MW

.

2

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

PROGRAMA DE MAESTRIA Y DOCTORADO EN CIENCIAS QUIMICAS

INSTITUTO DE INVESTIGACIONES EN MATERIALES Y
FACULTAD DE QUIMICA

FABRICACION Y CARACTERIZACION DE UN ANDAMIO DE POLI (-
CAPROLACTONA) FUNCIONALIZADO CON ANHIDRIDO MALEICO
MEZCLADO CON HIDROLIZADOS DE COLAGENO TIPO I COMO SISTEMA
DE LIBERACION DE DICLOFENACO.

TESIS
QUE PARA OPTAR POR EL GRADO DE

MAESTRO EN CIENCIAS

PRESENTA

Q.F.B. PEDRO JAVIER SALAS AMBROSIO

TUTOR:
DR. RICARDO VERA GRAZIANO
INSTITUTO DE INVESTIGACIONES EN MATERIALES

MEXICO, AGOSTO 2015



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.






Agradecimientos

A la Universidad Nacional Auténoma de México por permitirme una vez mas la realizaciéon
de otro proyecto esta vez colaborando en el Instituto de Investigaciones en Materiales y la

Facultad de Quimica.

Al Dr. Ricardo Vera Graziano por permitirme la oportunidad de trabajar en el grupo de

investigacion, por su apoyo, asesoria, amistad y su confianza.

A la Dra. Maria Josefa Bernad Bernad, por su gran aportacion en la realizacion de este
trabajo pues con su colaboracién se lograron hacer los estudios de liberacién y modificaciéon

de PCL, en el laboratorio 001 de la Facultad de Quimica.

A Dr. Alfredo Maciel Cerda del Instituto de Investigaciones en Materiales (lIM) por su apoyo,

confianza y amistad.

A los miembros del jurado: Dra. Sofia Guillermina Burillo Amezcua, Dra. Flora Adriana
Ganem Rondero, Dra. Luz Maria Melgoza Contreras y Dra. Elizabeth Pinén Segundo por

su tiempo invertido en la culminacion de este proyecto.

A los técnicos del IIM, por su aportacion sumamente valiosa en el analisis de las muestras

y entrega oportuna de resultados:
— Al Dr. Omar Novelo Peralta, por las sesiones de microscopia electronica de barrido.
— AI'M. en C. Miguel Angel Canseco Martinez por los analisis ATR-FTIR.
— Al Ing. Gerardo Cedillo Valverde por la caracterizacion RMN-H".
— Alla Q.F.B Damaris Cabrero Palomino por los analisis térmicos.
— Al Ing. Ernesto Sanchez Colin por los ensayos mecanicos.
A CONACYT por la beca otorgada durante la maestria cuyo numero de becario fue 294738.
A DGAPA-UNAM, Proyecto IN198913
A CONACYT, Proyecto CNPq 117373

Como fruto del trabajo realizado se presentaron carteles: en el congreso de la Red de
Biomateriales (1IM, 2014), asi como en el Quimi UNAM 2015.






Dedicatoria

A toda mi hermosa familia y en especial a mis padres: Pedro Salas y
Hormisdas Ambrosio, gracias por su apoyo.



indice

1.
2.
3.

4.

(02T [ =T o OO PP 1
Ta1agoTe [UTelol o] o WU T PO SPOPTOPRPRTOP 2
IMAICO TEOIICO ..ttt b e sttt ettt e s bt e sheesae e st e et e e bt e b e e sbeesbeesmeeenneenneens 4
3.1, ANdamios CEIUIAES ..cc..eiuiiiiieieee ettt st st 4
3.1.1. Métodos de fabricacion de andamios.........ccceceerienienienieeeeeeeeeee e 6
3.2, EIECIONIAdO . .eeeeeee e s et s e e sar e 8
3.2.1. Aplicacion del electrohilado ........uveieeiiiiicee e 14
3.3. Biomateriales en electrohilado .........coooiiiiiiiiiiiie e 15
3.3.1. (Lo [l ERTor-Y o] do] - [o1 (o1 - IF USSR 15
3.3.2. Modificacion de poli (-caprolactona) .......ccceeeeeeciieeiicciee e 17
3.3.3. L6o]F- =L=T o o TSR URRPN 18
I S I I 1 =Y PSSP 20
3.4.1. QUM AUIAS -.tteitieeiteestee ettt e st e ettt e sbeesbteesabeesabeeesabeesabeeebteesabeeesseeesaseesseeesabeeenseens 22
3.4.2. [a1i T F=Tol o T o YA s o] [o ] oSSR TP 24
3.5, DICIOfENACO . ittt sttt eeen 25
3.5.1. Farmacocinética y farmacodinamia ..........cccveeieeiiii i 26
3.5.2. Toxicidad y €feCtOS AUVEISOS.....c..vviieeiiiieeecitee ettt et e e e e abae e e e areas 27
3.6.  Sistemas de liberacion de farmacos.........ccceceeieeriiiiiiieeeee e 28
3.7. Caracterizacion de polimeros y andamios .......cccceeecuieeiiiiieeeeciiee e e 31
3.7.1. Espectroscopia Infrarroja con transformadas de Fourier (ATR-FTIR) ........cccueeenneee. 32
3.7.2. Resonancia magnética nuclear de proton.........cccccueeeeecieeeecciee e e 32
3.7.3. Determinacion de pesos moleculares por GPC.........coccvveeeeiieeecciiee et 33
3.7.4.  ANALISIS TEIMICO .eouviiiieiiecie ettt ene e 33
3.7.5. Analisis termogravimeétrico (TGA) ..uuiicciieiieeciee ettt aae e e 33
3.7.6. Calorimetria diferencial de barrido (DSC) .....ccvveeeeeveeeeeireeeeecreeeceetreeeeeetreeeeeetreee e 33
3.7.7. Microscopia electronica de barrido (SEM)........ooocieiiiciieeeeceee e 33
3.7.8.  ANGUIO dE CONTACTO ...ttt ettt e e eanas 34
3.7.9. Pruebas mecdnicas de tension uniaxial.........cooceririiiiiiiiii e 34
3.8.  Disefio experimental TAgUCHT (DET) ...cccuvieeciiieiieecieeeciee ettt etee s ve e st evae e s veeeane s 35
JUSTITICACION 1. ettt st ee e e b e sne e s 37



TR O ] o1 =1 Ao USRS 38

LT B O 1 o] =] 1Yo L o F= L [l | = YRS 38

T o e Yo Y < [y USSP 39
7. Materiales Y IMELOUOS ....oeii ittt et e et e e e e e tr e e e et e e e e abae e e eabaee e eenraeeeeennees 40
7.1.  Funcionalizacién de poli (e-caprolactona) con anhidrido maléico.........ccccccovevuvrercreennnenn. 40
7.1.1. POrcentaje de iNJEIt0....cuii i 40
7% 00 1 R XY <Yt o) 0] o Y0 1 1=Y o ( - Y USRS 40
7.1.1.2. Valoracion AcidO Dase ........cocueeiieiiiiiinieieeeeee e 41
7.1.2. Espectroscopia infrarroja por transformadas de Fourier.........ccccoveeevciieeeeireeeeenee, 41
7.1.3. Resonancia magnética nuclear de proton.......cccccveveiecieeiccciee e 41
7.1.4. Cromatografia de permeacion en gel.........coovuviiiicciiie e 41
7.1.5. Analisis terMOGraviMEriCO ....uiiiiiiiiiiciieicece e 42
7.1.6. Calorimetria diferencial de barrido ........cccerieriiiiiiiiee e 42

7.2, Fabricacion de andamios.......coceeiieiiiiiieieeeesiee sttt s 42
7.2.1. Caracterizacion fiSiCOQUIMICA......cciciiie ettt e e 43
7.2.2. Microscopia electronica de barrido ........ceoeevieeiieiei i 43
7.2.3.  ANGUIO A8 CONLACLO ettt ettt ettt st nesenas 43
7.2.4. Pruebas mecdnicas de tension uniaxial.........ccoceeeriiiiiiiinieciieee e 44
7.2.5. Ensayo de cinética de Hberacion ..o 44

8. ReSUItAdOS Y @NAIISIS....ccciiiee et et e et e e e e bt e e e ebte e e e enreeaeaans 45
8.1.  Funcionalizacion de poli (e-caprolactona) con anhidrido maléico..........ccccccveeeecveeeennnee. 45
8.1.1. POrcentaje de iNJEItO....cuiii i e e 45
8.1.2. Determinacion de grupos funcionales por espectroscopia ATR-FTIR.......cccccceevuveene 46
8.1.3. Determinacidn de estructura por RMN-HL..........c.ooooiiiiiieiceeeeececee e 47

8.1.4. Determinacion de peso molecular por cromatografia de permeacién en gel (GPC) 49

8.1.5. Temperaturas de descomposicion por analisis térmico (TGA) .....ccceeecveeeeecveeeeennee. 49
8.1.6. Temperaturas de transicion por calorimetria diferencial de barrido (DSC).............. 51
8.1.7. Hidrofobicidad de PCLAM por dngulo de contacto........ccceeevveeicciieeecciiee e 52
8.2, ANdamios PCLAM/CH/DS .....couieiiiuirierieniesiesietete ettt sttt ettt sie s 53
8.2.1. Determinacion de grupos funcionales por espectroscopia ATR-FTIR..........cceeee....e. 53
8.2.2. Temperaturas de descomposicion por analisis termogravimétrico...........cceec........ 55

8.2.3. Determinacion de temperaturas de transicion por DSC........cccccecveeeeccieeeccviee e, 57



8.2.4. MOFTOIOZIA PO SEM ...ttt e e e e ba e e e tae e e eearae e e ennes 59

8.2.5. HidrofobiCidad........eeiiieeeee e e 63
8.2.6. Pruebas mecdnicas de tension uniaxial.........ccoceeeriiniiinenee 65
8.2.6.1. MOAUIO UE YOUNG c..uvtiieetieee ettt ettt e ettt e e e et e e e e e bae e e s ebaeeeesabtaeesenseeeeeenns 65
8.2.6.2. Porcentaje de EIONGACIiON......ccuuiiiieciiiie ittt e e 67
8.2.6.3. Esfuerzo ala tension en el punto MAXIMO .....cueeiiiiiiiiiiiiiee e 69
8.2.7. Cinética de lIDEracioN ........coiiieiieeeeee e 70

9. CONCIUSIONES. ...ttt ettt ettt ettt s bt sttt et e bt e sb e e sbeesat e st e st e e b e ebeenbeesneesaeeenneenneens 79
10. =T 8] oT=Tot {7 PP PPPPPPPPPPPPPPPR 80
11. Referencias bibliograficas ........occuiii i 81
12. DAY 0= o L PP OPPP 86
12.1. Curva de calibracion de 3cido acriliCO......c.ceerveiriiiiiiieiieerieeree et 86
12.2. Curva de calibracion de diclofenaco .........coceeveeiiiiiiiiiiieee e 86
12.3. Espectro ATR-FTIR de Diclof@Naco ......ccccuviiiiiiiiee ettt et 87
12.4. Espectro ATR-FTIR de hidrolizados de colageno tipo l.......cccccvveereciiieiicieee e 87
12.5. Termogramas TGA y DSC de diclofenaco ......ccuueviiiiiiiiiiciiei e 88

12.6. Termogramas TGA y DSC de hidrolizados de coldgeno tipo | .......ccccevevvcieeiiicieeeieciieeeenns 89



indice de Figuras

Figura 1 Esquema de un nanotubo de 50 nm auto ensamblado con péptidos [12]......ccccceeeeeeernnnns 6
Figura 2 Incremento del nimero de publicaciones sobre electrohilado ScienceDirect [19].............. 8
Figura 3 Esquema del dispositivo de electrohilado [14]. .......ccooiiiiieiiiiiecieeee e 8

Figura 4 Micrografias obtenidas por SEM de electrohilados obtenidos a diferente concentracién [18].

Figura 5 Impacto del voltaje aplicado en electrohilado de soluciones de PEO al 7 % [21]............... 12

Figura 6 Micrografia de SEM de nanofibras de PVDF al 20 % a) 0,5 mL/h, b) 1 mL/h, ¢) 2 mL/h, d) 4

0017 N - RSP 13
Figura 7 Variacién del didametro de nanofibras de gelatina con respecto a la distancia del colector,
electrohiladas @ 1 KV/CM [23]. .ottt et e e et e e et e e e e ebee e sateeenees 13
Figura 8 Principales campos de aplicacion en electrohilado de acuerdo con lo patentado en Estados
(0T Te (o TN - RSN 14
Figura 9 Secuencia del cOlAgeN0 LiPO | [A7]..uuee ettt ree e e e 18
Figura 10 Esquema de las capas de 13 piel [49]. ....ueiiriiieiiiiiee ettt 20
Figura 11 Tipos de quemadura y dafo a en la piel [2]. ceeeeciieiiciiieeeeeecee e 22
Figura 12 Esquema de la estimulacién del dolor, sustancias que son liberadas durante el proceso
5 PSSP 25
Figura 13 Estructura molecular de diclofenaco [56]. .....ccuueeiiiiiiiiiiiiieeeeee et e e e e e 25

Figura 14 Tipos de liberacidn de farmacos. Se observa que las formulaciones de dosis doble y dosis
multiple pueden alcanzar niveles téxicos, mientras que la modificada estdan en la ventana
terapéutica similar a Una iNfUSION VENOSA. ...ccccuviiiiiiiiee et et e e e raee e 28

Figura 15 Esquema de celda de difusidon de Franz. a) Donador, b) membrana, c) chaqueta de
regulacion térmica, d) agitador magnético, e) receptor y f) toma de muestra.......ccccceeeeveercreeennenn. 29

Figura 16 Grafico esfuerzo-deformacion. Se observan las regiones mas comunes en materiales
[oYo] 110 0T ol 1SR 34

Figura 17 Espectros ATR-FTIR de PCL y PCLAM. Se muestran las bandas a 2894, 1737 y 1681 cm'?
debidas al anhidrido maléico y el incremento en adsorcién de C=0 en la banda de 1720 cm™.
PCLAM1 y 2 son los polimeros funcionalizados a 110 y 70 °C, respectivamente ..........cccceccvveeeennnen. 46

Figura 18 Espectrogramas de resonancia magnética nuclear de protén de a) PCLAM funcionalizado
a 110 °Cy b) PCLAM funcionalizado a 70 °C. Se muestran los picos caracteristicos de PCLa 1.22, 1.48,
2.15, 3.90 ppm y del AM a 3.54 ppm, cuyo carbono es el nimero 8 de la estructura molecular.... 48

