de PCL.
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2.6.2. Propiedades de la poli(e-caprolactona).

La PCL es un poliéster semicristalino con temperatura de transicién vitrea (Tg) de -60 °C y
temperatura de fusién de entre 59 °Cy 64 °C, los pesos moleculares del polimero varian desde
3,000 hasta 80,000 g/mol y, de acuerdo con su peso molecular, puede ser un sélido ceroso (Mw
de varios miles) o un polimero sélido (Mw mayor de 20,000); la PCL cerosa se emplea
usualmente como aditivo y la de alto peso molecular tiene propiedades similares al polietileno,
con una fuerza de traccidn de 12 MPa a 30 MPa y extensidn a la ruptura de 400 % a 900 %. En
la tabla 1 se presentan algunas propiedades de PCL con diferentes pesos moleculares, las

cuales muestran fuerte dependencia con éste. [25]

Tabla 1. Peso molecular y propiedades de PCL.

PROPIEDAD PCL1 PCL 2 PCL3
Peso molecular (g/mol) 37,000 50,000 80,000
Temperatura de fusién (°C) 58-60 58-60 60-62
Esfuerzo a la tension (kg/cm’) 140 360 580
Elongacidn a la ruptura (%) 660 800 900

La PCL muestra flexibilidad en las cadenas de alto peso molecular y muy buena procesabilidad,
puede hilarse en forma de fibras o formar peliculas por soplado o extrusidon-soplado por debajo
de los 200 °C, sin sufrir degradacién térmica. La desventaja de la PCL es su bajo punto de fusidn
(alrededor de 60 °C) y baja temperatura de transicidn vitrea (de -60 °C), la cual impide su uso
para aplicaciones que requieran alta temperatura.

Las mezclas de PCL con otros polimeros como polipropileno (PP), policarbonato (PC), poli(éxido
de etileno) (PEO) y almidén se usan frecuentemente para producir compuestos con
propiedades especificas. Los mayores productores de PCL incluyen Dow Chemical en Estados
Unidos, Solvay en Europa y Daicel Chemical Industries en Japdn; se comercializa principalmente
bajo el nombre de “TONE” y “CAPA” y se usa ampliamente para empaques de comida e

ingenieria de tejidos, las propiedades de estos polimeros se presentan en la tabla 2. [24], [25]
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Tabla 2. Propiedades de PCL comercial.

NOMBRE COMERCIAL CAPA 650 CAPA 680 TONE P767 TONE P787
Productor Solvay Interox | Solvay Interox | Union Carbide | Union Carbide
Tg (°C) -60 -60 -60 -60
Temp. de fusién (°C) 60-62 60-62 60 60
Esfuerzo a la tension (MPa) 21-26 39-42
Elongacion (%) >700 920 600-1000 750-1000
Méddulo (MPa) 430-470 440-500 435 386
Cristalinidad 56 56
Peso molecular (g/mol) 47500 + 2000 | 69000 + 1500
Esfuerzo a la cedencia 17.2-17.5 14-16
Esfuerzo a la fractura 29+ 11 54

2.6.3. Aplicaciones biomédicas.

Algunas de las aplicaciones de la PCL en el drea médica incluyen:

e  Suturas: se usa un copolimero en bloque de PCL con glicdlido, el cual presenta menor

rigidez que el poliglicélido puro, el copolimero se comercializa como un monofilamento bajo el

nombre de Monacryl®.

e Vendajes para heridas: se ha empleado una pelicula ultra delgada para los vendajes de

heridas cutaneas y como vehiculo de liberacién de antisépticos.

e Dispositivos anticonceptivos: PCL es uno de los mejores candidatos para esta aplicacion
debido a que se degrada lentamente, es biocompatible y esta aprobado por la FDA; se han

preparado y caracterizado microesferas de este polimero que funcionan como implante

inyectable para la liberacion controlada de esteroides anticonceptivos.

e Dispositivos de fijacion: se han realizado estudios en los que se emplean materiales

compuestos de PCL como dispositivos de fijacidn y como sustitutos de acero inoxidable.

e Odontologia: se usa en implantes dentales. [23]

En cuanto a sus aplicaciones en ingenieria de tejidos la PCL tiene varios usos [23]:

e Hueso (andamios al azar y con fibras alineadas).

e  (Cartilago.
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e Tenddny ligamentos.

e  Cardiovascular (valvulas cardiacas).
e  Vasos sanguineos.

e Piel.

° Nervios.

La PCL es un polimero bioreabsorbible con potenciales aplicaciones para reparacién de hueso y
cartilago, debido a que presenta ciertas ventajas con respecto a otros polimeros, entre ellas
destacan su estabilidad en condiciones ambientales, bajo costo y disponibilidad en grandes
cantidades, lo que ha incrementado su uso como material compuesto, combinado con algunos

polimeros tanto naturales como sintéticos. [26]

2.7. Celulosa.

2.7.1. Generalidades.

La celulosa es el componente principal de la pared celular de las plantas, aunque también la
producen algunas algas, bacterias, hongos y protozoarios. Esta molécula es un polisacarido que
se encuentra en mayor cantidad que cualquier otra en la biosfera.

La celulosa es un polimero lineal de unidades de D-anhidroglucopiranosa, unidas mediante
enlaces B-1,4-glucosidicos (figura 7). Es decir, se trata de un B-1,4-D-glucano (poliglucosa);
presenta diferentes grados de polimerizacion dependiendo de la fuente y tratamiento, la
celulosa en polvo (obtenida mediante molienda y fraccionado de pulpa) estd en el intervalo de
100 a 300, mientras que la de algoddn va de 20,000 a 40,000. En general, la celulosa nativa
tiene mayor grado de polimerizacion que la regenerada (200 a 500) y los procesos de

purificacién disminuyen el grado hasta alrededor de 2,500. [27]
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Figura 7. Molécula de celulosa.

La celulosa es un material biodegradable y no todxico para los organismos vivos, su
biodegradacidn es un paso esencial en el ciclo del carbono y asegura el balance del carbono en
la biésfera. Las enzimas que rompen los enlaces 3-1,4 de la celulosa se conocen como celulasas
y son producidas mayoritariamente por bacterias y hongos, al igual que por plantas y algunos
animales invertebrados; las celulasas se dividen en dos grupos: endoglucanasas vy
exoglucanasas (o celobiohidrolasas), de acuerdo a su capacidad para romper la celulosa
internamente o por uno de sus extremos. Ademas, las enzimas son capaces de romper la
celobiosa en glucosa.

La degradacion eficiente de la celulosa generalmente requiere sistemas multienzimas, los
cuales incluyen celulasas libres y/o complejos multicomponente llamados celulosomas; de esta
forma, la rapida degradacidn de la celulosa la convierte en un material con gran potencial

comercial. [27]

2.7.2. Propiedades de la celulosa.

La celulosa es un polimero cristalino no termoplastico (no funde ni se disuelve), su degradacion
térmica inicia alrededor de los 180 °C y arriba de esta temperatura las regiones amorfas se
encuentran en estado viscoeldstico, sin movimiento molecular a gran escala, lo que mantiene
sus propiedades mecdnicas.

La estructura morfoldgica de la celulosa consiste en la organizacién de los cristales en
microfibrillas, laminas, fibras o tejidos; la celulosa nativa generalmente se presenta en forma
de fibras, mientras que la regenerada puede manufacturarse como fibras, peliculas o cualquier
otra forma. La cristalinidad de la celulosa varia dependiendo del origen, como se observa en la

tabla 3.
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Tabla 3. Fuentes de celulosa y cristalinidad.

SUSTRATO DE LA CELULOSA INTERVALO DE CRISTALINIDAD (%)
Plantas superiores 50-75

Alga Valonia 90

Bacterial 40-63

Fibras sintéticas 25-40

En cuanto a sus propiedades, la celulosa es un polimero biodegradable no téxico, insoluble en
agua y en disolventes orgdanicos; sin embargo, el polimero se hincha en muchos disolventes
polares, funciona como sustrato higroscépico y absorbe de 8 % a 14 % de agua a 20 °C.

Las fibras de celulosa tienen una estructura jerarquica compleja de tipo laminar, que consiste
en una delgada pared primaria rodeada por una pared secundaria, la cual estad formada por tres
capas; el grosor de la capa intermedia determina las propiedades mecanicas de la fibra. La capa
intermedia consiste en una serie de microfibrillas helicoidales formadas por grandes cadenas
de celulosa, las microfibrillas tienen un diametro promedio de 10 a 30 nm y estan formadas por
30 a 100 moléculas de celulosa en conformacidon de cadena extendida, las cuales proveen

resistencia mecanica a la fibra (figura 8). [28]
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Figura 8. Estructura de la celulosa.

La celulosa se presenta en diversas conformaciones cristalinas, la celulosa nativa se conoce
como celulosa | y se presenta en forma de fibras paralelas sin puentes de hidrégeno entre las
[dminas, la celulosa Il es mas estable termodinamicamente y esta constituida por cadenas
antiparalelas con puentes de hidrégeno entre laminas (figura 9 (a)). Cuando se da un
tratamiento con aminas a la celulosa | 6 Il se obtiene la denominada celulosa Ill, que es una
forma amorfa del material y, mediante un tratamiento de ésta con glicerol a alta temperatura,

se genera la celulosa IV (figura 9 (b)). [28]
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Figura 9. Obtencion de los diferentes tipos de celulosa.

2.7.3. Aplicaciones biomédicas.
La celulosa es un material versatil que puede emplearse en gran variedad de aplicaciones

biomédicas, desde vendajes tdpicos hasta andamios para ingenieria de tejidos. Recientes

estudios indican que la celulosa bacterial es uno de los mejores candidatos para ingenieria de

tejidos, porque es durable y biocompatible. [29]
La celulosa es un polisacarido que puede ser sintetizado por la bacteria Acetobacter xylinum y
se ha empleado para cicatrizaciéon de heridas, lo que la hace un producto biotecnolégico

valioso. La celulosa generada por las plantas se ha usado en aplicaciones médicas durante afios,

principalmente para detener sangrados; por su parte, los hidrogeles de celulosa han

demostrado ser biocompatibles con la formacion de tejido conectivo y tener gran estabilidad
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térmica, ademas de promover la adhesién de células éseas y su proliferacién, por lo que se

trata de un material adecuado para aplicaciones ortopédicas. [29]

2.8. Moadificacion superficial de poli(e-caprolactona).

La finalidad de realizar una modificacién superficial es mantener las propiedades del material
en sdlido mientras se altera su superficie para mejorar la biocompatibilidad, las técnicas
pueden ser fisicas o quimicas y consisten en alterar las moléculas superficiales o recubrir la

superficie con un material diferente. [23]

El tamafio y orientacidén de las nanofibras pueden usarse para alterar las funciones celulares,
pero se puede lograr aun mayor influencia cuando se fijan moléculas bioactivas en las
nanofibras. Hay estudios sobre el efecto de varias moléculas: la secuencia peptidica corta RGD,
gelatina, perlecano y acido acrilico, las cuales mejoran la adhesién, desarrollo y proliferacion
celular, comparado con las nanofibras sin modificar. La modificacion superficial de andamios de
nanofibras puede emplearse para mejorar las interacciones entre las células y el material del

andamio. [20]

2.8.1. Tratamiento con Plasma.

El tratamiento con plasma de los sustratos poliméricos se emplea para mejorar la adhesién y
propiedades de mojado mediante un cambio en su superficie. El procedimiento se realiza con
plasma de aire o argén y se aplica para la modificacién de muchos biomateriales, debido a que
la hidrofilicidad de la superficie del material se incrementa notablemente al eliminar los
contaminantes presentes.

Cuando las nanofibras de PCL se tratan con plasma de argdn, en su exterior se genera gran
cantidad de grupos carboxilicos, los cuales favorecen la mineralizacién del andamio al
someterlo a una solucién que simula los fluidos corporales. Este proceso conlleva a una mejora
en la humectabilidad y hace que las fibras sean adecuadas para aplicaciones en regeneracion

de tejidos duros como el hueso. [30]
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2.8.2. Adsorcion.

El método mas sencillo para cargar biomoléculas en andamios electrohilados es sumergirlos en
una fase acuosa que las contenga, éstas pueden estar en una solucion o emulsidon y se
adsorben a los andamios mediante fuerzas electrostaticas, como puentes de hidrégeno,
interacciones hidrofdébicas y fuerzas de Van der Waals. Este proceso genera poca interferencia
en la actividad de las biomoléculas cargadas y se emplea frecuentemente para adicionar
proteinas o genes en andamios electrohilados. [31]

Los andamios de nanofibras de PCL modificadas superficialmente se han usado como una
barrera para prevenir la adhesion postquirdrgica, para lo cual se adsorbe un antibidtico en el

andamio electrohilado, lo que permite la liberacién controlada del farmaco. [30]

2.8.3. Injerto.

La modificacién superficial por injerto se ha empleado no sélo para conferir hidrofilicidad a la
superficie, sino para adicionar moléculas bioactivas, las cuales mejoran la adhesion,
proliferacién y diferenciacidn celular. Este tipo de reaccién se puede iniciar por plasma o
radiacion UV, lo cual genera los radicales libres necesarios para que el injerto se efectue. [30]

El proceso de injerto por métodos quimicos se efectua a través de dos rutas: radicales libres o
idnica. En estos procesos, el papel del iniciador es determinante para el proceso. Ademas del
mecanismo general de radicales libres, hay otras técnicas como el injerto en fundido y la
polimerizacidn por transferencia de radicales a atomos (ATRP, por sus siglas en inglés), las
cuales permiten llevar a cabo este proceso.

La polimerizacién por radicales libres en fundido implica que la cadena de polimero, el
monomero e iniciadores forman una mezcla a alta temperatura, de tal manera que el injerto
ocurre en fundido. Esta técnica permite modificar las propiedades quimicas y reactividad del
polimero, lo que mantiene inalteradas sus propiedades mecanicas; por ejemplo, en la
modificaciéon de polipropileno (PP) se emplean mondmeros funcionales como anhidrido
maleico, metacrilato de glicidilo, acido metacrilico y sus derivados, oxazolina y silanos,

monomeros en cadenas conjugadas (acido oleico y acido undecilénico), ademds de mezclas de
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mondmeros como anhidrido maleico con estireno, estireno con acido acrilico y acetato de
vinilo con cloruro de vinilo.

Las variables que hay que controlar durante el proceso de injerto incluyen principalmente la
naturaleza de la cadena polimérica, el monédmero, el disolvente, el iniciador, los aditivos y la

temperatura. [32]

La reaccién de injerto (funcionalizacidn) de un polimero con anhidrido maleico (AM) transcurre
mediante radicales libres, con la participacién de un peréxido como generador de radicales. La

reaccion se efectuia en las siguientes etapas:

1. Generacion de radicales libres del peréxido (iniciacion).
(RCOO), —> 2 RCOOe

o] o] o
[ I hv [
C—0—0—C N C—o0e

2. Extraccion de hidrégeno del polimero.
I

o
M{VRYﬂ—o% +RCOO: ———» V\{VR\./C'_O%
H

3. Reaccién del radical de polimero con AM (propagacién).

“["R\./

4. Captura de hidrégeno por el radical (terminacién).

O

'_ojg o W{VRYL%

AMe

o

(@]

M{VRYZO . +RYZ%

AMe AM (polimero funcionalizado).
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CAPITULO 3

CAPITULO 3

MATERIALES Y
METODOLOGIA

3.1. Material y reactivos.
3.1.1. Reactivos para fabricacion de andamios modificados.

a) Poli(e-caprolactona) (PCL) con peso molecular de 70000 a 90000 g/mol, Aldrich.

b) Cloroformo (CF) grado reactivo ACS, con 99.98 % de pureza, J.T.Baker.

c¢) Diclorometano (DCM) grado reactivo ACS, con pureza > 99.5 %, Sigma-Aldrich.

d) Metanol (MeOH) grado reactivo ACS, con 99.8 % de pureza, J.T.Baker.

e) N,N-Dimetilformamida (DMF) grado reactivo ACS, con pureza > 99.8 %, Sigma Aldrich
f)  Perdéxido de benzoilo (BPO) grado reactivo con pureza > 98 %, Aldrich.

g) Anhidrido maleico (AM) con pureza > 99 %, Aldrich.

h) Tetrahidrofurano (THF) grado HPLC con pureza > 99.9 %, Sigma Aldrich.

i)  Hidrdxido de sodio (NaOH) grado reactivo ACS, con 99.8 % de pureza, Sigma Aldrich.
j)  Celulosa (Cel) Sigmacell type 101, fibras de alta pureza, Sigma Aldrich.

k) Acido clorhidrico (HCI), grado reactivo ACS, al 37%, Sigma Aldrich.

I)  Agua desionizada.

Todos los reactivos y disolventes se utilizaron sin purificacién adicional.
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3.2. Metodologia.

3.2.1. Preparacion de soluciones para electrohilado.

Se decidié probar varios disolventes y mezclas disolvente- no disolvente para preparar las
soluciones de PCL, a fin de observar la morfologia obtenida con cada uno de ellos, estos fueron:
CF, DCM, CF-MeOH, DCM-MeOQOH, CF-DMF y DCM-DMF. Durante la experimentacion se prepararon

soluciones con distintas fracciones disolvente- no disolvente, las cuales se muestran en la tabla 4.

Tabla 4. Soluciones para electrohilado.

i FRACCION DE FRACCION DE
SOLUCION DISOLVENTE NO- DISOLVENTE CLAVE DE MUESTRA
10 % PCL/CF 100 0 CF-10
12 % PCL/CF 100 0 CF-12
12 % PCL/DCM 100 0 DCM-12
60 40 CFM-60
12 % PCL/ CF-MeOH 70 30 CFM-70
80 20 CFM-80
70 30 DCM-70
12 % PCL/ DCM-MeOH
80 20 DCM-80
75 25 CFD-75
12 % PCL/ CF-DMF
70 30 CFD-70
85 15 DCD-85
80 20 DCD-80
12 % PCL/ DCM-DMF 75 25 DCD-75
70 30 DCD-70
50 50 DCD-50
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3.2.2. Electrohilado de soluciones de PCL.

El proceso de electrohilado consta de los siguientes pasos:

1. Pesar la cantidad adecuada de PCL y colocarla en un matraz volumétrico de 5 mL.
Posteriormente, aforar con el disolvente o mezcla de disolventes elegidos.

2. Colocar en una jeringa de 5 mL, con aguja de punta roma de calibre 21G (0.8 mm), la
solucion de PCL a inyectar y eliminar las burbujas de aire contenidas en ella.

3. Fijar la jeringa en el inyector, programar el flujo a emplear y el volumen deseado de
soluciéon polimérica.

4. Colocar el colector de aluminio en su base y fijarlo a la distancia aguja-colector
establecida.

5. Conectar un electrodo a la aguja y el otro al colector.

6. Encender la fuente de poder y aplicar la cantidad establecida de voltaje al sistema.

7. Inyectar la solucién de PCLy con ello iniciar el proceso de electrohilado.

8. Unavez recubierta la placa de aluminio con el andamio polimérico, desprender la placa de

la base, etiquetar y guardar para su posterior caracterizacion.

3.2.2.1. Optimizacion de paradmetros de electrohilado de PCL.

Se propone un disefio de experimentos (tabla 5) que involucra varios parametros:
concentracién de PCL, flujo, voltaje y distancia aguja-colector, cada uno de ellos con distintos
niveles, con la finalidad de encontrar las condiciones mds adecuadas para obtener fibras con

grosor homogéneo y el menor didmetro posible.

Tabla 5. Parametros propuestos para electrohilado de PCL.

PARAMETRO VALORES PROPUESTOS
Concentracién (% p/v) 10,12
Flujo (mL/h) 0.5, 1.0, 2.0, 4.0
Voltaje (kV) 8, 10, 15, 20
Distancia (cm) 10, 20, 25, 30
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3.2.3. Funcionalizacién de poli(e-caprolactona) con anhidrido maleico.

La reaccion consta de las siguientes etapas:

1. Pesar 5 gde PCLYy las cantidades establecidas de anhidrido maleico (AM) y perdxido de
benzoilo (BPO) y colocarlos en un matraz Schlenk.

2. Poner atmdsfera de nitrégeno dentro del matraz y colocarle un tapdn para que quede
sellado herméticamente.

3. Inyectar dentro del matraz 20 mL de disolvente, con agitacién y atmdsfera inerte hasta
solubilizar la mezcla.

4. Extraer el disolvente con una bomba de vacio.

5. Colocar el matraz schlenk que contiene la mezcla de PCL, AM y BPO en baio de aceite a
110 °C, con atmdsfera de nitrogeno dentro del recipiente durante la reaccién (figura 10). El
proceso se mantiene durante 15 h.

6. Retirar del bafio de aceite el matraz, dejar enfriar y disolver el polimero funcionalizado
(PCL-AM) con THF.

7. Precipitar la PCL-AM con metanol, a fin de que el AM y BPO no reaccionados se queden en
el disolvente.

8. Filtrar el polimero y secar a temperatura ambiente.

9. Caracterizar el material.

Figura 10. Esquema del sistema donde se efectua la funcionalizacion de PCL.
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Durante la reaccién de funcionalizacién, se varié el disolvente y la cantidad de reactivos
empleados durante ésta, como se muestra en la tabla 6. El porcentaje de AM se calculé con

base en el peso de PCLy la cantidad de BPO con base en el peso de AM.

Tabla 6. Reacciones de funcionalizacion de PCL-AM.