Figura 19 Termogramas de analisis termogravimétrico de: a) PCL, b) PCLAM funcionalizado a 110 °C
y ¢) PCLAM funcionalizado a 70 °C. Se muestran las temperaturas de descomposicién y el porcentaje
(o L o 1<T e [T - W o [T o T=X-Yo T USSP 50


file:///C:/Users/USUARIO/Dropbox/Maestria%20Ciencias%20Quimicas/Proyecto/TESIS%20PCLAM-CH-DS%20-%201.docx%23_Toc427931402
file:///C:/Users/USUARIO/Dropbox/Maestria%20Ciencias%20Quimicas/Proyecto/TESIS%20PCLAM-CH-DS%20-%201.docx%23_Toc427931403
file:///C:/Users/USUARIO/Dropbox/Maestria%20Ciencias%20Quimicas/Proyecto/TESIS%20PCLAM-CH-DS%20-%201.docx%23_Toc427931404
file:///C:/Users/USUARIO/Dropbox/Maestria%20Ciencias%20Quimicas/Proyecto/TESIS%20PCLAM-CH-DS%20-%201.docx%23_Toc427931405
file:///C:/Users/USUARIO/Dropbox/Maestria%20Ciencias%20Quimicas/Proyecto/TESIS%20PCLAM-CH-DS%20-%201.docx%23_Toc427931405
file:///C:/Users/USUARIO/Dropbox/Maestria%20Ciencias%20Quimicas/Proyecto/TESIS%20PCLAM-CH-DS%20-%201.docx%23_Toc427931408
file:///C:/Users/USUARIO/Dropbox/Maestria%20Ciencias%20Quimicas/Proyecto/TESIS%20PCLAM-CH-DS%20-%201.docx%23_Toc427931408
file:///C:/Users/USUARIO/Dropbox/Maestria%20Ciencias%20Quimicas/Proyecto/TESIS%20PCLAM-CH-DS%20-%201.docx%23_Toc427931409
file:///C:/Users/USUARIO/Dropbox/Maestria%20Ciencias%20Quimicas/Proyecto/TESIS%20PCLAM-CH-DS%20-%201.docx%23_Toc427931409
file:///C:/Users/USUARIO/Dropbox/Maestria%20Ciencias%20Quimicas/Proyecto/TESIS%20PCLAM-CH-DS%20-%201.docx%23_Toc427931410
file:///C:/Users/USUARIO/Dropbox/Maestria%20Ciencias%20Quimicas/Proyecto/TESIS%20PCLAM-CH-DS%20-%201.docx%23_Toc427931411
file:///C:/Users/USUARIO/Dropbox/Maestria%20Ciencias%20Quimicas/Proyecto/TESIS%20PCLAM-CH-DS%20-%201.docx%23_Toc427931412
file:///C:/Users/USUARIO/Dropbox/Maestria%20Ciencias%20Quimicas/Proyecto/TESIS%20PCLAM-CH-DS%20-%201.docx%23_Toc427931413
file:///C:/Users/USUARIO/Dropbox/Maestria%20Ciencias%20Quimicas/Proyecto/TESIS%20PCLAM-CH-DS%20-%201.docx%23_Toc427931413
file:///C:/Users/USUARIO/Dropbox/Maestria%20Ciencias%20Quimicas/Proyecto/TESIS%20PCLAM-CH-DS%20-%201.docx%23_Toc427931414
file:///C:/Users/USUARIO/Dropbox/Maestria%20Ciencias%20Quimicas/Proyecto/TESIS%20PCLAM-CH-DS%20-%201.docx%23_Toc427931415
file:///C:/Users/USUARIO/Dropbox/Maestria%20Ciencias%20Quimicas/Proyecto/TESIS%20PCLAM-CH-DS%20-%201.docx%23_Toc427931415
file:///C:/Users/USUARIO/Dropbox/Maestria%20Ciencias%20Quimicas/Proyecto/TESIS%20PCLAM-CH-DS%20-%201.docx%23_Toc427931415
file:///C:/Users/USUARIO/Dropbox/Maestria%20Ciencias%20Quimicas/Proyecto/TESIS%20PCLAM-CH-DS%20-%201.docx%23_Toc427931416
file:///C:/Users/USUARIO/Dropbox/Maestria%20Ciencias%20Quimicas/Proyecto/TESIS%20PCLAM-CH-DS%20-%201.docx%23_Toc427931416
file:///C:/Users/USUARIO/Dropbox/Maestria%20Ciencias%20Quimicas/Proyecto/TESIS%20PCLAM-CH-DS%20-%201.docx%23_Toc427931417
file:///C:/Users/USUARIO/Dropbox/Maestria%20Ciencias%20Quimicas/Proyecto/TESIS%20PCLAM-CH-DS%20-%201.docx%23_Toc427931417
file:///C:/Users/USUARIO/Dropbox/Maestria%20Ciencias%20Quimicas/Proyecto/TESIS%20PCLAM-CH-DS%20-%201.docx%23_Toc427931418
file:///C:/Users/USUARIO/Dropbox/Maestria%20Ciencias%20Quimicas/Proyecto/TESIS%20PCLAM-CH-DS%20-%201.docx%23_Toc427931418
file:///C:/Users/USUARIO/Dropbox/Maestria%20Ciencias%20Quimicas/Proyecto/TESIS%20PCLAM-CH-DS%20-%201.docx%23_Toc427931418
file:///C:/Users/USUARIO/Dropbox/Maestria%20Ciencias%20Quimicas/Proyecto/TESIS%20PCLAM-CH-DS%20-%201.docx%23_Toc427931419
file:///C:/Users/USUARIO/Dropbox/Maestria%20Ciencias%20Quimicas/Proyecto/TESIS%20PCLAM-CH-DS%20-%201.docx%23_Toc427931419
file:///C:/Users/USUARIO/Dropbox/Maestria%20Ciencias%20Quimicas/Proyecto/TESIS%20PCLAM-CH-DS%20-%201.docx%23_Toc427931419
file:///C:/Users/USUARIO/Dropbox/Maestria%20Ciencias%20Quimicas/Proyecto/TESIS%20PCLAM-CH-DS%20-%201.docx%23_Toc427931420
file:///C:/Users/USUARIO/Dropbox/Maestria%20Ciencias%20Quimicas/Proyecto/TESIS%20PCLAM-CH-DS%20-%201.docx%23_Toc427931420
file:///C:/Users/USUARIO/Dropbox/Maestria%20Ciencias%20Quimicas/Proyecto/TESIS%20PCLAM-CH-DS%20-%201.docx%23_Toc427931420

Figura 20 Termograma comparativo de DSC. Se observan las temperaturas de transicion vitrea y las
de fusidon para PCLy PCLAM funcionalizado @ 110y 70 °C. ...ccoeeuieieieiiee ettt 52

Figura 21 Analisis ATR-FTIR de los diferentes andamios (Al a A8) fabricados de acuerdo con el disefio
experimental Taguchi (A1-A8). Se resaltan las bandas caracteristicas de PCLAM (verde), diclofenaco
(rojo) e hidrolizados de coldgeno tipo | (MOrado) .....c.ueeeeiiiiieeeieee e e e 54

Figura 22 Andlisis termogravimétrico de los andamios obtenidos segun el disefio experimental
Taguchi (andamios Al a A8). Se observan tres etapas de descomposicion: Etapa | pérdida de agua
de CH; Etapa Il descomposicién de DS; Etapa Il descomposicién debida a la descomposicidon en CO;
0E PCLAM, DS Y CH. ettt ettt et s ettt e ste e s e e e e st e e te e teesaaessaessseenseanseenseesseesseesnsesnsanns 56

Figura 23 Termogramas obtenidos de DSC de los andamios fabricados de acuerdo con el disefo
experimental Taguchi L8 (andamios Al a A8). Se observan las transiciones para PCLAM, DS y de
reaccion exotérmica de una desSCOMPOSICION. .......ciieiiiiiiiiiiie e e et e e e e e e aree e e eaaeas 58

Figura 25 Analisis grafico de los resultados de didametro de fibra del disefio experimental Taguchi
(A=Temperatura de funcionalizacidn, B=proporcion PCLAM:CH, C=concentracion de PCLAM, D=flujo
de inyeccidn y E=voltaje). Se observa que el diametro se ve afectado en mayor proporcién por la
concentracién de PCLAM (C), en menor proporcion por el voltaje (E), seguido del efecto B, D y A.63

Figura 26 Andlisis grafico del disefo experimental Taguchi. De izquierda a derecha se muestra el
efecto con mayor impacto, la inclinacién y longitud representa la magnitud del impacto. D=Flujo,
A=Temperatura de funcionalizacién, E= Voltaje, B= Proporcién PCLAM-CH y C= Concentracion
[ LI 1 PP PUPPPUPPPRN 65

Figura 27 Analisis grafico del mddulo de Young de acuerdo con el disefio Taguchi (A=Temperatura
de funcionalizacién, B=proporcién PCLAM:CH, C=concentracién de PCLAM, D=flujo de inyeccién y
E=voltaje). De izquierda a derecha los factores que mayor impacto tienen. ........cccccccveeeeecveeeeennen. 67

Figura 28 Analisis grafico del disefio Taguchi para porcentaje de elongacidon (A=Temperatura de
funcionalizacién, B=proporcién PCLAM:CH, C=concentracidn de PCLAM, D=flujo de inyeccién y
E=voltaje). El impacto de los efectos se encuentra de izquierda a derecha, siendo la concentracion
de PCLAM 13 d€ MENOT IMPACLO.....uiiiiiiiiee it e ceiiee ettt e e esee e e e ree e e eetre e e e sabe e e e esabae e e ennbaeesennseeeeennnees 68

Figura 29 Analisis grafico del disefio Taguchi para el esfuerzo a la tension (A=Temperatura de
funcionalizacion, B=proporcién PCLAM:CH, C=concentracion de PCLAM, D=flujo de inyeccién y
E=voltaje). El impacto de los efectos se encuentra de izquierda a derecha, siendo A y B los efectos
(o 1N 0 a1V o Tl 4 T'o Y- ot o RSP PR 70

Figura 30 Cinética de liberacién del andamio A1, ajuste y valores de los parametros obtenidos de los
modelos matematicos. La informacion de los valores muestra que la difusion es de tipo Fick (n<0.5)
y ademads presenta una difusion desde una matriz polimérica (k2=2.16339x107%)....c..cceveveverenens 71

Figura 31 Cinética de liberacién del andamio A2. A) Primera etapa de analisis por un método lineal
y B) por modelos matematicos. La informacion de los valores demuestra hay una liberacién durante
las primeras 4 horas rapida y posteriormente que la liberacién se rige por difusién tipo Fick (n<0.5)
y desde el interior de [a matriz POlMEriCa.......cuviii e 71


file:///C:/Users/USUARIO/Dropbox/Maestria%20Ciencias%20Quimicas/Proyecto/TESIS%20PCLAM-CH-DS%20-%201.docx%23_Toc427931421
file:///C:/Users/USUARIO/Dropbox/Maestria%20Ciencias%20Quimicas/Proyecto/TESIS%20PCLAM-CH-DS%20-%201.docx%23_Toc427931421
file:///C:/Users/USUARIO/Dropbox/Maestria%20Ciencias%20Quimicas/Proyecto/TESIS%20PCLAM-CH-DS%20-%201.docx%23_Toc427931423
file:///C:/Users/USUARIO/Dropbox/Maestria%20Ciencias%20Quimicas/Proyecto/TESIS%20PCLAM-CH-DS%20-%201.docx%23_Toc427931423
file:///C:/Users/USUARIO/Dropbox/Maestria%20Ciencias%20Quimicas/Proyecto/TESIS%20PCLAM-CH-DS%20-%201.docx%23_Toc427931423
file:///C:/Users/USUARIO/Dropbox/Maestria%20Ciencias%20Quimicas/Proyecto/TESIS%20PCLAM-CH-DS%20-%201.docx%23_Toc427931423
file:///C:/Users/USUARIO/Dropbox/Maestria%20Ciencias%20Quimicas/Proyecto/TESIS%20PCLAM-CH-DS%20-%201.docx%23_Toc427931424
file:///C:/Users/USUARIO/Dropbox/Maestria%20Ciencias%20Quimicas/Proyecto/TESIS%20PCLAM-CH-DS%20-%201.docx%23_Toc427931424
file:///C:/Users/USUARIO/Dropbox/Maestria%20Ciencias%20Quimicas/Proyecto/TESIS%20PCLAM-CH-DS%20-%201.docx%23_Toc427931424
file:///C:/Users/USUARIO/Dropbox/Maestria%20Ciencias%20Quimicas/Proyecto/TESIS%20PCLAM-CH-DS%20-%201.docx%23_Toc427931430
file:///C:/Users/USUARIO/Dropbox/Maestria%20Ciencias%20Quimicas/Proyecto/TESIS%20PCLAM-CH-DS%20-%201.docx%23_Toc427931430
file:///C:/Users/USUARIO/Dropbox/Maestria%20Ciencias%20Quimicas/Proyecto/TESIS%20PCLAM-CH-DS%20-%201.docx%23_Toc427931430
file:///C:/Users/USUARIO/Dropbox/Maestria%20Ciencias%20Quimicas/Proyecto/TESIS%20PCLAM-CH-DS%20-%201.docx%23_Toc427931431
file:///C:/Users/USUARIO/Dropbox/Maestria%20Ciencias%20Quimicas/Proyecto/TESIS%20PCLAM-CH-DS%20-%201.docx%23_Toc427931431
file:///C:/Users/USUARIO/Dropbox/Maestria%20Ciencias%20Quimicas/Proyecto/TESIS%20PCLAM-CH-DS%20-%201.docx%23_Toc427931431
file:///C:/Users/USUARIO/Dropbox/Maestria%20Ciencias%20Quimicas/Proyecto/TESIS%20PCLAM-CH-DS%20-%201.docx%23_Toc427931431

Figura 32 Cinética de liberacion de A3. Donde A representa el ajuste y valores de los parametros
obtenidos del modelo lineal y B la cinética hasta las 336 h. La informacién de los valores muestra
que la liberacién posee una velocidad de 8.13 mg/h por gramo de andamio durante las primeras 10

Figura 33 Cinética de liberacién del andamio A4. Donde la gréfica A representa el ajuste y valores de
los pardmetros obtenidos del modelo lineal y B la cinética hasta las 96 h. La informacién de los
valores muestra que la liberacion posee una velocidad de 11.84 mg/h por gramo de andamio
durante las primeras 8 horas. ......ccccceeecvieeeecieie e, iError! Marcador no definido.

Figura 34 Cinética de liberacién del andamio A5. Donde la linea A representa el ajuste y valores de
los parametros obtenidos del modelo lineal y B la etapa donde no hay mas liberacién. La informacion
de los valores muestra que la liberacién posee una velocidad de 11.84 mg/h por gramo de andamio
durante 1as Primeras 8 NOTAS. .....cuuei it e et e e e et e e e e e bae e e esabae e e e nraeeeeennees 73

Figura 35 Cinética de liberacién del andamio A6. Donde la grafica A representa el ajuste y valores de
los parametros obtenidos del modelo lineal y B la segunda etapa. La informacidn de los valores
muestra que la liberacion posee una velocidad de 17.81 mg/h por gramo de andamio durante las
(o] 4T a1t o= T3 B Lo = T RSP SPP 74

Figura 36 Cinética de liberaciéon del andamio A7. Donde la grafica A representa el ajuste y valores de
los pardmetros obtenidos del modelo lineal y B la segunda etapa. La informacién de los valores
muestra que la liberacion posee una velocidad de 10.53 mg/h por gramo de andamio durante las
(o] g0 a1 = T3 <3 oo = T RSP SPP 75

Figura 37 Cinética de liberacién del andamio A8. Donde la gréfica A representa el ajuste y valores de
los parametros obtenidos del modelo lineal y B la liberacion hasta las 192 horas. La informacion de
la tabla muestra una liberacién de 18.04 mg/hora en las primeras 4 horas. .......c.ccccvevveveenveennennn. 75
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1. Resumen

Las lesiones por quemaduras ocurren con mayor frecuencia en los nifios, generando dolor,
inflamacién, posible infeccion, etc., existen diferentes tratamientos para la regeneracion de
tejidos como injertos y la administracién de farmacos para tratar los sintomas. En este
trabajo se fabricaron sistemas de nanofibras obtenidos por medio de electrohilado a partir
de la mezcla: poli (e-caprolactona) funcionalizado con anhidrido maléico, hidrolizados de
colageno tipo | y diclofenaco; para su potencial aplicacion en liberacién de medicamentos y
regeneracion de tejidos. Se caracterizaron utilizando microscopia electronica de barrido
(SEM), espectroscopia infrarroja con transformadas de Fourier (ATR-FTIR), resonancia
magnética nuclear de protén (RMN-H'), pruebas mecanicas de tension uniaxial, analisis
termogravimétrico (TGA) y calorimetria diferencial de barrido (DSC). La evaluacion se
realizé con base al disefio experimental Taguchi L8 cuyas variables independientes fueron:
temperatura de funcionalizacion, proporcion de polimeros (PCLAM:CH), concentracién de
PCLAM, flujo de inyeccion y voltaje. Por ultimo se realizaron estudios de liberacién de

farmaco.

Se obtuvieron fibras con diametros de 100 nm a 1um, las fibras no descomponen a
temperatura corporal, los componentes no presentan cambios durante el proceso de
electrohilado, muestran una liberacién constante durante dos semanas y ademas se
obtuvieron las condiciones a las cuales es posible optimizar el sistema, por lo que tiene
potencial para ser una alternativa en la regeneracion de tejidos en lesiones por quemaduras

y en el tratamiento de los sintomas como la inflamacién y el dolor.
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2. Introduccion

Una quemadura es un traumatismo de la piel o de otros tejidos corporales causado por el
calor, ocurre cuando algunas o todas las células de la piel o de otros tejidos son destruidas
por liquidos y, sélidos calientes o llamas, adicionalmente las lesiones causadas por la
radiacion, la radiactividad, la electricidad, la friccién o el contacto con productos quimicos
también se consideran quemaduras [1]. Existen tres grados de quemaduras y dependeran
del dafo a los tejidos, las de primer grado afectan la epidermis, las de segundo la dermis y
las de tercero pueden danar tejido 6seo. Los principales sintomas son el dolor, inflamacion
y la posible infeccién para las de primer y segundo grado, mientras que en las de tercero
puede no presentarse el dolor debido al dafio en el tejido nervioso, para tratar estos
sintomas son recetados antiinflamatorios, antibiéticos y con el objetivo de promover el

crecimiento celular en las quemaduras de segundo y tercer grado se colocan implantes [2].