MATERIAL CLAVE DISOLVENTE | AM (%) | BPO (%)
1 PCL-AM1 THF 10 2
2 PCL-AM2 THF 10 2
3 PCL-AM3 DCM 10 2
4 PCL-AM5 DCM 10 5
5 PCL-AM6 DCM 10 5
6 PCL-AM7 DCM 20 5

Las condiciones iniciales se establecieron con base en el trabajo realizado por D. Muenprasat et
al. [33], en el cual se establecieron las cantidades de AM y BPO, asi como el tiempo vy

temperatura de reaccion para la funcionalizacién de PLA con AM.

3.2.4. Cdlculo del porcentaje de funcionalizacion.

El porcentaje de funcionalizacidn se calcula mediante las areas de los picos obtenidas en el
espectro de 1H-RMN, donde se consideran basicamente un pico que corresponde a los
protones del metileno de la PCL y otro debido a los protones del anhidrido funcionalizado. De
acuerdo con C.-H. Kim et al. [34], a partir del area relativa del protén del metileno del &tomo de
carbono alfa al carbonilo de la PCL y la de los protones del anhidrido maleico, se puede calcular

la cantidad de anhidrido unido al polimero.
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3.2.5. Modificacion superficial de andamios con celulosa.

3.2.5.1. Preparacion de la solucion de celulosa.

El método empleado se basé en el utilizado por H. Qi et al. [35], pero en este caso se
omitié la adicién de urea y se variaron las cantidades de los reactivos, el procedimiento fue

el siguiente:

1) Colocar 0.3 g de celulosa en 10 mL de solucién de NaOH [3 %] preenfriada a 0 °C.
Agitar la mezcla a 150 rpm para incorporar la celulosa y formar una suspensién
homogénea.

2) Llevar la suspension a temperatura ambiente.

3) Mantener la agitacién constante durante 24 h a temperatura ambiente, hasta
formar una suspension homogénea.

4) Centrifugar a 8000 rpm, durante 20 min a 10 °Cy recuperar la fraccién liquida.

3.2.5.2. Fabricacion de andamios PCL-Cel.

El método a emplear consiste en la adsorcidn de celulosa en la superficie de las nanofibras de
PCL que integran al andamio, para lo cual se coloca éste en la solucidon de celulosa (sin
desprenderlo de su placa de aluminio) durante un par de horas, transcurrido ese tiempo se
retira el material de la solucién, se deja secar a temperatura ambiente y se caracteriza el

andamio.

3.2.5.3. Fabricacion de andamios PCL-AM-Cel.

Este método consiste en la adsorcién de celulosa en el andamio de PCL-AM (el cual tiene
injertadas moléculas de AM), para ello se coloca éste en una solucién de celulosa (sin
desprenderlo de su placa de aluminio) durante un par de horas, una vez transcurrido este
tiempo se retira el material de la soluciéon donde esta inmerso, se deja secar a temperatura

ambiente y se caracteriza el andamio.
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3.2.6. Técnicas de caracterizacion de andamios.

3.2.6.1. Microscopia Electronica de Barrido (MEB).

Los andamios se caracterizan mediante microscopia electrénica de barrido (MEB 6 SEM en
inglés) a fin de ver la morfologia y homogeneidad en el didmetro de las fibras, asi como la
porosidad (volumen libre). Para el andlisis se coloca el material en un portamuestras cilindrico
de aluminio, se recubre con oro mediante un equipo JEOL JPC-1100 y se observa en el
microscopio JEOL Field emission JSM-7600F, con electrones retrodipersados (detector LABE).

La medicidén de didmetros y porosidad se realiza con el programa Imagel®, de acuerdo con el

procedimiento mostrado en el Anexo 1.1.

3.2.6.2. Cromatografia de Permeacion en Gel (GPC).

Las fibras de PCL se analizan por GPC, a fin de determinar el peso molecular y la polidispersidad
de la PCL que las integra; ademas, la técnica permite observar los cambios en pesos
moleculares de la PCL debido a la reaccion de funcionalizacidn y detectar posible degradacion
del material durante el procedimiento.

Para este analisis se preparan soluciones con concentracion de 2 mg/mL, con THF como
disolvente. Las muestras se analizan en un cromatdgrafo HPLC Perkin Elmer serie 200, con
estandares de poliestireno para la curva de calibraciéon y THF como fase movil. Se reporta el

peso molecular Mn, el Mw y el indice de polidispersidad (IP) de cada muestra.

3.2.6.3. Espectroscopia de Infrarrojo (FT-IR).

Mediante esta técnica se puede observar la presencia de anhidrido maleico en la cadena
polimérica de PCL. Las muestras se analizan en un equipo de infrarrojo con transformada de
Fourier y reflectancia total atenuada (FTIR-ATR) Thermo Scientific, Nicolet 6700, por lo que no
se requiere preparacion previa de la muestra, el analisis se efectta en el intervalo de 4000 cm™

a600cm™.
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3.2.6.4. Resonancia Magnética Nuclear de Protén (1H-RMN).

La técnica permite detectar y cuantificar el anhidrido maleico en la cadena de PCL. Para
efectuar el andlisis, se preparan soluciones de PCL o PCL-AM; para ello se disuelven de 15 mg a
20 mg de polimero en 1 mL de cloroformo deuterado (CDCl;) grado HPLC. Las muestras se
analizan en sonda de liquidos en un equipo Bruker Avance Ill microbay a 400 MHz y se empled

TMS (tetrametilsilano) como estandar interno.

3.2.6.5. Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC).

Esta técnica permite observar la temperatura a la cual se dan las transiciones mas significativas
del polimero, debidas a cambios a nivel microscépico, tal como temperatura de transicidn
vitrea, fusidn vy cristalizacion, asi como degradacién del material. El andlisis posibilita la
comparacién entre PCL pura y los polimeros funcionalizados (PCL-AM), detectdndose cambios
en las transiciones cuando se modifican los polimeros.

Para efectuar el analisis se emplea un equipo TA Instruments DSC Q100, se coloca la muestra
en una charola de aluminio para DSC y las mediciones se realizan de -100 °C a 100 °C, con
velocidad de calentamiento de 10 °C/min y atmdsfera de nitrogeno. Los termogramas

obtenidos se analizan mediante el software TA Universal Analysis.

3.2.6.6.  Andlisis Termogravimétrico (TGA).

El analisis térmico permite detectar las temperaturas a las cuales se degrada el material y
observar las disminuciones en masa, debido a la pérdida de componentes de la muestra con el
incremento de temperatura; las transiciones y la cantidad de masa perdida en cada etapa
puede dar una clara idea de la composicion de la muestra.

Para el analisis se colocan de 10 mg a 15 mg del andamio en una charola para TGA, la corrida se
realiza de 25 °C a 600 °C, con velocidad de calentamiento de 10 °C/min y atmodsfera de
nitrégeno, en un equipo TA Instruments SDT Q600 Module DSC-TGA Standard. Los

termogramas obtenidos se analizan mediante el software TA Universal Analysis.
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3.2.6.7. Ensayo mecdnico en tension.

Los ensayos mecanicos en tensidn efectuados a los andamios de PCL y PCL-AM (funcionalizada),
son un indicador de la capacidad de éstos para soportar el crecimiento celular, ya que
mediante los valores del médulo elastico y resistencia a la tensidn se puede determinar si un
andamio ha mejorado sus propiedades mecdnicas. Para estas pruebas se emplean andamios
con grosor aproximado de 0.2 mm, se requieren 5 probetas de cada material, las cuales se
cortan con las medidas especificadas en la norma ASTM D1708-96 [36] y se analizan en una
maquina universal de pruebas mecdnicas Instron 5500R, con una celda de carga de 500 N y
velocidad de deformacién de 10 mm/min a 25°C. Durante el analisis se introducen en el equipo
los datos del grosor y ancho del area de prueba de cada probeta.

Una vez obtenidos los resultados se comparan los valores correspondientes a cada muestra y

se relacionan estos resultados con las caracteristicas del material.

3.2.6.8.  Angulo de contacto.

Se emplea un gonidémetro Ramé-hart, inc. modelo 100-07-00, ajustado con un sistema éptico,
para observar la interaccion del agua con la superficie de los andamios de PCL y PCL-AM, con y
sin celulosa. Se graba un video de 3 min partiendo del momento en el que se deposita una gota
de agua desionizada (16 M) sobre el andamio con una jeringa sin punta y, a partir de las
imagenes obtenidas para cada muestra, con ayuda del programa Imagel®, se determina la
curvatura de la gota y el angulo de contacto y se hace un analisis estadistico para determinar el

valor final. Se usan 3 especimenes de cada material y se depositan 5 gotas en cada muestra.
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CAPITULO 4

RESULTADOS Y
DISCUSION

4.1. Optimizacion de pardmetros de electrohilado de PCL.

La optimizacion de los pardmetros de electrohilado se realizé a partir del disefio de
experimentos mostrado en la tabla 5 de la seccidn 3.2.2.1; para ello se consideraron varios
sistemas de disolventes y cuatro variables con distintos valores, a fin de obtener fibras

homogéneas con el menor diametro posible.

4.1.1. Efecto los parametros de electrohilado en la morfologia y diadmetro de las fibras.

Uno de los parametros que mayor influencia tiene sobre la morfologia y didmetro de las fibras
es el disolvente empleado, por lo que durante esta etapa se trabajé con soluciones de poli(e-
caprolactona) (PCL) en cloroformo (CF) y diclorometano (DCM), ademas de sistemas disolvente-
no disolvente, para lo que se emplearon metanol (MeOH) y dimetilformamida (DMF). La
adicion de MeOH y DMF incrementd la capacidad de polarizacién y asi la conductividad de la
solucion, lo que favorecid el proceso de electrohilado.

El calculo del didmetro promedio de las fibras y el porcentaje de porosidad del andamio se
realizd a partir de las micrografias de MEB, mediante el programa Imagel®, de acuerdo con el

método descrito en el Anexo 1.11.1.1.

En la tabla 7 se presentan los disolventes usados para preparar las soluciones que se
sometieron a electrohilado con su correspondiente constante dieléctrica, y la constante
dieléctrica tedrica en el caso de las mezclas de disolventes, el calculo se muestra en el Anexo

1.9.
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Tabla 7. Constante dieléctrica de los disolventes y sistemas de disolventes.

CONSTANTE
DISOLVENTE(S) .

DIELECTRICA
Cloroformo 4.9
Diclorometano 8.93
Metanol 33
DMF 36.7
CF-MeOH (80:20) 10.52
CF-MeOH (70:30) 13.33
CF- DMF (70:30) 14.44
DCM-MeOH (80:20) 13.74
DCM-DMF (80:20) 14.48

A) Sistema de disolventes con cloroformo.