Una técnica novedosa para promover la regeneracion celular es la fabricacion de andamios
de microfibras (scaffold en inglés), diversas investigaciones apuntan que ha sido posible
regenerar tejido éseo a partir de este tipo de materiales, esto se debe principalmente a los
espacios que existen dentro de estos andamios pues permiten el crecimiento de las células
al simular la matriz extracelular de los tejidos. Las microfibras sintetizadas pueden ser de
polimeros aprobados por la FDA, biodegradables y biocompatibles como lo son poli acido
lactico-co-glicdlico (PLGA), poli acido L-lactico (PLLA), poli (e-caprolactona) (PCL), etc., que

son acoplados con colageno o con otras moléculas para permitir la adhesién celular [3-5].

Para la elaboracion de microfibras existe una técnica conocida como electrohilado, la cual
consiste en extruir una solucién polimérica a través de un capilar metalico utilizando una
diferencia de potencial. Ejemplo de ello es el trabajo realizado por Ospina [3] en el cual se
fabrica un polimero de poli-(acido lactico)-anhidrido maléico-colageno (PLLA-g-AM/Col)
utilizando la técnica de electrohilado, con el fin de utilizar este andamio para la regeneracion
de tejidos, ademas por sus propiedades biodegradables, biocompatibles y presentar

adhesion celular gracias al colageno.

Unos de los sintomas producidos por una quemadura son el dolor y la inflamacion por lo
cual son administrados analgésicos y antinflamatorios, entre los cuales se encuentran
antiinflamatorios no esteroideos (AINE), asi como los que poseen un nucleo esteroideo en
su estructura molecular. Un AINE conocido es el diclofenaco, cuyo mecanismo de accién

no ha sido totalmente descubierto pero existen evidencias de que inhibe las ciclooxigenasas
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I y Il incluyendo la lipooxigenasa, ofreciendo analgesia y disminuyendo la inflamacion y
recientemente se ha encontrado que a ciertas concentraciones es posible utilizarlo como

un inhibidor de crecimiento bacteriano [6].

Debido a lo anterior en este trabajo se fabricé un andamio de microfibras de: PCL
funcionalizado con anhidrido maléico, colageno hidrolizado tipo | y diclofenaco; para que
éste sea capaz de disminuir el dolor y la inflamacién de las lesiones por quemadura.
Llevando a cabo las pruebas de caracterizacién como lo son resonancia magnética nuclear
(RMN), microscopia electronica de barrido (SEM), calorimetria diferencial de barrido (DSC),
analisis termogravimétrico (TGA), analisis de tension uniaxial y la cinética de liberacion del

farmaco.
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3. Marco teérico
3.1. Andamios celulares

La ingenieria de tejidos es una interdisciplina que aplica principios de ingenieria (ciencia de
materiales e ingenieria biomédica) y ciencias de la vida (bioquimica, genética, biologia
celular y molecular) para desarrollar sustitutos que puedan restaurar, mantener o mejorar
las funciones celulares. Asimismo la ingenieria de tejidos incluye el aislamiento de células,

la induccidn del crecimiento por sustancias y colocar células dentro y sobre los andamios

[7].

Los tejidos del cuerpo humano estan formados de dos principales constituyentes: células,
las cuales regulan procesos corporales, realizan mantenimiento normal y cicatrizacion de
heridas; y la matriz extracelular (ECM, por sus siglas en inglés), una coleccién de
macromoléculas, las cuales sirven como el mayor componente estructural del cuerpo. La
ECM forma la mayor proporcién del volumen del tejido y provee la peculiaridad geométrica
a cada uno de ellos. Consiste en principio, de fibras con diametro entre 50 y 500 nm,
tridimensionales compuestas de polisacaridos y polimeros naturales (colageno, elastina,
fibrinbgeno, etc.) y constantemente son sintetizadas, secretadas, orientadas y modificadas
por las células para su soporte. Histéricamente la funciéon de la ECM se consideraba sélo
estructural, sin embargo actualmente se sabe que interactiua constantemente con la célula
en los procesos de formacién de tejidos, cicatrizacion y apoptosis [8]. Cuando el tejido es
dafado en su totalidad por cualquier tipo de lesion son requeridos protesis, trasplantes o

andamios.

De tal manera que es necesario obtener mediante ingenieria de tejidos sistemas que
mimeticen las funciones de la ECM los cuales son llamados andamios y para su desarrollo
se utiliza una combinacién de biomateriales, células y moléculas bioactivas [8]. Un andamio

ideal debe de cumplir con los siguientes requerimientos:
|. Biocompatibilidad

Habilidad del andamio para funcionar en condiciones éptimas sin ocasionar una
reaccion inmune o inflamatoria. Si el andamio es no téxico y degradable
eventualmente el tejido nuevo lo reemplazara, ademas si es biolégicamente activo,

puede integrarse al tejido circundante, sin embargo, si es biolégicamente inactivo
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puede encapsularse; en el peor de los casos cuando es téxico ocurre rechazo y

necrosis del tejido [8].
Il. Biodegradabilidad

Se debe tomar en cuenta que los andamios generalmente son temporales y que sélo
deben funcionar para que el organismo repoblé la zona afectada y eventualmente
construya su propia ECM, lo ideal es que se biodegraden de manera directamente
proporcional a la regeneracion del tejido. Los productos de degradacion no deben
ser téxicos y deben eliminarse facilmente del organismo, ya sea por via metabdlica

0 excrecion [9].
lll. Propiedades mecanicas

Idealmente, un andamio debe tener las mismas propiedades mecanicas acorde con
el sitio anatémico donde se coloca y en la practica debe ser lo suficientemente
resistente para implantarlo quirdrgicamente. Producir andamios que se adecuen a
estas caracteristicas es uno de los grandes retos para la ingenieria de tejidos en
especial para la ingenieria en huesos y cartilago. Los andamios que se han obtenido
han tenido buenas propiedades mecanicas pero son deficientes en porosidad lo que
se traduce al momento de implantarlos en una baja capacidad de vascularizacion,
por lo que se tiene que encontrar un balance entre propiedades mecanicas y
suficiente arquitectura porosa para permitir la infiltracion celular y una buena

vascularizacion [9].
IV: Arquitectura y naturaleza

Debe poseer una estructura altamente porosa e interconectada para asegurar la
penetracién celular y una adecuada difusion de nutrientes hacia el interior del
andamio, de tal manera que permita la proliferacién celular y la formacion de ECM,
ademas de que esta porosidad permita el drenaje de sustancias de desecho fuera
del organismo evitando asi que afecte a drganos circundantes. Otra clave es la
superficie del andamio, las células interactian con el andamio via grupos quimicos
(ligandos) de la superficie del material. Los andamios sintetizados de material
extracelular como colageno son capaces de permitir la adhesion celular y

generalmente los materiales sintéticos necesitan agregar grupos que permitan esta
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adhesion. De esta manera es necesario obtener andamios con una porosidad

adecuada y superficie 6ptima que permita la proliferacién celular [9].
IV. Manufactura

Con el fin de conseguir un andamio clinica y comercialmente viable, su fabricacion
debe ser econdmica y escalable a nivel industrial [9]. Ademas debe ser facilmente

esterilizable y de facil manejo de acuerdo al tejido que se debe regenerar [8].

En México diversas instituciones de caracter publico y privado trabajan para desarrollar
andamios para utilizarlos en ingenieria de tejidos entre ellos figuran el Instituto Nacional de
Rehabilitacion, Hospital Gea Gonzalez, Universidad Autéonoma de Nuevo Ledn,
Tecnoldgico de Monterrey, por su puesto la Universidad Nacional Autonoma de México,
entre otras, sin embargo, la demanda es muy alta, tan sélo en fracturas de fémur se
registran 168 mujeres y 98 hombres por 100,000, si nos enfocaramos en lesiones cardiacas,
de rétulas, o bien en quemaduras (107.26 por cada 100,000 habitantes) el mercado seria

muy grande [10].

3.1.1. Métodos de fabricacion de andamios

Para fabricar andamios existen diversos métodos que han sido empleados en la ingenieria
de tejidos entre ellas se encuentra: electrohilado, auto ensamblaje, lixiviado de particulas,
espumado por gas, depdsito en fundido y separacion de fases [11]. El primero es el mas
econdmico y se describe en detalle en la siguiente seccion por ser el utilizado en este

trabajo.

El auto ensamblaje es utilizado con el objetivo
de fabricar arquitecturas supramoleculares
(Figura 1), es mediada por enlaces no
covalentes tales como puentes de hidrogeno,
interacciones van der Waals, electrostaticas e
hidrofobicas. Todas las  biomoléculas

incluyendo los péptidos y proteinas interactuan

y se auto ensamblan para formar estructuras
bien definidas con funcionalidad asociada a
] ) Figura 1 Esquema de un nanotubo de 50 nm
ésta, por lo que pueden funcionar como  auto ensamblado con péptidos [12].

blogues de construccién para fabricar
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materiales [12]. Ejemplos de ellos incluyen péptidos auto-complementarios idnicos (Figura
1), los cuales estan formados de estructuras B-fila en solucion acuosa con diferentes
surfactantes (uno hidrdéfilo y otro hidréfobo). Los residuos hidrofdbicos se protegen del agua

y se van ensamblando entre ellos en el medio semejando a los sistemas in vivo [12, 13].

El lixiviado de particulas es uno de los métodos mas empleados en la fabricacion de
regeneracion de tejidos, consiste en colocar particulas de cierto tamafo (azucar, sal o cera)
en un molde en el que se vierte una solucién polimérica, una vez que el disolvente se
evapora se somete a un tratamiento para eliminar las particulas y obtener una matriz
porosa. El principal problema es que si no existe la suficiente interconexién entre particulas,

éstas pueden quedar atrapadas en la matriz [14].

El espumado por gas se basa en generar poros en una solucién polimérica a partir de la
liberacién de un gas, por ejemplo utilizando bicarbonato y en presencia de una solucion
acida se formara la espuma, sin embargo, existe la probabilidad de drenado causando asi

un andamio heterogéneo [14].

El depdsito en fundido consiste en disefiar un modelo computacional e imprimirlo utilizando
un extrusor de depdsito en fundido, el cual dibuja tridimensionalmente el andamio capa por
capa, la ventaja de esta técnica es que no se utilizan solventes en la fabricacion de

andamios y se consigue una porosidad del 80% [14].

La ultima técnica consiste en la separacion de fases inducida térmicamente (TIPS, por sus
siglas en inglés), fue desarrollado recientemente para fabricar nanofibras miméticas al
colageno natural. El proceso incluye: disolucion polimérica, separacion de fases bajando la
solubilidad del polimero (gelacion) y liofilizacion. La red de fibras depende del disolvente y
la temperatura de gelacion [11]. Ejemplo de esta técnica lo demuestran los andamios
obtenidos por Ma & Zhang [15] utilizando polimeros como el poli (L-acido lactico) (PLLA) y
poli (D,L-acido lactico-glicdlico) (PLGA).
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3.2. Electrohilado

La técnica fue analizada por
Rayleigh en 1897 al evaluar el
efecto de induccion de cargas
eléctricas en chorros de agua, asi
como la inestabilidad asimétrica del
fluo del jet [16]. ElI primer
electrohilado fue patentado por
Morton WJ a principios del siglo XX
[17] de la misma manera que
Formhals publicé patentes entre
1934 y 1944 donde describia la

2500
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Figura 2 Incremento del numero de publicaciones sobre
electrohilado ScienceDirect [19].

produccion de polimeros filamentosos usando fuerza electrostatica [18], sin embargo, hasta

el afo 1994 se acuno el término “electrohilado” (electrospinning en inglés) e investigadores

como Reneker profundizaron en esa técnica, gracias a esto el nimero de publicaciones

para su investigacién ha ido en aumento de acuerdo con una busqueda del término

electrospinning en la base de datos de ScienceDirect (Figura 2) [19].

El fundamento de la técnica consiste en aplicar un alto voltaje a una solucion polimérica en

la punta de un inyector para que la gota que se forma experimente dos tipos de fuerzas

electrostaticas: repulsion entre las cargas de superficie y fuerza couldbmbica que ejerce un

campo eléctrico externo (disipacion de carga). La densidad de carga requerida esta en

funcién del voltaje de ruptura o aparicion del cono de Taylor, es decir, la gota de liquido se

Bomba
Infusora

=

] Plato colector

Fuente de Alto Voltaje

Capilar

T

Figura 3 Esquema del dispositivo de electrohilado [14].
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distorsiona formandose el cono de Taylor. Una vez que la fuerza del campo eléctrico ha
sobrepasado su valor limite las fuerzas electrostaticas superan la tension superficial de la

disolucion del polimero y fuerza la eyeccién de un chorro liquido desde la punta del inyector.

Tabla 1 Parametros con sus respectivas caracteristicas [16].

Parametro Caracteristica que aporta
Concentracion de la 1 | Dificulta el paso de la solucién a través del capilar.
solucion de polimero | | Las fibras se rompen en gotas antes de llegar al plato colector.
Tensién superficial 1 | Aparicion de defectos (beads en inglés) en las fibras.

| | Obtencién de fibras lisas, para disminuir la tensién superficial

se pueden adicionar solventes con baja tensiéon como el etanol.

Conductividad de la 1 | Mayor transporte de cargas, mayor estiramiento de la solucién,

solucioén fibras mas delgadas.

| | Menor transporte de cargas, menor estiramiento de la solucion,

fibras mas gruesas.

Voltaje 11 | Fibras gruesas, distorsion del jet, aparicion de beads.

l Poco impulso para llegada de la solucién al plato colector.

Flujo de salida 1 | Fibras mas gruesas, beads con mayores tamafos.

l Mayor tiempo para evaporacion del solvente, fibras sin

defectos.
Distancia aguja- 1 | Las fibras pueden romperse debido a su propio peso. Mayor
colector estiramiento de la solucién , obtencion de fibras delgadas

11 | Aparicidon de defectos en las fibras al trabajar con muy altas o

1l | muy bajas distancias

| | Poco tiempo para la evaporacion del solvente por tanto, las

fibras llegan humedas al plato colector.

Humedad relativa | | Apariciéon de poros en las nanofibras.

El chorro electrificado sufre una elongaciéon y movimiento de giro de peonza dando lugar a
la formacion de una hebra fina y larga. Conforme el chorro liquido se estira y el disolvente
se evapora, su diametro puede ser reducido sustancialmente. La fibra cargada se deposita

aleatoriamente sobre la superficie del colector en la base con diametros que van de los 3

nm hasta 1 ym [16, 18, 20].
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El dispositivo para electrohilar (Figura 3) esta compuesto basicamente de tres partes: un
tubo capilar del cual debe ser expulsada la solucidon polimérica (aguja, cono, etc.); una
fuente de voltaje que posee dos electrodos los cuales deben conectarse uno a la punta
metalica del inyector de la solucién y otro a una placa colectora de metal (lamina, mandril
rotativo, etc.) donde se depositaran las fibras posterior a la evaporacion del disolvente. El
disolvente residual se puede eliminar en estufa al vacio pues puede ser perjudicial para la

salud en el caso de que la aplicacién sea biolégica [16].

La técnica puede ser desarrollada de forma horizontal o vertical segun se desee, sin
embargo, el principal inconveniente al trabajar en posicion vertical es la posible salida de
gotas de solucién desde el capilar hacia el plato colector las cuales pueden caer sobre las
fibras depositas haciendo defectuosa la superficie de las mismas e interrumpiendo el
proceso. Para impulsar la solucién a través del capilar puede utilizarse una bomba de
infusidn; o bien, si se trabaja de forma vertical con cono como capilar, la salida de la solucion
puede estar determinada por la fuerza de gravedad ligada a la viscosidad de la solucion
[16].

Diversos factores son los que se relacionan con las propiedades y caracteristicas de las
fibras obtenidas por medio de electrohilado, por lo que su control durante el proceso es
indispensable. En la Tabla 1 se resumen los parametros caracteristicos de las fibras

obtenidas.
|. Concentracion de la solucion:

Es uno de los parametros determinantes del tamafo y la morfologia de las fibras. La
concentracion de polimero en la solucién influencia tanto la viscosidad como la tension
superficial de esta, la viscosidad de una solucion de polimero esta relacionada con el
enredo de las cadenas poliméricas, si las cadenas son menos enredadas, la solucion
tendra una viscosidad baja y viceversa. El diametro de las fibras tiende a aumentar con
la viscosidad (Figura 4). Si la solucién esta muy diluida las fibras de polimero se rompen
en gotas antes de llegar al plato colector debido al efecto de la tension superficial, de

igual forma si la solucién esta muy concentrada entonces las fibras no se podran formar
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debido a la alta
viscosidad, lo que
dificulta el paso de la
solucion a través del

capilar [18].
II. Tension superficial

La tension superficial

tiende a reducir el

area superficial por
Figura 4 Micrografias obtenidas por SEM de electrohilados

unidad de masa, obtenidos a diferente concentracion [18].

cambiando los

chorros (jets) por esferas, al aplicar el alto voltaje se busca aumentar la superficie
oponiéndose a la formacion de defectos y favoreciendo la formacion de chorros mas
delgados, en este caso es la fuerza viscoelastica la que se resiste a cambios rapidos
en la forma. El coeficiente de tensién superficial depende del polimero y el disolvente,
adicionar disolventes como el etanol a una solucion disminuye tensién superficial y

podria contribuir a la obtencion de fibras lisas [16].
[ll. Conductividad eléctrica de la solucion

Soluciones con alta conductividad tendran mayor capacidad de transportar las cargas
de la solucion que aquellas con baja conductividad. La adicién de sales a la solucion
incrementa la conductividad y por consiguiente la fuerza eléctrica para el estiramiento
del chorro, lo que promueve una reduccién en el didametro de las fibras. Se ha
encontrado que con el aumento de la conductividad eléctrica de la solucion hay una
disminucion significativa en el diametro de las fibras mientras que cuando la
conductividad es baja se observa un alargamiento insuficiente del chorro lo que impide

la produccién de fibras uniformes [16].
IV. Voltaje

El voltaje es uno de los parametros mas importantes dentro del proceso de
electrohilado, en la mayoria de los casos un voltaje alto permite un mayor estiramiento
de la solucion debido a la presencia de mayor fuerza de coulomb en el chorro y un fuerte

campo eléctrico, todos estos factores promueven una reduccion en el diametro de las
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fibras. La influencia del voltaje depende ademas de las propiedades viscoelasticas del
material base, por ello es importante analizar el comportamiento para cada polimero
con su respectivo disolvente [16]. Por otra parte también existe la posibilidad de
presentar defectos, un ejemplo de ello es el trabajo realizado por Deitzel, Kleinmeyer,
et al. [21] donde ellos electrohilan 6xido de polietilieno (PEO) y al variar el voltaje se

muestran defectos y diferencia en el tamafio de la fibra como lo muestra la Figura 5.

Figura 5 Impacto del voltaje aplicado en electrohilado de soluciones de PEO al 7 % [21].

V. Flujo de salida

Un flujo de salida menor podria ser benéfico ya que el disolvente tendria mas tiempo
para evaporarse evitando la formacion de defectos en las fibras. Cuando el flujo de
salida se incrementa ocurre un incremento en el diametro de las fibras y posiblemente
en el tamano de los defectos. Un minimo valor de volumen de solucion a la salida del
capilar deberia ser mantenido para obtener un cono de Taylor estable, el flujo de salida
determina la cantidad de solucién disponible para el proceso de electrohilado [16].
Ejemplo de lo anterior lo encontramos reportado por Ribeiro, Sencadas, et al. [22] donde
ellos electrohilan a 20 kV, 15 cm de distancia y a diferente flujo obteniendo que
principalmente se observa modificacion del diametro de las fibras y ademas la presencia
de defectos Figura 6.
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d =149 +36nm
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d =144 £61nm

Figura 6 Micrografia de SEM de nanofibras de PVDF al 20 % a) 0,5 mL/h, b) 1 mL/h, ¢c) 2 mL/h, d) 4 mL/h

[22].

VI. Distancia entre la aguja y el colector

Dependiendo de las propiedades de la
solucion el efecto de la variacion de la
distancia puede o no, tener efecto en la
morfologia de las fibras. Al trabajar con
distancia muy grandes las fibras
electrohiladas podrian romperse debido a
Su propio peso, especialmente si las fibras
son de diametro pequefio. Una minima
distancia es requerida para dar a las fibras
el tiempo suficiente para que el disolvente
se evapore antes de alcanzar el plato

colector, con distancias muy grandes o

Difimetro {omm)

Distancia {co)

Figura 7 Variacién del diametro de nanofibras de
gelatina con respecto a la distancia del colector,
electrohiladas a 1 kV/cm [23].

demasiado pequefias se ha observado la aparicion de defectos o fibras humedas que

promueven la obtencién de fibras aplanadas o con forma de cintas. La mayoria de los

autores coinciden en que con mayores distancias la solucion tendra mayor tiempo de vuelo

lo que promovera un mayor estiramiento de las fibras antes de depositarse en el plato

colector [16]. Por otra parte muchas veces no se observa un cambio tan radical en los

diametros de las fibras al variar la distancia aguja-colector, tal es el caso de lo reportado

por Ki, Baek, et al. [23] donde varian esta distancia de 7 a 20 cm cuando electrohilan
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gelatina al 8 % en acido férmico a 1 kV/cm y el diametro de las fibras esta en un rango de

75 a 100 nm como se muestra en la Figura 7.
VII. Humedad relativa del medio ambiente

La humedad del ambiente puede determinar la velocidad de evaporacion del disolvente en
la solucion, por lo tanto, a humedad relativa baja un disolvente podria evaporarse muy

rapido dando lugar a defectos [16].
VIII. Temperatura

La temperatura puede incrementar la tasa de evaporacién y ocasionar un aumento en la
viscosidad de la solucién, lo cual podria dar lugar a obstrucciones en la aguja y la posible
aparicion de defectos. Por otro lado, puede depender del punto de fusidn del polimero, en
el caso de que se desee fabricar electrohilado sin disolventes o bien si se trata de un
disolvente con un punto de ebulliciéon alto un aumento de temperatura en el sistema podria

reducir el tiempo de secado y evitar la fusion entre fibras [16, 18]

3.2.1. Aplicacidn del electrohilado

Si bien es cierto que hay una serie de factores que influyen en el electrohilado, la aplicacién
juega un papel fundamental al momento de optimizarlos, pues no necesariamente se querra
obtener fibras muy delgadas en la mayoria de los casos vy, esto tiene fundamento en que
las fibras cambian sus propiedades mecanicas, de transporte (difusion) o bien con una

mayor superficie en el caso de que sea un sistema con aplicacion catalitica [18].

Una aplicacion por ejemplo se da en la industria mecanica cuando se desea obtener

materiales con una superior

Blindaje electromagnético

resistencia y flexibilidad, por

Cristales liquidos
Protesi di . ..
rofesismedle®  ejemplo de Nylon 2,4®. También

Andamios

son encontrados avances en

Compositos
Optica al disefiar materiales con

Filtracion

benzimidazoles y nanotubos de

carbono, sin embargo, la

aplicacion va mas alla, pues se

Figura 8 Principales campos de aplicacion en electrohilado

de acuerdo con lo patentado en Estados Unidos [18]. puede encontrar en medicina,

tecnologia de filtracion,

membranas cataliticas, etc. En la Figura 8 se muestran a grandes rasgos las aplicaciones
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y la proporcién de ellas en cuanto a patentes publicadas en Estados Unidos. Las diferentes
aplicaciones y las potenciales, siguen siendo estudiadas, ejemplo de ello es la obtencién

de nanofibras con biopolimeros como los polisacaridos, quitosano, etc. [5, 18]

3.3. Biomateriales en electrohilado

Acorde al Instituto Nacional de Salud un biomaterial esta definido como cualquier sustancia
o0 combinacion de sustancias sintéticas o de origen natural, la cual puede ser usada por un
periodo de tiempo tanto dentro como en una parte de un sistema a tratar o algun tejido a
reemplazar, 6rgano o funcién del cuerpo [24]. En contraste la ISO 10933 (Evaluacion
Biolégica de Dispositivos Médicos) menciona que todos los materiales utilizados en
humanos deben cumplir con los ensayos de biocompatibilidad in vitro e in vivo para verificar
la respuesta y comportamiento de las células interactuando con ellos. En general un
biomaterial no debe provocar ninguna respuesta indeseable en el paciente local o sistémica
[24].

Gran cantidad de materiales han sido investigados para su uso como biomateriales
incluyendo los biopolimeros, los cuales son recursos renovables, biodegradables,
biocompatibles, y pueden exhibir actividad antibacterial [5]. Existen biopolimeros de origen
natural y sintético. Dentro de los de origen natural encontramos a los polisacaridos, las
proteinas o mezcla de ambos ejemplos de ellos son: el alginato, el acido hialurénico,
celulosa, colageno, quitosano, etc. Por otra parte encontramos a los biopolimeros sintéticos
como el poli (vinil alcohol) (PVA), poli (e-caprolactona), PLLA, PLGA, etc. Todos los
polimeros ya mencionados han sido ampliamente estudiados en el electrohilado cuyas
aplicaciones principales estan orientadas hacia el area biomédica en la ingenieria de tejidos
[25].

3.3.1. Poli (e-caprolactona)

Uno de los polimeros de interés para el area biomédica es poli (e-caprolactona). Es un
poliéster alifatico linear con una transicién vitrea de -62 °C y punto de fusién de 55-60 °C
dependiendo del grado de cristalinidad el cual esta determinado por el peso molecular (3000
a 100000 g/mol). Es sintetizado a partir de la apertura de anillo de e-caprolactona utilizando
como catalizador octanoato de estano. Es biocompatible, bioabsorbible y un polimero de
bajo costo. Debido a su semicristalinidad y naturaleza hidrofobica exhibe una tasa de
degradacion elevada de 2 a 4 anos dependiendo del peso molecular [26]. Gracias a sus

propiedades mecanicas (Tabla 2) es adecuado para diferentes aplicaciones en el area
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biomédica como prétesis. Es un material a probado por la Administracion de Alimentos y
Medicamentos (FDA por sus siglas en inglés) y ha sido clinicamente utilizado como
dispositivo en liberacion de medicamentos y material de sutura desde la década de 1980
[26].

Tabla 2 Propiedades mecanicas de PCL dependiendo su peso molecular [14] .

PCL
Peso molecular (g/mol) 37000 50000 80000
Esfuerzo a la tension (MPa) 13.7 35.3 56.8
Elongacion a la ruptura (%) 660 800 900
Tiempo de degradacion 1 afio 2 afios 3 afios

Ejemplo de sistema de liberacion encontramos a Capronor® el cual es una céapsula,
biodegradable subdérmica que libera levonorgestrel en un periodo de 12 a 18 meses, con
lo cual se obtiene un sistema anticonceptivo de larga duracién [27]. Por otro lado
encontramos en investigacion microesferas de PCL fabricadas por liofilizacién de una doble
emulsion y con el objeto de utilizarlas en liberacion de medicamentos [28]. Empresas como
Innocore Pharmaceuticals posee una linea de productos entre las que figuran
microparticulas y microesferas para liberacion de medicamentos bajo el nombre de

SynBiosys®, utilizando PCL y otros biopolimeros.

Tabla 3 Fabricacion de electrohilado de PCL, condiciones y diametro fe fibra obtenido.

Referencia Propiedades de la solucién Electrohilado Diametro

Concentracion Disolvente Voltaje kV Distancia cm Colector nm

| Yoshimoto, Shin, et | 10 %w/v80kDa | Cloroformo | 13 | Verical | 400200 |
al. [29]
Li, Mauck, et al. [30] 14 %wl/v 80 kDa TMF/THF 1:1 15 20 Cilindrico
0 m/s: 438+156
9.3 m/s 519427
Kolambkar [31] 13 %wl/v 80 kDa DCM:DMF 14 0.75 0.75 Cilindro metalico 591+£199
40:60
Pektok, Nottelet, et 15 %wl/v 80 kDa CF:EtOH 7:3 20 12 20 Placa metélica 1900
al. [32]
Nisbet, Yu, et al. [33] 10 %wiv CF:MeOH 3:1 20 0.397 15 10x10x2 cm? placa de 750+100
aluminio
Chew, Mi, et al. [34] 16 %w/v 60 kDa DCM:MeOH 7 4 5 Cilindrico 103030
8:2
Cao, McHugh, et al. 14 %wl/v 65 kDa TFE:dH20 5:1 16-18 15 13-14 Cilindrico 3135
[35] 9.5 %w/v 65 kDa DCM:MeOH 13-15 15 8-9 506+24
3:2
Jha, Colello, et al. 50-275 mg/mL TFE 22-20 2-20 10-30 Placa de dos polos, 400-1500
[36] 65 kDa estacionario
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PCL no solo se utiliza en liberacion de medicamentos recientemente se ha estado
explotando para la fabricacion de nanofibras por electrohilado para aplicaciones biomédicas
en ingenieria de tejidos, en la Tabla 3 se muestran algunos trabajos reportados sobre el
electrohilado con PCL, las condiciones a las cuales se llevd a cabo el proceso, y los
didmetros que estas fibras pueden llegar a obtener, se observa que a una mayor
concentracién se emplea un mayor voltaje o bien una menor distancia y estos parametros

modifican en gran medida el didametro de fibra obtenido [26].

No sélo se ha investigado electrohilado de PCL, también se reportan trabajos donde se
modifica el polimero para injertar otras moléculas con actividad biolégica o disminuir la
hidrofobicidad, asi como la fabricacién utilizando copolimeros, por ejemplo de poli-acido
lactico-co-caprolactona PLLA-CL como lo reporta Mo, Xu, et al. [37] en una proporcion de
copolimerizacion 75:25, obteniendo diametro de nanofibra de 400 nm a 12 kV, 13 cm de

distancia aguja-colector y un flujo de inyeccion de 2 mL/h.

3.3.2. Modificacion de poli (e-caprolactona)

Comparado con otros polimeros PCL posee caracteristicas fisicoquimicas diferentes a otros
materiales como poli-acido glicélico (PGA), poli-acido lactico (PLA), una de ellas es que no
posee isomeros y por lo tanto no existen mezclas racémicas como es el caso de 8 y PLLA,
también los tiempos de degradacion son diferentes entre ellos. Su punto de fusién es mas
bajo que PLA y PGA, sin embargo, su hidrofobicidad es la principal desventaja, resultando
en una pobre humectabilidad y baja adhesion celular, por lo que la modificacién de la
superficie puede ser una alternativa. Entre las técnicas para modificar la superficie

encontramos:

e Tratamiento con plasma, el cual mejora la hidrofilicidad al introducir diferentes
grupos funcionales como hidroxilo, carbonilo, amino o sulfato, dependiendo del gas
que se utilice ya sea O, NH3, SO,, CO- 0 algun compuesto organico. El mas comun

para uso biomédico es el oxigeno.

e El tratamiento quimico, consiste en la inmersion de los andamios de electrohilado
en soluciones de hidréxido de sodio, con lo cual se consigue la formacion de grupos
carboxilato incrementando la humectabilidad del material, sin embargo, el

tratamiento ocasiona cambios en la morfologia de los andamios.
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e El recubrimiento por adsorcion de proteinas o por unién covalente es otra manera
de modificar la superficie de los andamios, ofreciendo una mayor interaccion con las
células, por ejemplo utilizando laminina, gelatina, fibronectina y colageno. La
desventaja es que PCL no posee sitios de anclaje y se ve limitada esta ultima
manera de disminuir su hidrofobicidad y aumentar su actividad biologica, por lo que
autores como Alcantara [14], Zhu, Gao, et al. [38] y Kim, Cho, et al. [39] modifican a
PCL agregando moléculas como anhidrido maléico y metacrilatos, para disminuir la
hidrofobicidad y poder anclar moléculas con actividad bioldgica, por ejemplo con

colageno o factores de crecimiento.