Las soluciones de PCL en cloroformo permitieron detectar la influencia de la concentracién del
polimero en la morfologia de las fibras obtenidas, cuando se trabajé con la solucion de PCL/CF
al 10 % p/v, con flujo de 1 mL/h, se observo la presencia de bulbos porosos con algunas fibras
de didmetro pequefio, como se muestra en la figura 11(a). A una concentracion de 12 % p/v, se
obtuvieron fibras porosas con diametro promedio de 5.36 um y desviacion estandar de 0.633

um, como se aprecia en la figura 11 (b).

Figura 11. Micrografias de MEB de los andamios de PCL/CF (a) al 10 % p/v y (b) al 12 % p/v; aumento de 2500x.

Con la finalidad de reducir el grosor de las fibras obtenidas, se adicionaron diferentes

fracciones de MeOH para incrementar la conductividad del disolvente, se prepararon

42



RESULTADOS Y DISCUSION

soluciones de PCL en CF-MeOH vy se observo el efecto en la morfologia y los didametros de las
fibras; en esta etapa se analizd, en primer lugar, el efecto del flujo. Las micrografias de la figura
12 presentan los andamios obtenidos a partir de la solucion CF-MeOH (70:30) al 12 % p/v, con

flujos de 0.5, 1y 2 mL/h, con un voltaje de 10 kV.

Las micrografias de las nanofibras muestran que a flujo bajo se generan andamios con una
amplia distribucién de didmetros (figura 12(a)), cuando se trabaja con flujo de 1 mL/h se
obtienen fibras con didmetro promedio de 1.89 um y desviacién estandar de 0.195 um (figura
12(b)), que es el mas adecuado en este caso, y si se incrementa el flujo hasta 2 mL/h, el

diametro de las fibras aumenta a 2.38 um, con desviacién estandar de 0.279 um (figura 12(c)).

(b)

——— 10pm  IIM-UNAM
X 2,500 15.0kV LABE  SEM WD 4.21

Figura 12. Micrografias de MEB de los andamios de PCL/CF-MeOH (70:30) al 12 % p/v, con flujos de (a) 0.5 mL/h,
(b) 1mL/h y (c) 2 mL/h; aumento de 2500x.

La variacién en el flujo de las soluciones CF-MeOH no permitié una reduccion considerable del
diametro de las nanofibras poliméricas, por lo que se decidié variar el voltaje durante el

proceso, con un flujo constante de 2 mL/h; el efecto de la modificacion de este parametro dio
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como resultado los andamios mostrados en la figura 13, en los cuales se hizo evidente que a
mayor voltaje el andamio mostraba fibras con diametros poco homogéneos, por lo que no se

considerd una buena opcidn para reducir el didametro de las nanofibras.

)

10pm  TIM-UNAM
2 WD 4.5

10pm  IIM-UNAM
500 15.0kV LABE  SEM WD 4.9 SEM 9

Figura 13. Micrografias de MEB de los andamios de PCL/CF-MeOH (80:20) al 12 % p/v, con voltajes de (a) 15 kV y
(b) 20 kV; aumento de 2500x.

La adicién de un disolvente con constante dieléctrica mas elevada a la solucién polimérica
favorece el proceso de electrohilado, por lo que se decidié preparar mezclas de cloroformo con
N,N-dimetilformamida (DMF), la cual tiene una constante dieléctrica mayor que la del MeOH.
Inicialmente se trabajé con flujo de 1 mL/h, con éste se obtuvieron fibras de varios diametros
(figura 14(b)), por lo que fue necesario reducir el flujo de inyeccién a 0.5 mL/h, para obtener

fibras con una distribucion de didmetros mas homogénea, como se observa en la figura 14(a).
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Figura 14. Micrografias de MEB de los andamios de PCL/CF-DMF (75:25) al 12 % p/v, con flujos de (a) 0.5 mL/hy
(b) 1mL/h; aumento de 2500x.

B) Sistema de disolventes con diclorometano.

Debido a que el uso de cloroformo en materiales para aplicaciones médicas se ha restringido,
se decidié preparar soluciones de PCL con otro disolvente, para lo cual se eligidé diclorometano
(DCM), el cual es parecido al cloroformo y no esta restringido. A una concentracién de 12 % p/v
la solucién generd bulbos porosos con algunas fibras de didmetro nanométrico, como se
observa en la figura 15, sin verse alterada esta morfologia con el incremento del flujo durante

el proceso.

Figura 15. Micrografia de MEB de los andamios de PCL/DCM al 12 % p/v, con flujo de (a) 2 mL/hy (b) 4 mL/h;
aumento de 1000x.
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El electrohilado de la solucién PCL/DCM-MeOH (80:20) con flujo de 1 mL/h generd fibras con
diametro promedio de 1.39 um y desviacién estandar de 0.389 um, cuando se incremento el
flujo a 2 mL/h, el didmetro aumentd hasta 1.84 um con desviacion estandar de 0.281 um vy al
elevar el flujo a 4 mL/h, el diametro fue de 2.68 pum, con desviacidn estandar de 0.472 um; de
las micrografias obtenidas (figura 16) se deduce que el incremento de este parametro le

confiere mayor grosor a las fibras y se incrementa la distribucién de diametros en el andamio.

e}

— 10pm  IIM-UNAM
WD 7.8

10.0kV LABE  SEM

l0pm  IIM-UNAM|
10.0kV LABE  SEM WD 7.8

Figura 16. Micrografias de MEB de los andamios de PCL/DCM-MeOH (80:20) al 12 % p/v, con flujos de (a) 1 mL/h,
(b) 2mL/h y (c) 4 mL/h; aumento de 2500x.

La solucion de PCL en DCM-MeOH (80:20) al 10 % con flujo de 0.5 mL/h permitié obtener fibras
no homogéneas con didmetro promedio de 0.61 um y desviacion estandar de 0.199 um;
cuando se incremento el flujo a 1 mL/h se generaron fibras no homogéneas con didmetro de
0.59 um y desviacién estdndar de 0.194 um (ver figura 17). Con la finalidad de reducir el

diametro de las fibras se decidié preparar soluciones de DCM con DMF como no-disolvente.
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€)

Figura 17. Micrografias de MEB de los andamios de PCL/DCM-MeOH (80:20) al 10 % p/v, con flujos de (a)
0.5mL/hy (b) 1mL/h; aumento de 5000x.

La solucién de PCL/DCM-DMF (80:20) al 12 % PCL se sometio a electrohilado con flujo de 0.5
mL/h y generd fibras con didmetro promedio de 0.91 um y desviacion estandar de 0.146 um,
cuando se incrementd el flujo a 1 mL/h se obtuvieron fibras con diametro de 1.02 pm vy

desviacién estandar de 0.491 um, como se observa en la figura 18.

Figura 18. Micrografias de MEB de los andamios de PCL/DCM-DMF (80:20) al 12% p/v, con flujos de (a) 0.5 mL/hy
(b) 1mL/h; aumento de 2500x.

Efecto del sistema de disolventes.

Las soluciones que contenian cloroformo como disolvente y mezclas de este con MeOH y DMF

generaron los resultados mostrados en la tabla 8.
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Tabla 8. Resultados obtenidos con cloroformo como disolvente.

SISTEMA DE DISOLVENTES DIAMETRO DE FIBRAS (um)
Cloroformo 5.36 + 0.633
CF-MeOH (80:20) 1.79+0.377
CF-MeOH (70:30) 1.89 +0.195
CF- DMF (70:30) 0.74 +0.126

El sistema que dio mejores resultados fue el de PCL/ CF-DMF (70:30) al 12 % p/v, con flujo de
0.5 mL/h y voltaje de 8 kV, a una distancia de 25 cm; con dichos parametros se obtuvieron
fibras homogéneas, como se observa en la figura 19 (a), con didmetro promedio de 0.74 um,
desviacién estandar de 0.126 um y porosidad relativa (volumen libre) de 34.37 % (tabla 8).
Ademas, se detectd que el incremento en la conductividad de la solucién favorece la formacion

de fibras homogéneas con menor didmetro.

Los resultados obtenidos al trabajar con soluciones de PCL en DCM vy sistemas de DCM-MeOH

y DCM-DMF se encuentran en la tabla 9.

Tabla 9. Resultados obtenidos con diclorometano como disolvente.

SISTEMA DE DISOLVENTES

DIAMETRO DE FIBRAS (um)

DCM

Genera bulbos

DCM-MeOH (80:20)

1.39+0.389

DCM-DMF (80:20)

0.91 +0.146

El sistema PCL/DCM-DMF (80:20) al 12 % p/v, con flujo de 0.5 mL/h y voltaje de 8 kV, a una
distancia de 25 cm permitié obtener fibras homogéneas (ver figura 19 (b)) con didmetro
promedio de 0.91 um, desviacion estandar de 0.146 um y porosidad relativa (volumen libre) de

29.44 %, por lo que se decidié usar estos pardmetros para fabricar los andamios.
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Figura 19. Micrografias de MEB de los andamios de (a) PCL/CF-DMF (70:30) y (b) PCL/DCM-DMF (80:20); aumento
de 5000x.

En resumen, los pardmetros dptimos para el electrohilado de fibras de PCL con el sistema de

disolventes DCM-DMF (80:20) son los mostrados en la tabla 10.

Tabla 10. Parametros 6ptimos de electrohilado de PCL.

PARAMETRO VALOR OPTIMO
Concentracion (% p/v) 12
Flujo (mL/h) 0.5
Voltaje (kV) 8
Distancia (cm) 25

4.2. Caracterizacion de andamios funcionalizados (PCL-AM).

4.2.1. Efecto de la funcionalizacion con AM en el peso molecular de PCL.

Se realizd la determinacién de peso molecular por cromatografia de permeacién en gel (GPC),
con THF como fase moévil y estandares de poliestireno para la curva de calibraciéon, los

resultados obtenidos se muestran en la tabla 11.

Tabla 11. Resultados de GPC.

MUESTRA | Mn (g/mol) | Mw (g/mol) | IP | % area
103590 190547 1.84 | 96.53
PCL 462 792 1.71 3.47
PCL-AM6 40067 87015 2.17 | 99.72
PCL-AM7 30573 63150 2.07 | 99.95
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De los resultados obtenidos se hace evidente que la PCL comercial contiene una fraccién de
oligémero (Mn= 462 g/mol) de alrededor del 3 %, la cual se elimina durante el proceso de
funcionalizacién del polimero, ya que en las muestras funcionalizadas se presenta en
cantidades menores al 1 %. Ademads, durante la reaccidén con AM se da la ruptura de cadenas
del polimero, de acuerdo con el mecanismo propuesto por J. John et al. [37], el cual se aprecia

en la figura 20.

9] Extraccion o
/0\/\/\)]\ +R0O* —-.de hidrogeno /o\/\/\‘)‘k +ROH
lRuptura -B

o

O+
l oﬁ,o

O 0

0 0 o] o]
_ Recombinacién
0 o . o Homopolimerizacién

SO

H, R", RO", MAH"

Figura 20. Posible mecanismo de funcionalizacion de PCL con AM.