3.3.3. Colageno

El colageno es la proteina mas abundante en los mamiferos, en particular forma parte de

tendones, ligamentos, cornea y huesos, esta presente en la piel, vasos sanguineos y en

It J(%(&

Gly Pro HO Gly X Y

4
%

Figura 9 Secuencia del coldgeno tipo I [47]

otros tejidos en el cuerpo humano. Dada su amplia localizacion hasta el 2012 se tienen
identificados 50 tipos y existen variedades de formas fibrilar y globular. EI marcaje de
colageno consiste en una secuencia basada en: (Gly-X-Y),, donde X y Y pueden ser
aminoécidos (Figura 9). Esta secuencia conduce a una torsién del filamento molecular lo
que permite que estos se ensamblen formando triples hélices. La glicina al ser el
aminoacido mas pequefio se encuentra en el interior de las hélices, mientras que Xy Y se
encuentran en la superficie determinando la funcionalidad. En el caso del colageno tipo I, X
y Y son prolina e hidroxiprolina. Debido a la capacidad especifica de enlazar cadenas de
polipéptidos y entrecruzarlas, pueden dar lugar a la formacion de estructuras de soporte y

fibrilares, las cuales, son la base de diversos tejidos extracelulares.
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Tabla 4 Fabricacion de andamios por electrohilado de colageno, condiciones y diametro de fibras

Referencia Propiedades de la solucion Electrohilado Diametro

(nm)

Concentracion Disolvente Voltaje Flujo Distancia Colector
(kV) (mL/h) (cm)

Huang, Nagapudi, et Colageno 1-2 %w/v HCI 10 mM - Estacionario
al. [40] PEO (1:2)

Matthews, Wnek, et Colageno |y lll 1,1,1,3,3,3 15-30 5 10-15 Cilindrico 500 rpm 250+150
al. [41] 0.04 g/mL hexafluoro-2- 0.6x0.05x4 cm

propanol (HFP)

Matthews, Boland, et Colageno Il HFP 22 2 10 Cilindro 0.1x0.6x2 cm 110+£90

al. [42] 0.04 g/mL
Rho, Jeong, et al. Colageno | 8% w/V HFP 40 1.2 8 Cilindrico 460
[43]
Stitzel, Liu, et al. [44] Colageno |, elastina HFP 25 3 15 Cilindrico 720£350

PLGA (40:15:45)
15 %w/v

Venugopal, Zhang, Colageno |:PCL HFP 13 3 13 Hoja de aluminio 170+0.756
et al. [45] (55:25 mg/mL)
Lee, Yoo, et al. [46] Colageno l:elastina: HFP 25 3 10 Cilindrico 477-765

(PLGA, PLLA, PC)
45:15:40; 10 %w/v

Una de las principales funciones del colageno es la mecanica, por ejemplo: transfiriendo
cargas entre el hueso y los musculos mediante los tendones y ligamentos, sin embargo, no
sblo es mecanica, sino también de soporte para crecimiento y adhesién celular, ademas
tienen una intima relacion entre la produccion y el tipo de célula que crece en ese tejido.
Debido a esta ultima propiedad el colageno es ampliamente utilizado en ingenieria de
tejidos [47].

Andamios de colageno han sido ampliamente estudiados por diversas técnicas, en
particular con electrohilado se reportan trabajos a partir del afio 2001 (Tabla 4) en el que se
preparan fibras por electrohilado con colageno tipo | y oxido de polietileno (PEQO), posterior
a esto se realizan investigaciones en electrohilado con colageno, no sélo del tipo I, también
del I, Il y IV, ademas mezclados con otros biopolimeros como PLLA, PLGA y PCL [48] ,
sin embargo, su extraccion y purificacion es costosa, 250 mg pueden costar mas de $5000
en Sigma-Aldrich®, por lo que una alternativa es utilizar gelatina o bien hidrolizados de

colageno tipo I.

Cuando el electrohilado de colageno tipo | es alineado posee una carga a la fractura de
1.172£0.34 N con un pico de estrés de 1.5+0.2 MPa, un médulo de Young de 52.3+5.2 MPa,
mientras que al no estar alineadas sus propiedades bajan obteniendo una carga a la fractura
de 0.75+0.04 N con un pico de estrés de 0.7+0.1 MPa y un médulo de Young de 26.1+0.4

MPa [41].
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3.4. La piel

La piel es el érgano que protege musculos, huesos, ligamentos y 6rganos internos, es uno
de los 6rganos mas grandes del cuerpo, posee un area superficial de 1.8 m? y representa
alrededor de un 16 % del peso corporal. Tiene muchas funciones, la mas importante es de
barrera, pues protege el cuerpo de factores nocivos externos y mantiene el sistema interno
intacto [49]. Esta compuesta de colageno tipo | al igual que de otros componentes como la
elastina, la queratina, sustancias de crecimiento y células. Su estructura se compone de

tres capas (Figura 10): la epidermis, la dermis y la hipodermis:

e La epidermis se define como un epitelio escamoso estratificado con un grosor de 0.1
mm en la mayor parte del cuerpo, en las

palmas y planta del pie es de 0.8 a 1.4 .

mm. La principal célula es el Poro 1

queratinocito y es el encargado de Laren »
arterovenoso A,

producir queratina. Posee cuatro capas: *\ 4

a) La primera es el estrato basal, en esta

Epidermis

los queratinocitos pueden estar o no
dividiéndose y contienen tonofibrillas de
queratina y son aseguradas por

hemidesmosomas a la base de Ia

Dermis

membrana; los melanocitos conforman
el 5-10% de Ila poblacion basal,
sintetizan melanina y la transfieren por

via dendritica a los queratinocitos, se

Subcutis

encuentran en mayor proporcion en la Corpiisculo

de Pacini
Plexo

cara y otros sitios expuestos y dan origen SHEeAcES Glandula

profundo sudoripara

Fibras nerviosas

a la cresta neural; las células de Merkel |
raras veces son encontradas en esta De;melrsm?:zzwar
capa, estan asociadas con filamentos Figura 10 Esquema de las capas de la piel [49].
terminales de nervios cutaneos y juegan

rol en la sensacion. b) La segunda capa es el estrato espinoso, aqui las células hija
migran para formar una capa poliédrica interconectada con desmosomas. En su
mayoria se encuentran células de Langerhans, las cuales forman parte de las células

presentadoras de antigenos. c) En el estrato granuloso las células se aplanan y pierden
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su nucleo, en el citoplasma se observan granulos de queratohialina. d) El estrato corneo
es el resultado final de la maduraciéon de queratinocitos, ahi son encontradas estas
células llamadas corneocitos cuyo citoplasma esta formado por tonofibrillas de
queratina embebidas en una matriz de granulos de queratohialina, estan dispuestas en

capas y unidas por un pegamento lipidico.

e Ladermis es la capa principal y se encuentra debajo de la epidermis, consiste de tejido
conectivo, conformado de fibras de colageno y es responsable de las propiedades

mecanicas [47].

La dermis puede ser dividida en la dermis papilar y la reticular. En la papilar las
pequenas fibras de colageno proveen la capacidad de deformacion a la superficie del
tejido. La reticular proporciona la mayor parte de la dermis y de la piel en conjunto. Su
caracteristica es que las fibras de colageno estan interconectadas con fibras delgadas
y fibras maduras elasticas. El colageno fibrilar intersticial esta compuesto de tipos | (80-
90%) y Il (8-12%) el cual puede estar ensamblado con el tipo V (<5%). La alta
proporcion de colageno tipo | le confiere alta fuerza a la tensién y estabilidad a la
deformacién [47]. Las propiedades mecanicas para la dermis indican un modulo de
Young de 0.42 MPa para personas entre 8 y 30 afos y 0.85 MPa para personas hasta
los 80 anos en una piel a 22 °C y un 82 % de humedad relativa [50]. Posee un espesor

de 0.6 mm en los parpados a 3 mm en las palmas y plantas de los pies [49].

También estan presentes glandulas sudoriparas, foliculos pilosos. Las sustancias que
forman la matriz extracelular son: glicosaminoglucanos que permiten también la
movilidad al igual que la elastina, proteoglucanos, hialuronatos, laminina, fibronectina,
fibrindgeno y moléculas de adhesién como las integrinas . Una amplia variedad de
células esta presente en la dermis entre las que encontramos: fibroblastos, células

dendriticas, mastocitos, macréfagos y linfocitos [48].

e La hipodermis formada de tejido conectivo laxo y adiposo, cuya cualidad es
termoregular y permite también la motilidad gracias a la elastina presente en esta capa

también, inmersos en esta capar se encuentran los vasos sanguineos y nervios [49].

Diferentes lesiones pueden ocurrir en la piel, entre ellos figuran las quemaduras, cortaduras,
enfermedades causadas por hongos, bacterias, actinomicetos, acaros y virus, asi como

enfermedades o padecimientos como el vitiligo.
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3.4.1. Quemaduras

Una quemadura es un traumatismo de la piel o de otros tejidos corporales causado por el
calor. Tiene lugar cuando algunas o todas las células de la piel o de otros tejidos son
destruidas por liquidos calientes (escaldaduras), soélidos calientes (quemaduras por
contacto) o llamas (quemaduras por fuego). Las lesiones de la piel o de otros tejidos debidas
a la radiacién, la radiactividad, la electricidad, la friccion o el contacto con productos
quimicos también se consideran quemaduras. Los causas de mayor incidencia en los nifios
son por exposicion a liquidos calientes (escaldaduras), solidos calientes (quemaduras por
contacto) o llamas (quemaduras por fuego), en el 2004, casi 96 000 menores de 20 afios
fallecieron a consecuencia de quemaduras por fuego en todo el mundo. Aunque la mayoria
de las defunciones infantiles relacionadas con las quemaduras se debieron a quemaduras
por fuego (95%), las escaldaduras y las quemaduras por contacto son una causa importante
de quemaduras no mortales y de discapacidad [1, 2]. La tasa nacional promedio de
quemaduras es 107.26 por cada 100,000 habitantes segun Salud [51], lo cual representa

un promedio anual de quemados en los ultimos 5 afios de 113,531 pacientes.
Existen 3 niveles de quemaduras y dependera del dafio a los tejidos (Figura 11):

e lLas de primer grado, se
caracterizan por eritema sin EP'“'"‘*‘{
vesiculas, con dolor. El ejemplo Hpo:::%
clasico es la quemadura solar. ‘
La epidermis esta afectada sin
existir ampollas ni pérdida de

liquidos por lo que no se

contabilizaran en el calculo de la % Quemadura de

superficie corporal quemada. tercer grado

Curan en 3-7 dias sin dejar

cicatriz [52].
Figura 11 Tipos de quemadura y dafio a en la piel [2].
e Las de segundo grado se dividen

en dos: a) superficiales: generalmente se producen por liquidos calientes con
destruccién de la epidermis y menos del 50% de la dermis. Presentan eritema claro o
rojo brillante con dolor, formacion de flictenas y aspecto humedo. El proceso de curacion

dura 7-10 dias pudiéndose producir una minima cicatriz o hipopigmentacion. b)
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profundas: estan producidas por liquidos calientes. Existe afectacion de la epidermis y
de mas del 50% de la dermis con destruccién de fibras nerviosas por lo que son
generalmente menos dolorosas. El color es rojo oscuro o blanco moteado. En
quemaduras extensas hay una gran pérdida de liquidos. Habitualmente necesitan
injertos. Precisan de 2-3 semanas para la curacion con riesgo importante de

retracciones y sobreinfeccion [52].

e Las de tercer grado son producidas por sustancias quimicas, eléctricas o contacto
prolongado con liquidos calientes. Son las mas severas existiendo afectacién de todas
las capas de la piel, pudiendo también afectar fascia, musculo y hueso. Tienen una
apariencia blanca perlada o carbonizada. No son dolorosas ni tienen flictenas y adoptan
una textura seca. Tardan varias semanas en curar. Precisan la realizacion de injertos
[52].

Por otro lado encontramos la clasificacién por tipos de quemaduras, en primer lugar la
térmicas: a) escaldaduras por liquidos calientes o vapor; b) quemaduras por contacto: por
sélidos y objetos muy calientes, como la plancha de la ropa, los utensilios de cocina; c)
quemaduras por llama o fuego: por celas, ldamparas, estufas o los cigarrillos encendidos; d)
quemaduras quimicas: por la exposicion a sustancias quimicas agresivas, como los acidos
o los alcalis fuertes; e) quemaduras eléctricas: por una corriente eléctrica que pasa al

cuerpo desde tomas, cables, o aparatos eléctricos.

Por otro lado las quemaduras por inhalacién: son el resultado de la inhalacion de gases
extremadamente calientes, vapores, liquidos calientes 0 emanaciones nocivas procedentes
de la combustion incompleta. La inhalacién de humo es el factor mas importante que

determina la defuncién por quemaduras [1].

La inflamacién en una herida es esencial para la cicatrizacion de heridas y una defensa
contra estos agentes infecciosos, entre mas profunda sea los o6rganos se ven
comprometidos mas faciimente a la infeccién por microorganismos patégenos [2]. Esta
sumada a una depresién del sistema inmune, la avascularidad que evita que agentes
antimicrobianos del paciente migren hacia la herida y la exposicion de un ambiente rico en
proteinas (por el tejido necrosado) contribuyen a complicaciones infecciosas en pacientes
con quemaduras. De los agentes infecciosos mas comunes en pacientes con quemaduras,
se ha determinado que los primeros en colonizar las heridas son los microorganismos Gram

positivos como Staphylococcus aureus en las primeras 48 a 72 horas, inmediato a ellos
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colonizan Gram negativos como Pseudomonas y pueden llegar a presentarse
microorganismos oportunistas como hongos después de 5 a 7 dias, es por eso que se

deben de tener cuidados especiales y administrar antibiéticos [53].

3.4.2. Inflamacién y dolor

Uno de los sintomas en las quemaduras es la inflamacién, asi como el dolor. Inicialmente
la respuesta inmunolégica a las lesiones por quemaduras es proinflamatoria pero después
es predominantemente antiinflamatoria en un esfuerzo por mantener la homeostasis, las
citoquinas y las respuestas celulares regulan esas fases. Cuando se presenta la inflamacion
incrementa en los niveles séricos las citoquinas como la interleucina 18 (IL-18) y el factor
alfa de necrosis, las cuales son producidas en las quemaduras principalmente por los
leucocitos. Ambas citoquinas contribuyen a la produccién de fiebre y de un estado de
catabdlico acelerado, también regulan la produccion de prostaglandinas E; (PGEy), IL-6 y
factor de activacion plaquetario por células endoteliales y macréfagos. IL-6 induce fiebre y
la produccién de reactivos de fase aguda que contribuyen a la activacion de células T.
Interferon gama (IFN-y) es otra citoquina producida por las células NK en respuesta a la
lesion, lo cual es importante para la activacion de macréfagos y diferenciacion de células
CD4*'T en células Th-1. Posterior a la inflamacién sigue un periodo antiinflamatorio en el
cual el sistema inmune se deprime bajando la produccién de monocitos/macroéfagos, los
macrofagos producen mayor cantidad de PGE; y desciende IL-12, lo cual tiene un efecto
cooperativo en la diferenciacion de células T, las cuales se diferencian en Th-2 y producen
citoquinas antiinflamatorias IL-4. El organismo entonces es mas vulnerable a los patégenos

corriendo el riesgo de sufrir un choque séptico [53].

Por otro lado el dolor, el cual es una sensacién incomoda y una experiencia emocional
asociada con un dafno a un tejido segun la Asociacién Internacional para el Estudio del Dolor

IASP por sus siglas en
( P g Tabla 5 Sustancias quimicas seleccionadas liberadas con

inglés) desencadenado porla  estimulo suficiente para causar dafio del tejido [53].

produccion de Sustancia Fuente
. . Potasio Células dafadas
prostaglandinas, se percibe :
Serotonina Plaquetas
en receptores ubicados en la Bradicinina Plasma
dermis denominados Histamina Mastocitos
Prostaglandina Células danadas
nociceptores [54], los cuales Leucotrienos Células dafiadas
son terminales nerviosas no Sustancia P Nervios primarios aferentes
especializadas que
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convierten estimulos en

Liberado por daio tisular:

impulsos nerviosos, que el Bradicinina

K+

cerebro interpreta para Prostaglandinas

Piel
producir la sensacion de dolor.
Existen dos tipos: nervios )
Herida
amielinicos que conducen el
impulso a una velocidad de 7.2
km/h (fibras C), responden a
estimulos termales, mecanicos

y quimicos; y mielinizados que

— Fibras C

Histamin @ FIbras AS ey

A la médula espinal

Mastocito

Figura 12 Esquema de la estimulacién del dolor, sustancias
que son liberadas durante el proceso [54].

conducen el impulso a 72 km/h (fiboras Ad), responden a estimulos mecanicos y

termomecanicos. El dolor agudo es producido por el estimulo en las fibras Ad, mientras que

el dolor retrasado o de larga duracién es por las fibras C. La activacién periférica de los

nociceptores (transduccidon) es modulada por varias sustancias quimicas, que son

producidas cuando hay dafo celular (Tabla 5), estos mediadores influyen en el nivel de

actividad nerviosa, de ahi la intensidad de la sensacion del dolor. El estimulo repetido

provoca sensibilizacion de las fibras nerviosas con lo cual una hipersensibilidad por ejemplo

en gquemaduras de sol, de la misma manera la liberacibn de sustancia P causa

vasodilatacion e hinchazoén, la histamina increme

nta la presencia de mastocitos, la

senalizacién quimica protege a la herida produciendo comportamientos que mantienen

aislada esta area de estimulos mecanicos u otros, en la Figura 12 se describe el proceso

de dolor [55].

3.5. Diclofenaco

Para el tratamiento de Ila inflamacién son
administrados farmacos con actividad
antiinflamatoria, existen dos grupos los esteroideos y
los no esteroideos (AINES), estos ultimos incluyen la
clase de inhibidores selectivos de la ciclooxigenasa 2
(COX-2) y poseen propiedades antiinflamatorias,
analgésicas y antipiréticas. Comprenden un grupo
quimicamente heterogéneo de sustancias, a menudo

sin relacion quimica alguna (aunque muchos de ellos

HO 0

Cl Cl

Figura 13 Estructura molecular de
diclofenaco [56].
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son acidos organicos), pero que, a pesar de todo, comparten algunas acciones terapéuticas

y efectos adversos [56, 57].

Dentro del grupo de los AINES se encuentra el diclofenaco. En la Tabla 6 se pueden
encontrar descritas sus propiedades fisicoquimicas, asi como su estructura en la Figura 13.
Dentro de las propiedades farmacolégicas se observa que puede producir actividad
analgésica, antipirética y antiinflamatoria, es utilizado en el tratamiento sintomatico a largo
plazo de la artritis reumatoide, la osteoartritis y la espondilitis anquilosante, también es
utilizado para tratar por breve tiempo el dolor agudo del aparato locomotor, el dolor
posoperatorio y la dismenorrea. La dosis usual es de 100 a 200 mg por via oral por dia, en
gel 30 mg/g y en dosis oftalmica 1 mg/mL [58]. Se han disefiado sistemas de liberacion
modificada a base de nanofibras hechas de Eudragit® L100-55 con objetivo al colon [59] y
también utilizando PLLA con lidocaina y diclofenaco como propuesta para regeneracion de

piel en lesiones por quemaduras [60].

Tabla 6 Propiedades fisicoquimicas de diclofenaco [59].

Numero CAS 15307-86-5

Férmula C14H11CI2NO2

Peso molecular (g/mol) 296.149

Punto de fusion 156-158 °C

Solubilidad 2.37 mg/L a 25°C en agua

logP 4.51

pka 4.15

Refractividad 75.46 m%/mol

Presion de vapor 6.12x10® mm Hg a 25°C

Absorcion UV Metanol 283 nm €=1.01x10% mol/L
Buffer de fosfatos pH=7.2 276 nm
£=1.01x10° mol/L

3.5.1. Farmacocinética y farmacodinamia

El diclofenaco se absorbe rapidamente, con una fijaciéon a proteinas extensa alrededor del
99%, un tiempo de vida media de 2 horas via oral y hasta 12 horas via tépica, un volumen
de distribuciéon de 1.3 L/kg y el aclaramiento renal es menor a 1 mL/min (en personas
saludables). La biodisponibilidad es del 50% debido a un metabolismo de primer paso, por

un miembro de la subfamilia CYP2C que lo metaboliza en el higado hasta 4-
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hidroxidiclofenaco principal metabolito; después de la glucoronidacion y sulfonacion, los

metabolitos se excretan por la orina (65%) y por la bilis (35%) [58].

La farmacodinamia contempla que el diclofenaco es un medicamento AINE con
propiedades farmacolédgicas antes descritas debidas a la inhibicién de la migracion de
leucocitos y de enzimas como la ciclooxigenasa 1 y 2, lo cual inhibe la sintesis de
prostaglandinas, evitando asi que estas interactien con los receptores del dolor y
produciendo analgesia. Los efectos antipiréticos pueden ser debidos a la accién sobre el
hipotalamo, resultando en dilatacién periférica, incrementando el flujo sanguineo y

subsecuentemente disipacién del calor [58].

Se ha demostrado también que puede poseer actividad antimicrobiana contra Gram
positivos y Gram negativos, mientras que piroxicam, acido mefenamico, naproxeno y oxifen
butazona poseen actividad leve a moderada, en un estudio realizado por Dastidar, Ganguly,
et al. [6] se encontré que a una concentracién de 50 mg/L se reduce el conteo de unidades
formadoras de colonia para Staphylococcus aureus y Escherichia coli de 2.2x108 a 1.0x10°

en un periodo de 6 horas [61].

3.5.2. Toxicidad y efectos adversos

Los sintomas de sobredosis incluyen pérdida de conciencia, descenso de la presién
intracraneal y neumonitis por aspiracion. La dosis letal 50 oral en ratones (DLso) es 390

mg/kg.

Los efectos adversos comunes son particularmente gastrointestinales en 20% de los
enfermos aproximadamente, en 5 a 15% de los pacientes hay incremento pequefio del nivel
de transaminasas hepaticas en el plasma, principalmente se dan de manera concomitante
con aspirina. El uso de alcohol, corticoides o suplementos de potasio pueden incrementar
el riesgo de efectos gastrointestinales. También se pueden presentar erupciones,
reacciones alérgicas, retencion de liquido y edema y en rara ocasiones deficiencia de la
funcion renal. Se recomienda no utilizar en personas en riesgo a desarrollar alguna
enfermedad cardiovascular o cerebrovascular. Existen interacciones con medicamentos
tales como anisindiona, colesevalam, ciclosporinas, dicumarol, ginkgo biloba, metotrexato,

rifampicina, tacrina, timolol, tizanidina, trandolapil, treprostinil warfarina [57].
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3.6. Sistemas de liberacion de farmacos

Un sistema de liberacion modificada de farmacos se define como una formulacién o

dispositivo que es capaz de introducir una sustancia terapéutica en el cuerpo y, mejora su
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Figura 14 Tipos de liberacion de farmacos. Se observa que las formulaciones de dosis doble y dosis
mudltiple pueden alcanzar niveles toxicos, mientras que la modificada estan en la ventana terapéutica

similar a una infusion venosa.

eficacia y seguridad mediante un control de la tasa, tiempo y lugar de liberacién de farmacos

en el organismo. Este proceso incluye la administracion del medicamento, la liberacion del

principio activo y el subsecuente transporte a través de las membranas al sitio de accion.

Existen diferentes tipos de liberacién dependiendo del sistema que se disefie, en la Figura

14 se pueden observar los mas representativos, cuya liberacion es evaluada en plasma

sanguineo. Principalmente un sistema de liberacion se disefia para: extender la duracién

de la accién del farmaco, reducir la frecuencia de la dosificacion, minimizar la fluctuacion

en los niveles del plasma, mejorar la utilizacién de farmacos o disminuir efectos adversos,

sin embargo, su costo se ve incrementado y puede presentarse variacion en el perfil de

liberacion al consumir alimentos y de un sujeto a otro [62].

Tabla 7 Publicaciones sobre electrohilado como sistemas de liberacion.

Referencia Matriz polimérica Farmaco
Kenawy, Abdel-Hay, et al. [63] PCL y poliuretano Ketoprofeno
Reise, Wyrwa, et al. [64] PLA Metronidazol
Chen, Tang, et al. [65] PDLLA y nanoparticulas de hidroxiapatita Dexametasona
Qi, Guo, et al. [66] Nanotubos de halosita con PLGA Clorhidrato de tetraciclina
Krogstad & Woodrow [67] PVA Tenofovir
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Referencia Matriz polimérica Farmaco

Leong, Arshi, et al. [68] PCL Heparina
Yadav & Balasubramanian [69] Poliacrilonitrilo Aceite esencial de Syzygium
aromaticum

Existe una amplia gama de sistemas de liberacién, se pueden encontrar dendrimeros,
micelas, nanoparticulas, tabletas, pro farmacos,
parches, tabletas de liberacion sostenida, y un
sistema relativamente nuevo es el uso de nanofibras
fabricadas por electrohilado, puesto que éstas
pueden permitir la regeneraciéon de tejidos al
funcionar como andamios y, promover la liberacion
de farmacos y moléculas con actividad biolégica [62,
70], diversos trabajos han sido reportados como lo

muestra la Tabla 7.

Para conocer el tiempo y el perfil de liberacion se
realizan cinéticas de liberacion de farmacos in vitro,  Figura 15 Esquema de celda de

L difusion de Franz. a) Donador, b)
en el que se expone la forma farmacéutica a las  membrana, c) chaqueta de regulacién

térmica, d) agitador magnético, e)

condiciones similares al sitio de accion, por ejemplo,  receptor y 1) toma de muestra

en la piel se suele utilizar para sistemas

transdérmicos celdas de difusion de Franz. El dispositivo, Figura 15, consiste de dos
camaras una donadora, en la que se coloca la forma farmacéutica; otra receptora que se
examina por algun método de analisis cuantitativo, ambas camaras estan separadas por
una membrana que semeja la permeabilidad de la piel, o bien, se utiliza piel de cerdo, sin
embargo, en el caso particular de sufrir una quemadura de segundo grado la epidermis es
destruida y las células que producen y liberan las sustancias que desencadenan la
inflamacién y el dolor estan expuestas, por lo que es necesario Unicamente un soporte como
una membrana de celulosa o Nylon® que permita el contacto del fluido del donador de la

celda con el andamio [71, 72].

El fendmeno que ocurre en la celda de manera in vitro y en el organismo es un proceso
cinético de transporte de materia (difusién), la velocidad de disolucion refleja la cantidad de
farmaco disuelto a cierto tiempo. La cinética es afectada por una gran cantidad de factores

uno de ellos es de acuerdo a la naturaleza de la forma farmacéutica. En ciertos casos una
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ecuaciéon puede ser derivada y describir la dependencia del tiempo de disolucién, sin
embargo, pueden ser utilizadas relaciones empiricas, a continuacién se describen algunos

de los modelos matematicos:

e Primer orden, modelo de Noyes Whitney. Asume que el farmaco esta disuelto en la
matriz polimérica y difunde fuera de la superficie de ésta [73]. A medida que se libera el
farmaco, la distancia para la difusion se vuelve cada vez mayor. Por lo que para una
matriz mas homogénea y porosa le sera mas facil difundir al farmaco. El modelo

desarrollado es una interpretacion de la ley de Fick:

dC _ DA(Cs—C)
dt  Vh

Ecuacion 1

Donde dC/dt es la velocidad de farmaco por unidad de area de la superficie expuesta
de la matriz, D es el coeficiente de difusion de Fick, A es el area superficial, h es la
distancia de la capa de difusion, V es el volumen de la solucién, C es la concentracion
de saturacién en la forma farmacéutica y C es la concentracion al tiempo t. Cuando la
concentracion disuelta de farmaco C es menor al 20% de la Cy(condiciones sink) la
ecuacioén se reduce y queda de la siguiente manera:
In (&) =Ktéln (&) = kt Ecuacién 2
) My

Donde k = DA/h y representa la velocidad de liberacion, M; es la masa liberada al

tiempo t y M, la masa inicial de farmaco.

¢ Modelo Korsmeyer Peppas. Este modelo relaciona la liberacion del farmaco

exponencialmente conforme transcurre el tiempo.

—=kt" Ecuacion 3

Donde M,/M, es la relacién de masa liberada con respecto a la inicial a tiempo t, k es
la constante que relaciona la estructura y las caracteristicas geométricas de la
dosificacion del farmaco, n es el exponente de la liberacién, indicando de acuerdo al
valor numérico que tome, cual es el mecanismo de liberacion que ocurre. Los valores
que puede tomar son n = 0.5 cuando el mecanismo sigue una difusion de Fick, n < 1.0

el tipo de transporte es andmalo, n = 1.0 el mecanismo es conocido como caso Il y se
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refiere al transporte desde una matriz que se hincha, también existen valores de n < 0.5
en los que existe una liberacion por la presencia de poros, acompafiada de la liberacion

por hinchamiento [74, 75].

o Modelo Peppas-Fassihi. Con este modelo podemos investigar si la liberacion desde
una matriz polimérica tiene un efecto estallido, es decir, que la liberacion sea

inicialmente rapida y conforme pase el tiempo, ésta disminuya y se vuelva constante.

M
—~ =qt™+ b Ecuacién 4
0
Donde el parametro de estallido es representado por la magnitud b, cuando se carece
de dicho efecto b = 0, a es el coeficiente de difusion, n representa el tipo de difusion

tomando los valores del anterior modelo.

¢ Modelo Peppas-Sahlin. Este modelo es utilizado cuando se desea investigar si el
mecanismo se esta llevando a cabo por hinchamiento, sobre todo cuando el coeficiente
de difusién del farmaco es pequefio.
M .
— = k,t" + k,t**  Ecuacién 5
0
El primer término corresponde a la difusién y el segundo a la relajacién del polimero y
se consideran fendmenos aditivos, k; es la constante correspondiente a la difusién y k,
corresponde a la relajacion polimérica. EI mecanismo de liberacién se inicia cuando el
polimero entra en contacto con el medio disolvente y, las cadenas poliméricas se
separan dando lugar a un aumento en el area de contacto entre las fases lo que

aumenta la movilidad del farmaco [73, 75].

3.7. Caracterizacién de polimeros y andamios

Una vez obtenido el producto del proceso como una sintesis o bien la fabricacion de un
andamio, es necesario realizar una caracterizacion con el fin de conocer las caracteristicas
y si estan son las deseables de acuerdo con su aplicacion. Para ello se realizan analisis
fisicoquimicos, Infrarrojo, resonancia magnética nuclear, determinacion de peso molecular,
andlisis térmico (calorimetria y termogravimetria), determinacién de propiedades
mecanicas, morfologia mediante microscopia, resistencia quimica, determinacion de

propiedades eléctricas, difusion y permeacién de gas, etc. [76, 77] . Existe una amplia
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variedad de técnicas y su empleo dependera de la naturaleza y aplicacion del producto
obtenido, en este trabajo se utilizaron algunas de ellas que a continuacion se describen de

manera breve.

3.7.1. Espectroscopia Infrarroja con transformadas de Fourier (ATR-
FTIR)

Es una de las técnicas mas utilizadas en la investigacion y en la industria para caracterizar
materias primas y productos terminados gracias a la técnica de reflactancia total atenuada
(ATR) [78]. La técnica se basa en la interaccion de un haz infrarrojo con la muestra, la cual
absorbera ciertas longitudes de onda debido a la interaccion con los grupos funcionales.
Cuando un haz de radiacion 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 angulo de incidencia y mas alla de cierto angulo critico, la reflexién 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 penetracién puede variar desde
una fraccion 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 materiales y del angulo
que forma el haz incidente con la interfase. Si el medio menos denso absorbe la radiacion,
se produce una atenuacion del haz en las longitudes de onda de las bandas de absorcion,
este fendmeno se conoce como reflactancia atenuada. Los espectros pueden obtenerse en
el infrarrojo desde 100 hasta los 4000 cm [78].

Los espectros de ATR son similares a los de absorcion y se observan los mismos picos,
pero con intensidades relativas distintas, las absorbancias son independientes del espesor
de la muestra, debido a que la radiacion sélo penetra unos pocos micrometros en la muestra
(0.5 a 2 ym). La ventaja es que se puede utilizar poca muestra, la técnica es no destructiva
Y no requiere preparacion de muestra, por lo que en los andamios es una herramienta para

poder detectar cambios en la composicién de los materiales obtenidos [79].