El peso molecular de las cadenas disminuye de acuerdo con la cantidad de AM adicionado,
como lo habian establecido D. Muenprasat et al. [33] para la funcionalizaciéon de PLA con AM;
en el caso de PCL-AMS6, se agregd 10 % de AM y en PCL-AM7 20 %, haciéndose notorio que a
mayor contenido de anhidrido se favorece la ruptura de cadenas y hay un ligero incremento en

la polidispersidad (IP) del material (ver tabla 11).
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4.2.2. Evaluacion de la reaccion de funcionalizacion de PCL con AM.

Anilisis por Espectroscopia de Infrarrojo (FT-IR).

La figura 21 muestra el espectro de FT-IR de PCL, con las bandas caracteristicas de este
polimero, el interés en este caso se centré en la banda que estd en 1722 cm™, ya que es en esta
region donde se presentan los cambios debidos a la funcionalizacién con anhidrido, de acuerdo

con lo reportado por C.-S. Wu [7] para una reaccién de PCL con 4cido acrilico.
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Figura 21. Espectro FTIR de PCL.

Los espectros de FT-IR de los reactivos empleados en la reaccién de funcionalizaciéon de PCL con
AM se muestran en la figura 22, donde se observa que la mayoria de las bandas de PCL y AM se
encuentran en la zona de 1400 cm™ a 1800 cm™, por lo que se debe poner particular interés a

esta area de los espectros.
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Figura 22. Espectros FTIR de PCL, AM y BPO.

La reaccién de funcionalizacion de PCL con AM se realizdé con THF como disolvente y se usé 10
% en peso de AM con respecto a PCLy 2 % en peso de BPO respecto a AM, los reactivos se
disolvieron y después se retiré el THF mediante vacio, la reaccién se realizd en masa con
atmoésfera inerte de nitrégeno y se efectud por duplicado. Al observar los espectros de FTIR de
PCL-AM1, PCL-AM2 y PCL-AM3 (este ultimo se muestra en la figura 23), no se detectd la
presencia de una doble banda en el carbonilo (1722 cm™), la cual seria indicativa de la

presencia de funcionalizacion en el polimero.
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Figura 23. Espectros FTIR de PCL y PCL injertada con AM (PCL-AM3).

Se realizé nuevamente la reaccién de funcionalizacidon en atmdsfera inerte (nitrégeno) durante
todo el proceso y se incrementé la cantidad de BPO al 5 % en peso respecto a AM; los
espectros del material (figura 24) mostraron un hombro en 1653 cm™, el cual probablemente
se debe a la presencia de anhidrido maleico en el polimero. La reaccidn se realizé por duplicado
(PCL-AMS5 y PCL-AMSG6) y en ambos casos el espectro de FT-IR presentd Gnicamente esa banda

adicional a las mostradas por la PCL sin injertar.
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Figura 24. Espectros FTIR de PCL y PCL injertada con AM (PCL-AM5 y PCL-AMS6).

Con la finalidad de incrementar el porcentaje de funcionalizacidn en el polimero se repitid la
reaccion, en esta ocasion se duplicéd la cantidad de anhidrido maleico (20% en peso de AM
respecto a PCL) y se mantuvo el contenido de BPO en 5 % en peso respecto a AM.

El espectro generado tras efectuar la reaccion con mayor cantidad de AM se muestra en la
figura 25, donde se hace evidente que ademas del hombro que mostraban los polimeros PCL-
AMS y PCL-AM6, que en este caso se encuentra en 1648 cm’l, existe una banda en 1779 cm’l,

debida posiblemente al AM presente en la cadena polimérica.
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Figura 25. Espectros de FTIR de PCL y PCL funcionalizada con AM (PCL-AM7).

El espectro de FTIR del polimero funcionalizado (PCL-AM7) se compard con el del AM, y se
establecieron las sefiales caracteristicas del anhidrido en el intervalo de 1855 cm™ a 1631 cm™,
como se observa en la figura 26, las cuales coinciden con las sefiales presentes en el material
obtenido tras la reaccién, lo cual es un indicativo de que la cantidad de anhidrido empleado

modificé al polimero en una fraccidn suficiente para ser perceptible mediante este analisis.
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Figura 26. Espectros FTIR de AM y PCL-AM7 (funcionalizada).

En la tabla 12 se enumeran las bandas presentes en el espectro de PCL y se relacionan con los
grupos funcionales correspondientes a ellas y en la tercer columna se muestran las bandas

atribuidas a PCL-AM.

Tabla 12. Bandas caracteristicas de PCL y PCL-AM obtenidas por FT-IR.

Vibracién Bandas (cm™) PCL Bandas (cm™) PCL-AM
CH, extension asimétrica 2944 2944
CH, extension simétrica 2864 2866
C=0 extensioén 1722 1779, 1721, 1648
C-0 y C-C extension 1293 1293
C-0O-C extensidn asimétrica 1239 1238
C-0O-C extension simétrica 1136, 1107, 1065, 1035 1107, 1065, 1045
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Anilisis por Resonancia Magnética Nuclear de Protén (1H-RMN).

El espectro mostrado en la figura 27 corresponde a la PCL y en él se aprecian 4 picos
caracteristicos en 4.00, 2.25, 1.59 y 1.32 ppm, ademas del correspondiente al estandar (TMS),
gue estd en 0 ppm y el del disolvente (cloroformo deuterado, CDCl;) en 7.21 ppm; lo cual
concuerda con lo encontrado por C.-H. Kim et al. [34], en cuyos espectros las bandas propias de
la PCL aparecen alrededor de 4.15, 2.25, 1.7 y 1.25 ppm, respectivamente. De forma adicional a
lo reportado se nota un pequeio pico en 1.88 ppm, el cual puede atribuirse a algin

subproducto de la polimerizacién de la PCL.
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Figura 27. Espectro 1H-RMN de PCL.

Los espectros de los polimeros denominados PCL-AM2 y PCL-AM3 se muestran en la figura 28,
donde se observa que los materiales presentan Unicamente los picos correspondientes a PCL,

por lo que se descarta la presencia de anhidrido maleico unido al polimero, al menos en
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cantidades detectables por esta técnica. Ademads, se observa la desaparicién del pequeio pico
en 1.88 ppm, que se observaba en el espectro de la PCL.

1H de PCL-AM2 en CDCI3

| J |

1H de PCL-AM3 en CDCI3

-

T T T T T T T T T T T T T T T
7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0

3.5
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Figura 28. Espectro de 1H-RMN de PCL-AM2 y PCL-AM3.

Los espectros de 1H-RMN de PCL-AMG6 y PCL-AM7 se presentan en la figura 29, éstos muestran
los picos caracteristicos de PCL y un pico mas de poca intensidad en 3.85 ppm, ocasionado
posiblemente por la unién del AM al polimero, la cual pudo lograrse debido a que la reaccién se
efectud en atmdsfera inerte y a que se incrementé la cantidad de iniciador adicionado. En el
caso de PCL-AM7, la intensidad del pico en 3.85 ppm tuvo un incremento, debido a que se

duplicé la cantidad de AM durante la reaccién, lo que favorecié el proceso de funcionalizacion.
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Figura 29. Espectros de 1H-RMN de PCL-AM6 y PCL-AM7.

En la tabla 13 se muestran los desplazamientos en RMN de protén para PCL y PCL-AM

(funcionalizada), y se les relaciona con los grupos atribuidos a cada desplazamiento.

Tabla 13. Desplazamientos caracteristicos de PCL y PCL-AM.

DESPLAZAMIENTO | PCL (ppm) | PCL-AM6 (ppm) | PCL-AM7 (ppm)
CDCl; 7.271 7.21 7.21
-CH,-CH-O- 4.00 4.00 4.00

-CH- (anhidrido) - 3.85 3.85
RCOO-CH 2.25 2.25 2.25
R-CH.,- (alcano) 1.59,1.32,1.19 | 1.59,1.32,1.19 | 1.59, 1.32, 1.19
™S 0 0 0
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Determinacion del porcentaje de AM funcionalizado.

A partir de los espectros de 1H-RMN obtenidos, se atribuye al AM funcionalizado el pico en

3.85 ppm, debido a que en el espectro de la PCL no se detecta, y a partir del drea de éste se

determina el porcentaje de funcionalizacién en el polimero. La cuantificaciéon de las areas

debajo de los picos en 3.85 ppm fue de 0.004 para PCL-AM6 (figura 30), y 0.012 para el

polimero denominado PCL-AM7 (figura 31), el incremento se debe a que en esta ultima

reaccion se duplicé la cantidad de AM adicionado. Los calculos

funcionalizacion para ambos polimeros indican 0.716 % y 2.147

respectivamente.
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Figura 30. Espectro de 1H-RMN de PCL-AMS6, con las areas de cada pico.
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Figura 31. Espectro de 1H-RMN de PCL-AM7, con las areas de cada pico.

De los resultados obtenidos tras caracterizar la PCL-AM se deduce que las mejores condiciones
para efectuar la reaccién de funcionalizacién se logran con atmdsfera inerte durante todo el
proceso, 10 % en peso de AM con respecto a PCLy 5 % en peso de BPO respecto a AM; con
éstas se logra un mayor grado de funcionalizacion de la PCL, sin embargo, la ruptura de

cadenas se incrementa de manera proporcional al contenido de AM utilizado.

4.2.3. Optimizacion de las condiciones de electrohilado del polimero funcionalizado.

Se realizaron pruebas de electrohilado de los polimeros funcionalizados, para ello se usé la
mezcla de disolventes DCM-DMF (80:20) y se modificaron ligeramente los parametros de
electrohilado de PCL con este sistema, encontrados durante la primera etapa de la

experimentacion (seccién 4.1).
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La solucion del polimero PCL-AMS5 al 12 % se inyectd con flujo de 0.5 mL/h y voltaje de 8.5 kV,
con lo cual se obtuvieron fibras con didmetro promedio de 553 nm y desviacién estandar de
122 nm, como se observa en la figura 32 (a). El polimero PCL-AM6 se sometio a electrohilado
con flujo de 0.5 mL/h y voltaje de 8.5 kV, con ello se generaron fibras con didametro de 711 nm

y desviacién estandar de 362 nm, el andamio se presenta en la figura 32 (b).

ANy

Figura 32. Micrografias de MEB de los andamios de PCL con AM. (a) PCL-AMS5 y (b) PCL-AMG6; aumento de 2500x.

Con el polimero funcionalizado PCL-AM7 se preparé una soluciéon al 12 %, la cual se inyectd con
flujo de 0.5 mL/h, voltaje de 9 kV y distancia de 25 cm, tras lo cual generd fibras de 482 nm de

diametro, con desviacion estandar de 209 nm, como se observa en la figura 33.

Figura 33. Micrografia de MEB del andamio PCL-AM7; aumento de 2500x.