3.7.2. Resonancia magnética nuclear de protéon

La resonancia magneética nuclear de polimeros en soluciéon es un importante método para
estudiar la estructura molecular. EI método se basa en el del desplazamiento quimico de
las sefales de enlaces de atomos de hidrogeno, *C, '°F, etc. [77], estos desplazamientos
se relacionan con la medida de la absorcion electromagnética en los atomos (en la region
de 4 a 900 MHz) [79].
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3.7.3. Determinacion de pesos moleculares por GPC

Las macromoléculas pueden ser fraccionadas de acuerdo a su constitucion configuraciéon o
peso molecular por métodos cromatograficos, una de las mas utilizadas es la cromatografia
de permeacion en gel (GPC), la cual se basa en la separacion de pesos moleculares a
través de una columna con poros de varios diametros [77]. Las moléculas son atrapadas
eficazmente en los poros y eliminadas por el flujo de la fase movil, el tiempo de residencia
medio en los poros depende del tamano efectivo de las sustancias; las moléculas mas

grandes son las primeras en eluir [14].

3.7.4. Analisis térmico
3.7.5. Analisis termogravimétrico (TGA)

En un andlisis termogravimétrico se registra continuamente la masa de una muestra
colocada en una atmadsfera controlada en funcién de la temperatura o del tiempo en que

aumenta su temperatura (por lo general, en forma lineal con el tiempo).

Puesto que TGA verifica la masa del analito con ayuda de la temperatura, la informacion
que proporciona es cuantitativa, pero limitada a las reacciones de descomposicion y de
oxidacién, ademas a procesos como vaporizacion, sublimacion y desorcion. Entre las
aplicaciones mas importantes estan el analisis de composicion y los perfiles de

descomposicion de sistemas con multiples componentes [79].

3.7.6. Calorimetria diferencial de barrido (DSC)

En este analisis se mide la diferencia del flujo de calor entre la muestra y la referencia en
funcién de la temperatura de la muestra cuando las dos estan sometidas a un programa de

temperatura controlado que puede aumentar o disminuir linealmente.

Es una técnica que se utiliza ampliamente para estudiar y caracterizar polimeros. Con ella
es posible determinar transiciones como punto de fusién (Tm), ebullicidon, descomposicion,
oxidacion y transicion vitrea en el caso de los polimeros (Tg). También a partir de los

termogramas es posible interpretar diagramas de fase [79].

3.7.7. Microscopia electrénica de barrido (SEM)

La técnica consiste en barrer mediante un rastreo programado la superficie de un sélido
con un haz de electrones de elevada energia y como consecuencia de esa interaccion se

producen varios tipos de emisién, como electrones retrodispersados, secundarios y Auger,
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asi como rayos X y otros fotones de diversas energias. Las emisiones son detectadas y

transformadas para conseguir una visualizacion 6ptica de la zona analizada [79].

3.7.8. Angulo de contacto

El angulo de contacto es una medida de la capacidad de un liquido para extenderse sobre
un solido. Para ello se considera la tension superficial de una gota de disolvente en la
interfase con una superficie homogénea. Con el angulo de contacto se mide la atraccién de
moléculas entre si dentro de una gota, comparado con la atracciéon o repulsion que
experimentan las moléculas de la gota hacia las moléculas superficiales. Este se define
como el angulo entre, la tangente a la superficie de la gota y la tangente a la superficie en
la interseccion vapor-liquido-solido. Un angulo de contacto grande entre una gota de agua
y un material representa que la superficie es hidréfoba (6290°) y tiene baja energia

superficial, mientras que un angulo mas pequefo (6<90°) la superficie es hidréfila [14]

3.7.9. Pruebas mecanicas de tensién uniaxial

En los andamios es importante conocer las propiedades mecanicas, principalmente la
resistencia del material, la cual dependera de
su capacidad para soportar una carga sin
deformacion excesiva o falla. Esta propiedad S di
es inherente al material mismo y debe

determinarse por experimentacion, unadelas o

&/  Zona plastica

pruebas mas importantes es la de tensién o @/
compresion, cuya aplicacién principal sirve Ob;/
3
: ., 3
para determinar la relacion entre el esfuerzo §/
/

normal promedio y la deformacién normal /

unitaria. La prueba consiste en cortar una €

muestra con dimensiones estandar (ASTM

. Figura 16 Grafico esfuerzo-deformacion. Se
D1708-96) y son sometidas a un esfuerzo de  opservan las regiones mas comunes en

. r L . materiales polimericos.
tension uniaxial y a partir de los resultados se P
construye el grafico esfuerzo-deformacién

(Figura 16).
Mediante este grafico es posible determinar el médulo de elasticidad o médulo de Young:

o=E=xe€ Ecuacion 6
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Donde E representa la constante de proporcionalidad (mdédulo de Young), o el esfuerzoy €
la deformacion. Asi pues el modulo de Young es una propiedad mecanica que indica la

rigidez de un material [80].

3.8. Disenio experimental Taguchi (DET)

De acuerdo con la Sociedad Americana para la Calidad (ASQ por sus siglas en inglés) el
disefio de experimentos (DE) es una rama de la estadistica aplicada, en la cual por medio
de pruebas realizadas, controladas, planeadas y analizadas se evaluan los factores que
influyen sobre el resultado de un parametro o grupo de parametros. Muchos experimentes
involucran el mantener constante cierto factor y alterar los niveles de otra variable. Esto es
“un factor a la vez” con el propésito de estudiar el proceso, sin embargo se vuelve ineficiente
cuando se compara con factores que cambian de nivel simultaneamente. Muchos de las
herramientas para disefiar experimentos surgieron a partir del trabajo de R.A. Fisher a
principios del siglo XX. Fisher demostré que se debe tomar el tiempo para el disefio y
ejecucion de un experimento antes de hacerlo para evitar problemas durante su analisis.
Conceptos clave en la creacion de un disefio de experimentos incluyen: el bloqueo, cuando
aleatorizar un factor es imposible o demasiado costoso; aleatorizacion, el orden en el cual
los ensayos son realizados y que permite eliminar efectos desconocidos o variables no

controlables; y replicacién, el numero de tratamientos experimentales [81].

Un disefio experimental bien elaborado permite obtener respuestas a preguntas como:
;cuales son los factores clave en el proceso? ;A qué condiciones el proceso puede tener
un desempefo aceptable? ;Qué condiciones podrian dar lugar a una menor variacién en
el resultado? Y tipicamente se realiza un barrido de las variables a estudiar, un disefio
factorial completo y un disefio de superficie de respuesta con el propdsito de optimizar el
proceso [81]. Sin embargo, el electrohilado es una técnica con demasiadas variables, desde
la naturaleza del polimero hasta la humedad del ambiente y estas influyen en el resultado,
por ejemplo, del diametro de fibra, es por eso que una alternativa es utilizar un DE mas
robusto como el disefio experimental Taguchi. Este permite la exploracién de efectos
factoriales significantes y las condiciones 6ptimas con un numero minimo de ensayos, lo
cual lo se puede apreciar en la Tabla 8 y para su construccién simplemente es colocar las
condiciones bajo las cuales se trabajara durante el proceso de acuerdo a las variables que

se desean observar y que son consideradas de alto impacto [82, 83].
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Para determinar qué factores impactan en determinada respuesta se realiza un analisis de

varianza utilizando la estadistica F de Fisher y adicionalmente un analisis grafico para hacer

mas facil su interpretacion. Los criterios para determinar que una variable no presenta

impacto, consisten en que Fiablas<Fexperimental Y que las dimensiones de la recta en el analisis

grafico no sean grandes, es decir, una pendiente cercana a cero [83, 84].

Tabla 8 Diferentes situaciones experimentales y su correspondiente tamafo de experimentos [83]

Situacién experimental

Condiciones maximas

posibles

Tamano del diseno

experimental Taguchi

3 factores a 2 niveles 8 4
7 factores a 2 niveles 128 8
11 factores a 2 niveles 2048 12
15 factores a 2 niveles 32768 16
4 factores a 3 niveles 81 9
7 factores a 3 niveles 2187 18
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4. Justificacion

Los andamios son sistemas que funcionan como soporte (al simular las funciones de la
matriz extracelular) en el crecimiento de células. Existen diferentes técnicas para fabricarlos
y una de ellas es el electrohilado que permite la obtencion de fibras al aplicar un voltaje a
una solucion polimérica y que pueden llegar a tener propiedades homogéneas cuando se
establecen los parametros éptimos. Los andamios se fabrican de polimeros sintéticos como
PCL, sin embargo, es hidrofébico, por lo que una alternativa es funcionalizarlo con
moléculas como el anhidrido maléico. En la fabricacion de andamios también pueden ser
utilizados polimeros naturales como el colageno el cual puede electrohilarse en su forma
hidrolizada al ser mas barato. Estos polimeros son biocompatibles, biodegradables y no

son toxicos.

Una de las lesiones a tratar en la regeneracion de tejidos son las quemaduras, las cuales
en los ultimos 5 afios alcanzan un promedio de 113 531 pacientes en México. El dolor y la
inflamacién son sintomas que se presenta durante el traumatismo y para aliviarlo se
administran analgésicos antiinflamatorios para quemaduras de segundo grado, uno de ellos

es el diclofenaco cuya accién es inhibir la sintesis de prostaglandinas.

Por todo lo anterior en este trabajo se fabricaron por medio de electrohilado andamios de
PCL modificado con AM mezclados con hidrolizados de colageno tipo | como sistema de
liberacion de diclofenaco y se evalio por medio del disefio experimental Taguchi el efecto
en diametro de fibra, dangulo de contacto y propiedades mecanicas, cuyas variables
independientes fueron: temperatura de funcionalizacion, concentracién de PCLAM, relacion

PCLAM-CH, velocidad de inyeccién y voltaje.
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5. Objetivo

Fabricar, caracterizar y evaluar sistemas de nanofibras obtenidos por medio de
electrohilado a partir de la mezcla: poli (e-caprolactona) funcionalizado con anhidrido
maléico, hidrolizados de colageno tipo | y diclofenaco; para su potencial aplicacion en

liberacion de farmacos.

5.1. Objetivos particulares

Obtener PCL funcionalizada con anhidrido maléico (PCLAM) mediante una reaccion por

radicales libres.

Determinar su porcentaje de funcionalizacién, la reduccién de hidrofobicidad y propiedades

fisicoquimicas.

Fabricar andamios por la técnica de electrohilado a partir de disoluciones que contienen

PCLAM, hidrolizados de colageno tipo | (CH) y diclofenaco sédico (DS).
Estudiar los posibles cambios en los andamios mediante ATR-FTIR, TGA, DSC,
Evaluar la cinética de liberacion in vitro de los andamios

Determinar los efectos de mayor impacto en los resultados de diametro de fibra,
propiedades mecanicas y cinética de liberacion, a través del disefio experimental Taguchi
L8.
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6. Hipétesis

Por medio del método de electrohilado y utilizando el disefio de experimentos Taguchi, se

obtendran andamios con la capacidad de liberar un analgésico-antinflamatorio.
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7. Materiales y Métodos

Para la fabricacion y la caracterizacién de las microfibras se adquirieron los siguientes
materiales, todos grado reactivo y sin ninguna purificacion posterior: poli (¢-caprolactona)
(PCL) PM 70-80000, peréxido de benzoilo (BPO), anhidrido maléico (AM), tetrahidrofurano
(THF), acido metacrilico, nitrdgeno, metanol, diclofenaco sédico (DS) y trifluoroetanol (TFE)
adquiridos de Sigma-Aldrich Co.; hidrolizados de colageno tipo | (CH) adquirido de
Russelott®; fosfato de sodio monobasico, fosfato acido de sodio, hidréxido de potasio
(KOH), tolueno, fenolftaleina adquiridos de JT Baker S.A de C.V., agua destilada a partir de
un equipo Nanopure Diamond®

7.1. Funcionalizacién de poli (e-caprolactona) con anhidrido
maléico

Con la finalidad de disminuir la hidrofobicidad de PCL se llevé a cabo la funcionalizacién de
ésta utilizando AM, el método se baso en el trabajo realizado por Alcantara [14], y consistio
en colocar en un matraz de tres bocas 5 g de PCL, 0.5 g de AM y 0.025 g de perdxido de
benzoilo, se agregaron 20 mL de tolueno, se purgd con nitrégeno durante 5 minutos y se
calento6 a dos temperaturas diferentes 110 °C (PCLAM 1) y 70 °C (PCLAM 2) manteniendo
una agitacién de 200 rpm durante 15 horas. Posteriormente se agregaron 20 mL de metanol
para precipitar el PCLAM, se filtré el polimero al vacio (30 mm Hg), se hicieron lavados con
5 mL metanol, el polimero se secd en una estufa a 30 °C y 40 mm Hg y se almacené para

su analisis.

7.1.1. Porcentaje de injerto
7.1.1.1. Espectrofotometria

La cuantificacién se llevd a cabo de acuerdo con el método descrito por Zhu, Gao, et al.
[38], el cual consistié en extraer la rodamina 6G de una solucion fosfatos 0.2 M pH=12 (10
mg de rodamina 6G en 10 mL) con 25 mL de tolueno, de esta solucién se tomaron 30 puL y
se adicionaron a un matraz volumétrico de 2 mL el cual contenia una solucion de tolueno
con 10 mg de PCLAM, previamente tratado con agua para promover la hidrdlisis del
anhidrido maléico y secado al vacio. Se le realizé a la muestra una dilucién 1 en 10 para
poder cuantificarla utilizando un espectrofotometro Ocean Optics, Inc. SAD500 a 516 nm.
La concentracion se calculé6 mediante una curva de calibracion utilizando acido acrilico

como molécula de prueba (ver Anexo 8.1)
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7.1.1.2. Valoracion acido base

Este ensayo fue utilizado para comprobar que si hay mayor presencia de grupos donadores
de protones debidos a la presencia del anhidrido maléico. La prueba esta basada en el
método descrito por Nakason, Kaesaman, et al. [85], y consiste en colocar en reflujo durante
2 horas con 20 pL de agua destilada una solucion polimérica de PCLAM de 5 mL al 1%
(w/v) para promover la hidrolisis del anhidrido maléico, posteriormente se valoro la solucién
utilizando una solucion de hidréxido de potasio al 0.025 M y como indicador se uso
fenolftaleina. El porcentaje de injerto se calcula con la siguiente formula:
(v1 —vo)M

Donde w es la concentracion (mol/L) de hidréxido de potasio, v; y v, son el volumen
gastado de KOH de la muestra y el blanco (PCL bajo las mismas condiciones) durante la
valoracion, M es el peso molecular del AM y w es la masa de polimero utilizada en cada

valoracion.

7.1.2. Espectroscopia infrarroja por transformadas de Fourier

Esta técnica se utilizd para poder observar la presencia de anhidrido maléico en PCL. Las
muestras se analizaron en el equipo Thermo Scientific, Nicolet 6700 y al ser un equipo de
reflactancia total atenuada no fue necesaria la preparacion de muestras. En el portamuestra
fueron colocados alrededor de 10 mg de muestra y se ajustd por medio del el tornillo, la
senal de CO; que se presenta debido al contacto del aire con la muestra. El analisis se

efectud en un intervalo de 4000 a 500 cm’

7.1.3. Resonancia magnética nuclear de proton

Esta técnica hizo posible la confirmacién de la funcionalizacion con el anhidrido maléico en
PCL. Para poder realizar el analisis la muestra se prepara una disolucion de15 mg en 1 mL
de cloroformo deuterado (CDCIz) para PCLAM y PCL, y en agua deuterada (D20) para CH
y DS: Las muestras se analizan en sonda de liquidos en un equipo Bruker Avance Il

microbay a 400 MHz y se empled tetrametilsilano (TMS) como estandar interno.

7.1.4. Cromatografia de permeacion en gel

Para determinar la distribucion de peso molecular de PCL una vez funcionalizado con AM

se realizd el analisis por esta técnica. La preparaciéon de muestra consistio en preparar
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soluciones en THF (grado HPLC) con una concentracion de 2 mg/mL. Las soluciones se
analizaron en un cromatografo HPLC Perkin Elmer series 200, utilizando para la curva de
calibracion un estandar de poliestireno y como fase movil THF. Los resultados son
reportados como peso molecular numero promedio (Mn) y peso promedio (Mw) ademas del

indice de polidispersidad (IP).

7.1.5. Analisis termogravimétrico

Este analisis se realizd para observar si se presentan cambios en la temperatura de
descomposicion PCLAM y PCL. El método consistié en colocar alrededor de 10 mg de
muestra en una charola para TGA, se calenté de 25 a 600 °C a una velocidad de 10 °C/min
con una atmosfera de nitrogeno para ello se utilizé el equipo TA Instruments SDT Q600
Module DSC-TGA Standard. Los termogramas obtenidos se analizan mediante el software

TA Universal Analysis.