Después de observar la morfologia de los andamios de PCL funcionalizada, obtenidos por

electrohilado, se dedujo que debido a la reduccidon de peso molecular del polimero durante la
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reaccion con AM y a la disminucidn en la viscosidad de las soluciones poliméricas, se facilitd el
proceso de electrohilado y las fibras presentaron menor didmetro que en el caso de PCL,
aungue el andamio mostrd una distribucién de didametros de las fibras ligeramente mayor que

la del polimero sin funcionalizar.

4.2.4. Efecto de la funcionalizacién de PCL con AM.

Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC).

Los termogramas de DSC contenidos en la figura 34, muestran dos transiciones para la PCL:
temperatura de transicion vitrea (Tg) en -69.18 °C y temperatura de fusiéon en 55.70 °C. Los
polimeros funcionalizados (PCL-AM6 y PCL-AM7) presentan una disminucién considerable de la
Tg con respecto a la PCL pura, en ellos las transiciones vitreas aparecen en -51.75 °C y -51.69 °C
y los picos debidos a la fusién se encuentran en 69.18 °Cy 65.38 °C, respectivamente.

El cambio en las temperaturas a las cuales se dan las transiciones, se debe posiblemente, a que
el polimero adquiere cierta rigidez al funcionalizarlo con anhidrido maleico y se reduce el peso
molecular; debido a ello sus transiciones térmicas se dan a mayor temperatura que en el caso
de la PCL pura. En la figura 34 se muestran los termogramas correspondientes a PCL, PCL-AM6

y PCL-AM7.
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Figura 34. Comparativo de los termogramas de DSC de PCL y PCL-AM (funcionalizada).

En la tabla 14 se resumen las transiciones encontradas mediante DSC para PCL y PCL

funcionalizada (PCL-AM).
Tabla 14. Resultados de DSC para PCL y PCL-AM.

MUESTRA Tg (°C) Tiusion (°C)

PCL -69.18 55.70
PCL-AM6 -51.75 69.18
PCL-AM7 -51.69 65.38

Analisis Termogravimétrico (TGA).

El termograma de TGA (figura 35) de PCL muestra Unicamente una pérdida de peso de 99.73 %
gue inicia a una temperatura de alrededor de 300 °C y termina alrededor de 560°C, la cual es
indicativa de la degradacion del polimero. Esto significa que la PCL se degrada en una sola

etapa y de forma casi total.
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Peso (%)

Temperatura (°C)

Figura 35. Termograma de TGA de PCL.

El termograma del polimero funcionalizado (PCL-AM7) muestra una primer pérdida de peso de
2.895 % que inicia alrededor de los 50 °C y termina en 300 °C, debida posiblemente a cadenas
poliméricas cortas y/o a la presencia de anhidrido maleico y una segunda de 96.78 % en el
intervalo de 320 °C a 550 °C, ocasionada por la descomposicion del polimero, como se observa

en la figura 36.
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Peso (%)

Temperatura (°C)

Figura 36. Termograma de TGA de PCL injertada (PCL-AM7).

En el termograma de dTGA de PCL-AM7, alrededor de 320 °C se observan unas pequefias
sefiales (figura 38), cuando se hace una grafica de la primera derivada del peso con respecto a
la tempearatura (dTGA = dp/dT) y se calculan las pérdidas de peso para PCL-AM7, se tienen
unas transiciones que probablemente se deben a la funcionalizacion de PCL con anhidrido
maleico, estas son: una pérdida de 0.02290 %/°C en 308.80°C, otra de 0.01461 %/°C en 320.89
°Cy, por ultimo, una de 0.04625 %/°C en 340.64 °C.
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Deriv. de peso (%/°C)

Temperatura (°C)

Figura 37. Termograma de dTGA de PCL-AM7, primera derivada del peso.

El comparativo de los termogramas de dTGA de la PCL y los polimeros funcionalizados (PCL-
AMS6 y PCL-AM7) muestra un comportamiento semejante para todos los materiales, al tener la
mayor pérdida de peso entre los 300 °C y 500 °C, como puede observarse en la figura 38. En el
caso de la PCL, el pico en la pérdida de peso se da en 402.37°C, mientras que para los polimeros
funcionalizados se da en 405.92 °Cy 406.75 °C, para PCL-AM6 y PCL-AM7, respectivamente, lo
cual indica que se tiene un pequefio incremento en la rigidez del material y éste se degrada a

una temperatura ligeramente mayor, debido al cambio estructural generado por Ia

funcionalizacion con AM.
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Figura 38. Comparativo de los termogramas de dTGA.

600
Universal V4.5A TA Instruments

En la tabla 15 se presentan las pérdidas de peso correspondientes a cada polimero, obtenidas

mediante los termogramas de TGA.

Tabla 15. Resultados de TGA para PCL y PCL-AM.

Muestra Tinicial (°C) Pérdida de peso (%)
PCL 230 99.73
100 3.559
PCL-AM6
320 96.19
50 2.895
PCL-AM7
320 96.78
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4.3. Moadificacion superficial de andamios con celulosa.

El mecanismo mediante el cual se da la interaccidn entre PCL y celulosa es por adsorcidn fisica,
en este se pretende Unicamente recubrir las fibras del andamio con celulosa, mediante fuerzas
electrostaticas y de Van der Waals, asi como mediante puentes de hidrégeno, a fin de impartir
hidrofilicidad al polimero. Sin embargo, debido a que la celulosa es un biopolimero altamente
hidrofilico, se espera que tenga mayor afinidad por los andamios de PCL-AM (funcionalizados),

ya que éstos tienen mayor grado de hidrofilicidad que los del polimero puro.

4.3.1. Morfologia de los Andamios con Celulosa.

La primera técnica de adsorcién de celulosa en el andamio de PCL propuesta en la seccién 3.2.5.2,
consistia en la inmersién del andamio en una solucion de celulosa. Este proceso generd una
pelicula delgada sobre las fibras, lo cual llevé a una pérdida casi total de porosidad de Ia

estructura, como se aprecia en la figura 39.

La segunda técnica de aplicacion de la solucidon de celulosa, consisti6 en depositarla por
aspersion sobre el andamio de PCL, con lo cual se logré conservar cierto grado de porosidad
superficial (alrededor de 10 %), y la celulosa se distribuyé de forma casi homogénea en la

superficie de las fibras, como se observa en la figura 40.
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Figura 40. Andamio de PCL con celulosa asperjada, aumento de 1000x.

4.3.2. Andlisis elemental por EDS.

Se realizé un analisis elemental (EDS) al andamio con celulosa asperjada, cuya micrografia se
presenta en la figura 41 (a), debido a que a la solucion de celulosa que se aplicé sobre los
andamios contenia NaOH, para lograr la disolucidn. En el EDS se detecté 5.08 % de sodio en la
muestra, como se observa en la figura 41 (b); la figura 41 (c) muestra el espectro con los

resultados obtenidos del analisis de un area de la muestra.

Se analizaron varias zonas de la muestra y los datos obtenidos indicaron un contenido
promedio de NaOH en el andamio de menos de 4 %, ademds en las micrografias se observa una
cantidad pequefia de celulosa sobre el andamio. Cabe mencionar que el pico que se observa en
el espectro en 1.5 keV corresponde al aluminio de la placa sobre la cual se encuentra soportado

el andamio, asi como al portamuestras usado en el andlisis.
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Elemento | % peso | % atomico (b)

CK 52.11 63.93
oK 25.17 23.19
Na K 5.08 3.26
Total 17.64 9.63

Figura 41. EDS de andamio de PCL con celulosa asperjada.

Con la finalidad de reducir el contenido de NaOH, después de la aspersiéon de celulosa sobre el
andamio, se realizd un lavado de éste con vapores de HCl al 10 % v/v durante 45 min y se
analizé por EDS después del proceso (figura 42 (c)). Se observd la formacién de cloruro de sodio
y se cuantificd el contenido de sodio en varias zonas, el valor promedio fue menor de 1%, con
lo cual se consideré al material adecuado para llevarlo a pruebas bioldgicas. Sin embargo, en
las micrografias de MEB se detectd que la distribucion de la celulosa después del lavado del
andamio era heterogénea, ésta se acumula en ciertas zonas (entre fibras), mientras que en la

superficie de las fibras hay poca celulosa, como se aprecia en la figura 42 (a).
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Elemento | % peso | % atomico (b)
CK 68.49 77.36

oK 19.67 16.68

Na K 0.58 0.34

Al K 10.86 5.46

cK 0.40 0.15

Total 100.00

Figura 42. EDS de andamio de PCL con celulosa asperjada, después del lavado con vapores de HCI.

La deposicidon de celulosa mediante aspersién sobre los andamios presenta como principal
problema la eliminacién del NaOH, sin embargo, con el lavado de los andamios se espera la
desaparicion casi completa de éste. Por otra parte, las condiciones en las cuales se efectua el
lavado, pueden favorecer la reaccidn entre la PCL funcionalizada y la celulosa, ya que el lavado
conlleva un periodo largo de calentamiento, lo que podria propiciar el injerto de celulosa en las

fibras, pero no se tiene evidencia de esta union.
4.3.3. Propiedades Mecdnicas de los andamios de PCL y PCL-AM.
Se realizaron pruebas de tensidn a los andamios de PCL obtenidos por electrohilado, para ello

se usé como base la norma ASTM D1708-96 [36] y se determind un valor de esfuerzo a la

tension de 2.92 MPa, mddulo de Young de 5.36 MPa y elongacién a la ruptura de 141.2 %; para
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andamios electrohilados de PCL se han reportado valores de esfuerzo a la tensién de alrededor
de 3 MPa, con elongacién a la ruptura de 170 %, aproximadamente, por lo que los datos
encontrados experimentalmente se consideran muy préximos a éstos. [38].

Los andamios de PCL funcionalizados con AM presentaron valores de resistencia a la tension de

0.62 MPa, mddulo de Young de 11.2 MPa y elongacion a la ruptura de 13.9 %.

En la figura 43 se muestra el comportamiento en pruebas de tensiéon de PCL y PCL
funcionalizada (PCL-AM), observandose una disminucion del 78 % en la resistencia a la tension
del polimero que contiene AM, debido a la disminucién de su peso molecular y al menor
diametro de las fibras que componen el andamio. Sin embargo, la PCL funcionalizada adquiere
mayor elasticidad y su médulo de Young se incrementa mas del 100%, lo que hace al material
adecuado para aplicaciones en zonas que requieren cierta movilidad durante el proceso de

regeneracion.
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Figura 43. Diagrama de esfuerzo vs deformacion.

De los valores de propiedades mecdanicas encontrados para PCL-AM se deduce que con la
funcionalizacion se redujo la resistencia a la tension del polimero y se logré un incremento en
la elasticidad, ya que el polimero funcionalizado duplicé el valor del médulo de Young de la PCL

pura.
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4.3.4. Hidrofilicidad de las Fibras (dngulo de contacto).

La determinacién de angulo de contacto de la PCL arrojé un valor de 115.64° + 1.26°, lo cual
confirmé su cardcter hidrofdbico; los valores reportados para este polimero puro estdn en 118°
+ 6° [38]. Para la determinacion del dngulo de contacto se depositd una gota de agua sobre el
andamio y se tomaron imdgenes durante 3 min, de las cuales se eligieron 3 tiempos (1, 90 y
180 segundos) para medir los angulos. Al finalizar el tiempo de analisis el valor del angulo para
PCL permanecia practicamente constante en 114.94° + 1.11°.

En el caso de la PCL funcionalizada con AM se observé un incremento de alrededor del 35 % en
la hidrofilicidad, con respecto a la PCL. Al inicio se tenia un dngulo de 98.56° + 4.23°, a los 90 s
disminuyd a 83.26° + 4.92° y a los 180 s se redujo hasta 73.99° + 4.69°; este valor se mantuvo
constante después de dicho tiempo, y la gota se extendidé sobre el andamio polimérico. La
figura 44 muestra los resultados obtenidos y la desviacidn estandar donde el valor mas grande
de la desviacidn estandar es para PCL-AM, lo cual puede deberse a una distribucion poco
homogénea del anhidrido en las cadenas poliméricas, lo que ocasiona que las diferentes zonas
del andamio presenten comportamientos diversos, ya que las mediciones se realizan en

diferentes partes de la muestra.
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Figura 44. Medicion de angulo de contacto vs tiempo para PCLy PCL-AM (funcionalizada).

La determinacion de angulo de contacto para los andamios de PCL con celulosa adsorbida
mostrd una alta hidrofilicidad por parte del material, como se ve en la figura 45. Los dngulos
iniciales estaban en 29.23° + 5.15°, y éste disminuyd después de 3 minutos de medicién a un
valor de 12.83° + 2.69°, lo cual indica que la gota se extiende sobre la superficie en funcién del
tiempo, con una disminucion en el dngulo del 88 % respecto a la PCL. En el caso de PCL-AM con
celulosa injertada, se partié de un angulo de 23.67° + 3.64° y, al transcurrir unos segundos, se
redujo el angulo hasta 0°, y en algunas zonas del andamio, desde el inicio se tenia un mojado
total (angulo de 0°), por lo que se deduce que la distribucién de celulosa es heterogénea en la
estructura. A pesar de ello, se tiene una superficie altamente hidrofilica, con caracteristicas
adecuadas para la adhesién y proliferacién celular. La figura 45 muestra las mediciones de
angulo de contacto para los diferentes andamios antes y después de la adicion de celulosa,
donde se hace evidente que la funcionalizacidon de la PCL favorecié la adsorcion de celulosa

sobre las fibras poliméricas, lograndose una superficie hidrofilica.
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Figura 45. Angulo de contacto para PCL y PCL-AM sin celulosa y con celulosa
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CAPITULO 5

CONCLUSIONES

La funcionalizacion de policaprolactona (PCL) con anhidrido maleico (AM) y la posterior
modificacion superficial de las fibras con celulosa asperjada incrementan notablemente la
hidrofilicidad del andamio polimérico, lo cual le confiere las caracteristicas adecuadas para la
adhesion y crecimiento celular, debido a su hidrofilicidad y a la velocidad de degradacion del
polimero (3 a 4 afios), por lo que se sugiere su uso para la regeneracién de tejido 6seo. La
presencia de AM en las cadenas de PCL reduce en un 88 % el dngulo de contacto y contribuye a
una mejor adhesion de la celulosa sobre las fibras poliméricas, lo que permite tener una

superficie totalmente hidrofilica.

El sistema de disolventes empleado en la preparacion de las soluciones poliméricas fue
determinante para establecer las condiciones de electrohilado del polimero, y el uso de
disolventes con elevada constante dieléctrica favorecio el proceso.

Durante este estudio se encontré que el sistema de disolventes mds adecuado para
electrohilado de la PCL es diclorometano/N,N-dimetilformamida (80:20) y, los parametros
Optimos fueron: concentracion de PCLde 12 % p/v, flujo de inyeccién de 0.5 mL/h, voltaje de 8

kV y distancia aguja-colector de 25 cm.

Se encontraron evidencias solidas de la funcionalizacion de PCL con AM tanto por
espectroscopia FTIR, donde se observaron bandas debidas al AM, como por 1H-RMN, con la
cual se determind el porcentaje de AM unido a polimero, logrdndose un 2.14% como maximo;
asimismo, el andlisis térmico (DSC y TGA) mostré una modificacién en las transiciones del
polimero. El mayor grado de funcionalizacién de PCL se logré con 10 % de AM con respecto a
PCLy 5 % del iniciador (BPO) con respecto a AM.

Durante el proceso fue evidente que el grado de funcionalizacién se incrementa de forma

proporcional a la cantidad de AM adicionado a la mezcla de reaccién. Ademas, se detectd que
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conforme aumenta la concentracion de anhidrido en la mezcla reaccionante, se favorece la

ruptura de las cadenas de PCL.

La técnica de aspersion de celulosa sobre los andamios fue mejor que la de inmersion, ya que la
celulosa queda distribuida sobre las fibras de forma casi homogénea y se logra mantener cierta
porosidad del andamio, lo que permite conservar las propiedades de la estructura polimérica y
puede ser favorable para el crecimiento celular, mientras que con la inmersién se tenia una
pelicula de celulosa sobre la estructura. Sin embargo, el método utilizado para disolver la
celulosa requiere la adicién de hidréxido, lo cual hace necesario un lavado posterior del

andamio para eliminarlo.

Las propiedades mecanicas de los andamios de PCL obtenidos por electrohilado presentan
valores muy préximos a los reportados en las referencias; los andamios obtenidos a partir de
soluciones que contenian DMF, fueron los que presentaron las mejores propiedades mecanicas
y, tras la funcionalizacidn del polimero con AM, la resistencia a la tensidn se redujo en un 78 %,

mientras que el mddulo de Young duplicé su valor, lo cual indica mayor elasticidad del material.
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RECOMENDACIONES

Realizar pruebas de biocompatibilidad y crecimiento celular a los andamios obtenidos durante

este estudio.

Usar disolventes con mayor constante dieléctrica que el diclorometano o el cloroformo, para

electrohilado de PCL, para reducir el diametro de las fibras que constituyen al andamio.

Realizar la reaccion de injerto de PCL con anhidrido maleico a temperaturas mas bajas, para
tratar de incrementar el grado de funcionalizacidén y reducir la ruptura de cadenas del

polimero.

Buscar nuevos métodos para disolver celulosa, a fin de evitar el uso de hidréxido de sodio y
poder hacer el depdsito de celulosa sobre el andamio sin necesidad de un lavado posterior que

interfiera en la homogeneidad con que se distribuye ésta.
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ANEXOS

Anexo 1. Técnicas y Métodos de Caracterizacion.
1.1. Microscopia Electronica de Barrido (MEB).

Consiste en barrer mediante un rastreo programado la superficie de un sélido con un haz de
electrones de elevada energia y como consecuencia de ello se producen en la superficie
diversos tipos de sefiales. Estas incluyen electrones retrodispersados, secundarios y Auger,
fotones debidos a la fluorescencia de rayos X y otros fotones de diversas energias. Todas estas
sefiales se emplean en estudios de superficies, pero las mas usuales son las correspondientes a
electrones retrodispersados y secundarios.

Cuando un electrén colisiona con un dtomo se produce un cambio en la direccidn del electrén
pero se mantiene intacta la velocidad del mismo, por lo tanto su energia cinética permanece
casi constante. Algunos de los electrones pierden energia por colisiones inelasticas y
permanecen en el sélido; sin embargo, la mayoria experimenta numerosas colisiones y como

resultado acaban saliendo de la superficie como electrones retrodispersados. [39]

1.1.1. Calculo de didmetro promedio con Imagel®.

Abrir imagen en el programa Imagel, para ello se selecciona en el menu File la opcidn
Open... y el archivo que contiene la micrografia a medir.

Seleccionar de la barra la herramienta de medicion “Straight” y con ella trazar una linea de
un extremo al otro de la barra de escala de la micrografia.

Determinar la escala de medicidon estableciendo la relacion micras-pixeles, para ello
seleccionar el menu Analyze, la opcidn Set scale... y fijar la medida.

Medir el didmetro de las fibras trazando con la herramienta Straight una linea que

abarque el ancho de la fibra.
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V. Una vez trazada la linea sobre la fibra, seleccionar el menu Analyze y la opcién measure 6
la secuencia Ctrl+M, con lo cual se grabard la medida en una ventana de resultados.
Vi. Repetir los pasos iv y v para cada una de las fibras a medir.
Un vez que se tienen todas las mediciones, en la ventana de resultados seleccionar del menu
Results, la opcidn distribution... y elegir lenght. Esto arrojara una grafica con la distribucién de
diametros.
vii. Acceder al menu Results y seleccionar Summarize, para calcular la desviacidn estandar y
otros pardmetros estadisticos.
viii. Copiar los datos de las mediciones y la distribucién en una hoja de célculo.
ix. Con los datos de la distribucidn graficar los resultados en la hoja de célculo.

NOTA: Se miden minimo 20 fibras por micrografia.

1.2. Cromatografia de Permeacion en Gel (GPC).

Es una técnica que se aplica a materiales de elevado peso molecular, los rellenos para las
columnas de cromatografia estan constituidos por pequeias particulas poliméricas (10 um) o
de silice que contienen una red de poros uniforme en los que pueden difundirse las moléculas
de soluto y disolvente. Las moléculas son atrapadas eficazmente en los poros y eliminadas del
flujo de la fase mavil, el tiempo de residencia medio en los poros depende del tamafio efectivo
de las sustancias; las moléculas que son mas grandes que el tamafio de los poros del relleno
son excluidas y son las primeras que se eluyen, mientras que las moléculas que tienen
diametros significativamente menores que los poros pueden penetrar a través del laberinto
gue forman estos y asi quedan atrapadas durante mas tiempo, por lo que son las Ultimas en

salir. [39]

1.3. Espectroscopia de Infrarrojo (FT-IR).

Es una técnica que se aplica a la determinacién cualitativa y cuantitativa de especies
moleculares de todo tipo, la region mds utilizada es la del infrarrojo medio, que se extiende
entre 670 cm™ y 4000 cm™. Para los analisis cualitativos y cuantitativos se emplean espectros

de absorcion, reflexion y emision.
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La espectroscopia de reflexion en el infrarrojo ha encontrado aplicaciones en muestras sélidas
dificiles de manipular, como peliculas de polimeros y fibras, alimentos, gomas y productos
agricolas. Los espectros de reflexion son similares a los de absorcién y proporcionan la misma
informacién, los espectros de reflectancia se pueden usar tanto para analisis cualitativo como
cuantitativo. La reflexion de la radiacidon es de cuatro tipos: especular, difusa, reflexion interna
y reflexién total atenuada.

Cuando un haz de radiacién pasa de un medio mas denso a otro menos denso se produce una
reflexion, la fraccion del haz incidente que se refleja es mayor a medida que aumenta el dngulo
de incidencia y mas alla de cierto angulo critico, la reflexiéon es completa. Durante el proceso de
reflexion, el haz se comporta como si penetrase una cierta distancia en el medio menos denso
antes de reflejarse, la profundidad de penetracion puede variar desde una fraccién de longitud
de onda hasta varias longitudes de onda y depende de la longitud de onda de la radiacién
incidente, del indice de refraccion de los dos materiales y del angulo que forma el haz incidente
con la interfase. Si el medio menos denso absorbe la radiacién, se produce una atenuacidn del
haz en las longitudes de onda de las bandas de absorcién, este fendmeno se conoce como
reflectancia total atenuada (ATR).

Los espectros de ATR son similares a los de absorcién y se observan los mismos picos, pero con
intensidades relativas distintas, las absorbancias son independientes del espesor de la muestra,
debido a que la radiacién sélo penetra unos pocos micrometros en la muestra. Una de las
mayores ventajas de ATR es que con una minima preparacion se pueden obtener espectros de
absorcion de una gran variedad de muestras, lo cual es util en el estudio de fibras, hilos y

tejidos. [39]

1.4. Resonancia Magnética Nuclear de Protén (1H-RMN).

La espectroscopia de RMN se basa en la medida de la absorcién de la radiacidn
electromagnética en la region de las radiofrecuencias (4 a 900 MHz), en este proceso estan
involucrados los nucleos de los dtomos, para lo cual es necesario colocar la sustancia en un
intenso campo magnético a fin de que aparezcan los estados de energia de los nucleos que

hagan posible la absorcién.
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La aplicacién mas importante de la espectroscopia de RMN de protdn es la identificacién y
elucidacidn estructural de moléculas organicas, organometdlicas y bioquimicas. Ademas este
método sirve para la determinacién cuantitativa de las especies que absorben y es una

herramienta util para la caracterizacién de compuestos puros. [39]

1.5. Calorimetria de Barrido Diferencial (DSC).

Es una técnica térmica en la que se miden las diferencias en la cantidad de calor aportado a una
sustancia y una referencia en funcién de la temperatura de la muestra cuando las dos estan
sometidas a un programa de temperatura controlado. En calorimetria de barrido diferencial se
utilizan dos tipos de métodos, en la DSC de potencia compensada la muestra y el material de
referencia se calientan por separado aunque sus temperaturas se mantienen iguales mientras
las temperaturas se aumentan (o disminuyen) linealmente. En la DSC de flujo de calor se mide
la diferencia en cantidad de calor que fluye hacia la muestra y hacia la referencia cuando la

temperatura de la muestra se aumenta (o disminuye) linealmente. [39]

1.6. Analisis Termogravimétrico (TGA).

En este tipo de analisis se registra continuamente la masa de una muestra colocada en una
atmoésfera controlada, en funcién de la temperatura o del tiempo al ir aumentando la
temperatura de la muestra (normalmente de forma lineal con el tiempo). La representacion de
la masa o porcentaje de masa en funcidn del tiempo se denomina termograma o curva de
descomposicion térmica.

Los instrumentos comerciales modernos empleados en termogravimetria constan de una
balanza analitica sensible, un horno, un sistema de gas de purga para proporcionar una
atmadsfera inerte y un microprocesador/microordenador para el control del instrumento y la
adquisicion y visualizacion de datos. La informacién que proporcionan los métodos
termogravimétricos incluye reacciones de descomposicion y oxidaciéon y procesos como
vaporizacién, sublimacién y desorcidn; las aplicaciones mas importantes se encuentran en el
estudio de polimeros, donde los termogramas proporcionan informacion sobre sus

mecanismos de descomposicion. [39]
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1.7. Pruebas mecanicas (tension).

La resistencia de un material depende de su capacidad para soportar una carga sin
deformacion excesiva o falla. Esta propiedad es inherente al material y debe determinarse por
experimentacién, entre las pruebas mas importantes estan las de tensién y compresion. A
partir de estos analisis pueden obtenerse muchas propiedades mecdnicas importantes del
material, sin embargo, se utilizan principalmente para determinar la relacién entre el esfuerzo
normal promedio y la deformacién normal unitaria en metales, cerdmicos, polimeros o
materiales compuestos.

Para llevar a cabo esta prueba se prepara una probeta con forma y tamafo estdndar, se miden
tanto el area de la seccién transversal inicial del espécimen, Ay, como la longitud calibrada
entre dos puntos de la muestra, Lq. Los extremos de la probeta se sujetan en una maquina de
prueba que se usa para estirar la probeta a una velocidad constante muy lenta, hasta alcanzar
el punto de ruptura; la maquina permite determinar la carga requerida para mantener el
alargamiento uniforme.

A partir de los datos de un ensayo de tensidn es posible calcular los valores del esfuerzo y la
correspondiente deformacién unitaria en la probeta y luego graficar los resultados. La curva
resultante se denomina diagrama de esfuerzo-deformacién unitaria y hay dos maneras de
describirlo.

El diagrama convencional de esfuerzo-deformacién unitaria permite determinar el esfuerzo
nominal o de ingenieria al dividir la carga P aplicada entre el area Aq de la seccidn transversal
original del espécimen (ecuacién 1). Este calculo supone que el esfuerzo es constante en la

seccion transversal y en toda la region entre los puntos establecidos.

g=— (Ecuacion 1)
Ao

De la misma manera la deformacién nominal o de ingenieria (ecuacion 2) se determina al
dividir el cambio en la longitud calibrada (6) entre la longitud calibrada original del espécimen
Lo. Aqui se supone que la deformacidn unitaria es constante en la regidén entre los puntos

calibrados, entonces:
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)
€ =— (Ecuacion 2)

La grafica de esfuerzos en las ordenadas y deformaciones unitarias en las abscisas se llama
diagrama de esfuerzo-deformacidn unitaria. Este diagrama es muy importante en la ingenieria,
ya que permite obtener datos sobre resistencia a la tensién de un material sin considerar el
tamafio o forma geométrica del material. Sin embargo, debe ser claro que nunca seran
exactamente iguales dos diagramas de esfuerzo-deformacién unitaria para un mateiral en
particular, ya que los resultados dependen entre otras variables de la composicion del material,
de imperfecciones microscdpicas, de la manera en que esté fabricado, de la velocidad de carga

y de la temperatura durante la prueba. [40]
1.8. Angulo de contacto.

El angulo de contacto es una medida de la impregnabilidad 6 humectabilidad de una superficie,
es decir, la capacidad de un liquido para extenderse sobre un sélido. Para ello se considera la
tension superficial de una gota de disolvente en la interfase con una superficie homogénea.
Mas especificamente, el dngulo de contacto mide la atraccion de las moléculas entre si dentro
de una gota, comparado con la atraccion o repulsidon que experimentan las moléculas de la
gota hacia las moléculas suerficiales.

El angulo de contacto se define como el angulo entre la tangente a la superficie de la gota y la

tangente a la superficie en la interseccién vapor-liquido-sélido, como se observa en la figura.

(a) Hidrofébico (b) Hidrofilico
(6 grande) (6 pequefiio)

Como medida matematica de la impregnabilidad, se puede considerar el angulo de contacto, 6,

gue es el que forma el liquido con la superficie sélida, como se muestra en el esquema.
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L,

Un angulo de contacto grande significa que la superficie es hidrofébica y tiene baja energia
superficial, mientras que un angulo de contacto pequeiio entre la superficie del sélido y la gota
indica que la superficie es hidrofilica y tiene alta energia superficial. En el caso de que el dngulo
formado sea de 180°, la gota es esférica, con un Unico punto de contacto entre el liquido y el
solido, por lo cual no habra impregnacién. Cuando el dngulo de contacto es de 0°, se produce
un impregnado perfecto vy, si el angulo de contacto es mayor de 90°, se considera que el liquido
no impregna el sélido. De acuerdo con la geometria y localizacidn de la superficie que se va a
analizar, se usan diferentes técnicas para determinar dngulo de contacto, la mas comun es la

estatica. [41], [42]

1.8.1. Determinacion de angulo de contacto con Imagel®.

i Grabar un video de 3 minutos a partir de que se deposita la gota sobre el andamio.

ii. Convertir el video en imagenes en escala de grises.

iii. Elegir la primer imagen y las correspondientes a 90 y 180 segundos, para cada una de
las mediciones realizadas (5 por material).

iv. Determinar el angulo de contacto mediante el programa Imagel® y la aplicacién
drop_analysis.

V. Realizar el andlisis estadistico de los datos para determinar el valor promedio y la
desviacién estandar en cada uno de los tiempos elegidos.

vi. Usar la ecuacion 3 para determinar el valor del dngulo de contacto:

X=X+U.(x) (Ecuacién 3)

En la ecuacion 4 se desarrolla U (x)

U.(x) = \/Uf,(x) + U% (%) (Ecuacién 4)

A continuacion se definen los dos términos que integran la ecuacion 4:
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Uy(x) = % (Ecuacién 5)

donde S(X) es la desviacion estandar y n el nimero de datos.

Ug(x) =U(R) = % =0.5° (Ecuacién 6)

en la ecuacion 6 el factor U(R) es dependiente de la resolucidon del instrumento, se
considera a AX como 1°, lo que corresponde a la minima diferencia detectable durante la

medicion.
1.9. Calculo de la constante dieléctrica de las mezclas de disolventes.

El cdlculo de la constante dieléctrica de las mezclas de disolventes se efectué mediante la regla
de las fases, para lo cual se tomaron los valores de las constantes de cada disolvente y la
fraccion de este en la mezcla, a continuacidn se da un ejemplo y se incluye la tabla con las

constantes de cada disolvente.

. Constante
Disolvente A
dieléctrica
CF 4.9
DCM 8.93
MeOH 33
DMF 36.7

Para el sistema CF-DMF (70:30) el calculo se realiza de acuerdo con la ecuacion 7.

Cte diel poyciq = (4.9%0.7) + (36.7 % 0.3) = 14.44 Ecuacién 7
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Anexo 2. Espectros.

Espectroscopia de Infrarrojo (FT-IR).

PCL-AM1
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PCL-AM2

PCL-AM3
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PCL-AM4

PCL-AM5
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PCL-AM6

PCL-AM7
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Calorimetria de Barrido Diferencial (DSC).

PCL
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PCL-AM6
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PCL-AM7
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Anidlisis Termogravimétrico (TGA).

PCL
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dTGA de PCL

PCL-AM6
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dTGA de PCL-AM6

PCL-AM7
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dTGA de PCL-AM7
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