7.1.6. Calorimetria diferencial de barrido

Para determinar las transiciones vitrea y de fusion de PCL vy, del polimero funcionalizado
con AM se realiz6 DSC, con el objetivo de conocer que cambios se presentaban después
de la funcionalizacion y si impactaba para la aplicacion destinada. La preparaciéon de la
muestra fue similar a TGA, las mediciones se realizaron de -80 a 100 °C con una velocidad
de calentamiento de 10 °C/min y con atmosfera de nitrdgeno mediante un equipo TA
Instruments DSC Q100 y los resultados se analizaron con el programa TA Universal

Analysis.

7.2. Fabricacion de andamios

Una vez realizada la caracterizacion fisicoquimica de PCLAM, se buscé un disolvente

adecuado para solubilizar la mezcla PCLAM/CH/DS el cual fue el trifluoroetanol.

La fabricacion de andamios se realizd con base a un disefio experimental Taguchi L8, el
cual es un disefio experimental factorial fraccionado. En la Tabla 9 se muestra el disefo
experimental y las variables que se modificaron utilizando dos niveles. Para electrohilar se
disolvieron las cantidades de PCLAM y CH en la cantidad necesaria de trifluoroetanol para
completar un volumen de 5 mL, posteriormente se adicioné DS en una concentracion al
10% (w/w) con respecto a PCLAM, las soluciones se agitaron durante 24 horas a 200 rpm,
posteriormente se montaron en jeringas de 5 mL (aguja punta roma calibre 21G, 0.8 mm)

en un bomba de inyeccién y las variables que se fijaron para electrohilar fueron: la distancia
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aguja-colector 15 cm, la humedad relativa en un rango de 35+5%, el colector utilizado fue

una placa de aluminio de 16 cm?.

Tabla 9 Disefio Experimental Taguchi L8 a dos niveles

de O » A » A

A 70 70-30 10 0.3 10

A 70 70-30 10 0.5 15
70 80-20 15 0.3 10

E 70 80-20 15 0.5 15
110 70-30 15 0.3 15
A6 110 70-30 15 0.5 10
A7 110 80-20 10 0.3 15
A8 110 80-20 10 0.5 10

7.2.1. Caracterizacion fisicoquimica

El analisis fisicoquimico fue similar al que se realiz6 a PCLAM, excepto el analisis de por

GPC y RMN H', ademas se realizé6 SEM, angulo de contacto y ensayo mecanico de tension.

7.2.2. Microscopia electrénica de barrido

Con la finalidad de conocer la morfologia, distribucion de didmetro de fibras y una
aproximaciéon de la superficie porosa se realiza este analisis. La preparacion de muestra
consiste en colocar un andamio de 4x3 mm sobre un portamuestras de acero inoxidable,
posteriormente se recubre la muestra con oro mediante un equipo JEOL JPC-1100 y se
observa en el microscopio JEOL Field Emission JSM-7600F, con un detector de electrones
retro dispersados (LABE) y electrones secundarios (SE). La medicion del diametro de fibras

se realiz6 con el programa ImageJ®.

7.2.3. Angulo de contacto

La determinacién del angulo de contacto nos da informacion sobre la naturaleza hidrofébica
o hidrofilica de los andamios fabricados. La muestra se recorté con un area de 1 cm?, con
el cuidado de no tocarla con las manos. El equipo que se utilizé fue un goniémetro Rame-
hart, inc. Modelo 100-07-00, adaptado con un sistema Optico para observar la interaccion

de la gota de agua (8 uL) con la superficie del andamio, el analisis de imagenes se realizé
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7.2.4. Pruebas mecanicas de tension uniaxial

Para conocer las propiedades mecanicas de los andamios fabricados y poder compararlas
entre los diferentes ensayos del modelo experimental Taguchi L6 se realizé el ensayo
mecanico de tensién. Para poder analizarlas la muestra necesitd tener un grosor
aproximado de 0.2 mm, y se necesitan 5 probetas de acuerdo con la norma ASTM D1708-
96, las muestras fueron analizadas en un equipo Instron 5500R, con una celda de carga de

500 N y velocidad de deformacion de 10 mm/min a 25 °C.

7.2.5. Ensayo de cinética de liberacion

El ensayo de liberacion sirvié para conocer el comportamiento que sigue diclofenaco en un
medio de buffer de fosfatos salino pH=7.4 (PBS) desde las nanofibras. El experimento se
realizé colocando alrededor de 1 mg de andamio sobre una membrana de poli-fluoruro de
vinilideno de 0.22 ym, ambas se colocaron entre la cdmara receptora y donadora de la celda
de Franz, la camara receptora se llené con PBS (6 mL) y se mantuvo regulada térmicamente
a 37+1°C. La toma de muestra se realizé tomando una alicuota de 1 mL de la celda y
reponiendo con medio fresco a diferentes tiempos. Las muestras se analizaron utilizando
un espectrofotémetro Ocean Optics Inc. SD2000 y se midieron a 280.45 nm, calculando la
concentracién de acuerdo con una curva de calibracion (ver Anexo 8.2). El analisis de

resultados se realizo utilizando el software OriginPro 8.5°,
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8. Resultados y analisis

8.1. Funcionalizacién de poli (e-caprolactona) con anhidrido
maléico
La funcionalizacion se realizé por medio de una reaccion por radicales libres utilizando

como iniciador perdxido de benzoilo, el propédsito fue reducir la hidrofobicidad del PCL. A

continuacion se describen los resultados obtenidos.

8.1.1. Porcentaje de injerto

El porcentaje de injerto varié de 4.98 a 5.17%, Tabla 10. Estos resultados son superiores a
los obtenidos por Alcantara [14] donde reporta que es hasta de 2.147% , en condiciones de
operacién similares a las de este trabajo. Cabe mencionar que esos resultados reportados
fueron calculados mediante la integracién de picos de resonancia magnética nuclear de
protén del anhidrido maléico injertado, contrastando asi con los obtenidos en este trabajo
por espectrofotometria, es importante sefialar que un analisis estadistico de comparacion
de medias demuestra que no hay diferencia entre ellas a un nivel de p= 0.05 por lo que los

resultados guardan relacion entre ellos.

Tabla 10 Porcentaje de injerto por espectrofotometria

PCLAM 1

4.98218

0.99618

0.34999

1.7496

PCLAM 2

5.17144

0.84239

0.41544

1.7171

Adicionalmente, como método de comprobacion se realizdé una prueba para corroborar los
resultados obtenidos, la cual consisti® en una valoracion volumétrica con hidréoxido de
potasio y de la cual se obtuvieron los resultados mostrados en la Tabla 11, donde se
observa que efectivamente se llevd a cabo un incremento en la presencia de grupos acido
carboxilico y el analisis estadistico demuestra que a un nivel de p=0.05 no existe diferencia

entre los resultados obtenidos.

Tabla 11 Porcentaje de injerto por valoracion acido base

PCLAM 1

5.22303

0.45763

1.46211

1.8331

PCLAM 2

6.76966

0.81128

0.17174

2.3534
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8.1.2. Determinacion de grupos funcionales por espectroscopia ATR-
FTIR

El analisis infrarrojo se llevé a cabo para determinar si efectivamente se habia llevado a
cabo la funcionalizacion en PCLAM 1 y 2, de esta manera se analizaron los grupos
funcionales del polimero modificado mediante la técnica de espectroscopia infrarroja de
reflexién total atenuada con transformadas de Fourier (ATR-FTIR). Obteniendo como
resultados el espectro de la Figura 17, en el cual se observa que los espectros tanto de
PCL como de los polimeros funcionalizados con anhidrido maléico coinciden en la region
de 500 a 1500 cm™, las bandas caracteristicas de PCL son mostradas en la Tabla 12, cabe

mencionar que se presenta disminucién de las senales (porcentaje de transmitancia) para
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20

PCL
— PCLAM 1
—PCLAM 2

1730 1720 1710 1720
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Numero de onda (cm™)

Figura 17 Espectros ATR-FTIR de PCL y PCLAM. Se muestran las bandas a 2894, 1737 y 1681 cm""
debidas al anhidrido maléico y el incremento en adsorcion de C=0 en la banda de 1720 cm™'. PCLAM1
y 2 son los polimeros funcionalizados a 110 y 70 °C, respectivamente

los polimeros funcionalizados, sin embargo, son claras las diferencias que se presentan a
2894 cm™ cuya vibracién corresponde a grupos Rs-CH que pertenecen al grupo metino del
AM vy PCL donde ambos estan enlazados, en 1737 y 1681 cm™' se encuentran los pequefios
hombros caracteristicos del AM segun lo reportado por Wu & Liao [86] y que senalan la

presencia de grupo funcional éster y de un acido carboxilico insaturado, por otro lado la

Agosto de 2015




banda de 1720 cm™ presenta un mayor porcentaje de area bajo la curva, del 3.7% para
PCLAM 1y de 6.9% para PCLAM 2, lo cual se atribuye a que se trata del anhidrido maléico
anclado al polimero.

Tabla 12 Bandas caracteristicas de PCL funcionalizado con AM determinadas de los espectrogramas
ATR FTIR

Bandas (cm™) Bandas (cm™) Bandas (cm?)

Vibracion

PCL PCLAM 1 PCLAM 2

Chztension 2940 2942 2944
asimetrica
Rs- CH tension 2894 2900
CH: tension 2867 2864 2863
asimetrica
C=0 tensién 1722 1737, 1720, 1681 1737, 1720, 1681
C-O y C-C tension 1294 1292 1293
C-O-Ctension 1240 1238 1238
asimetrica
¢-O-Ctension 1160, 1106, 1045 1168, 1106, 1045 1168, 1106, 1045
asimetrica

8.1.3. Determinacion de estructura por RMN-H'

La caracterizacién por resonancia magnética de protén, se realizé para determinar la
presencia, tanto de los grupos pertenecientes a poli (e-caprolactona) como del proton del

grupo metino del carbono numero 8 de la molécula que se muestra en la Figura 18.

Los resultados mostraron que una vez funcionalizado el PCL con AM, se detecté un grupo
metino a un desplazamiento de 3.54 ppm, contrastando asi, con lo reportado en el trabajo
de Alcantara [14] en el que asume de igual manera que la deteccion del pico a 3.85 ppm se

debe a la presencia de hidrégenos pertenecientes al AM funcionalizado con PCL.

Por otro lado las sefales caracteristicas de PCL fueron encontradas a 1.22, 1.48, 2.15, 3.90
ppm contrastando asi con los resultados en diferentes trabajos como los de Alcantara [14],

Kim & Reneker [87] y Song, Liu, et al. [88], los cuales estan descritos en la Tabla 13.
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Por otra parte y de manera cualitativa se observé en esté analisis que para PCLAM

funcionalizado a una temperatura de 70 °C el pico a 3.54 ppm aumenta en 0.004 unidades

con respecto a el funcionalizado a 110 °C, lo cual representa otra prueba de que a menor
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Figura 18 Espectrogramas de resonancia magnética nuclear de protén de a) PCLAM funcionalizado
a 110 °C y b) PCLAM funcionalizado a 70 °C. Se muestran los picos caracteristicos de PCL a 1.22,
1.48, 2.15, 3.90 ppm y del AM a 3.54 ppm, cuyo carbono es el numero 8 de la estructura molecular.

temperatura de reaccion aumenta la funcionalizacién, sin embargo, no se puede hacer un

calculo preciso por ésta técnica, debido a la variacion en los resultados en la distribucion

de pesos moleculares y a que seria necesario estandarizar la técnica, es por ello que las

técnicas confirmatorias son las espectrofotométrica y volumétrica.

Tabla 13 Desplazamiento quimico caracteristico del PCL injertado con AM

Kim, Cho, et al.

Song, Liu, et al.

Alcantara [14] [39] 88] PCLAM1 PCLAM2
4.00 4.15 4.1 3.93* 3.93*
3.85 — | e 3.54 3.54
2.25 2.25 2.3 2.15 2.15
1.59 1.70 1.6 1.48 1.49
1.32 1.25 1.4 1.40 1.22
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8.1.4. Determinacion de peso molecular por cromatografia de
permeacion en gel (GPC)

La determinacién de peso molecular se realizé con el objetivo de identificar en qué
proporcion la temperatura de reaccion afecta el peso molecular. Los resultados obtenidos
por GPC, Tabla 14, muestran los diferentes promedios del peso molecular obtenidos para
PCL y, PCLAM a 70 y 110 °C. El peso molecular numero promedio (Mn) demuestra que
éste disminuye en un 60.7% para el polimero funcionalizado a 110 °C, mientras que para
el de 70 °C disminuye en un 56.4%, por lo que un incremento en la temperatura de
funcionalizacion promueve una disminucion mayor del peso molecular, debido a que la
velocidad de descomposicion del BPO aumenta con la temperatura dando lugar a
reacciones secundarias, ademas del hecho que permite una menor funcionalizacion. Los
resultados son contrastantes, pues a partir de una concentracion de iniciador, a la cual hay
un maximo de funcionalizacidén acorde con Alcantara [14], existe otro factor que influye y es
la temperatura a la cual sucede la reaccién. Por otra parte lo reportado por John, Tang, et
al. [89] demuestra que es posible afectar el peso molecular al funcionalizar con anhidrido

maléico.

Tabla 14 Resultados obtenidos de peso molecular (g/mol) mediante GPC.

PCL 117834 184935 1.569
PCLAM 110 °C 46242 75810 1.639
PCLAM 70 °C 51285 81913 1.023

8.1.5. Temperaturas de descomposicion por analisis térmico (TGA)

El analisis térmico por TGA se realizé desde 25 °C hasta 600° con el propdsito de conocer
bajo qué condiciones no hay cambios quimicos en los polimeros, como puede ser una
descomposicién. Los resultados se muestran en la Figura 19 en la cual se puede observar
que la mayor pérdida en masa, tanto para PCL como PCLAM, tuvo lugar entre los 300 y los

500 °C con un punto medio, para PCL, (analisis diferencial) alrededor de los 404 °C, el cual
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es debido a la descomposicion del polimero como se ha comprobado en diversas

investigaciones como la de Wu & Liao [86].

| ! | ! | ! | ! | ! |
99 | S i
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66 - 96.93%
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oL ©
| 1 | 1 | 1 | 1 | 1 |
9 | | -
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=l 404.4°C |
ol @
| 1 | 1 | 1 | 1 | 1 |
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Figura 19 Termogramas de analisis termogravimétrico de: a) PCL, b) PCLAM funcionalizado a 110
°C y ¢) PCLAM funcionalizado a 70 °C. Se muestran las temperaturas de descomposiciéon y el
porcentaje de pérdida de peso.
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Por otro lado en los polimeros funcionalizados con anhidrido maléico se encontré que
aparece una primera etapa de pérdida en masa que comienza alrededor de los 150 °C,
Alcantara [14] menciona que existe la posibilidad de que los oligoméros producidos al
romper las cadenas de PCL por la reaccion secundaria propia de la funcionalizacion,
pueden dar lugar a esta etapa de descomposicion, ademas el anhidrido maléico presenta
un temperatura de descomposicion que comienza en los 100 °C con un punto medio de 148
°C. En suma, el porcentaje en pérdida de masa aumenta para una mayor temperatura de
funcionalizacion, debido a una mayor modificacién estructural en las cadenas poliméricas

como lo demostro la disminucion del peso molecular.

8.1.6. Temperaturas de transicion por calorimetria diferencial de barrido
(DSC)

El analisis DSC por otro lado, se realizé desde -80 °C hasta 110 °C, con el propésito de
encontrar las transiciones del material, una de ellas fue la transicion vitrea, la cual se
encontré alrededor de los -61 °C. En particular es notable que la Tg aumenta de acuerdo
con la temperatura de funcionalizacion (Figura 20), para una funcionalizacion a 70 °C
(PCLAM2) le corresponde un valor de Tg=-60.88 °C, mientras que para el polimero
funcionalizado a 110 °C (PCLAM 1) una de -58.83 °C, lo cual se atribuye a la disminucion
de peso molecular, pues al haber cadenas de menor tamafo la movilidad entre las
macromoléculas aumenta dando lugar a que se presente una mayor proporciéon amorfa con

respecto a la cristalina.

Por otro lado el estudio de Nakason, Kaesaman, et al. [85] en el injerto de AM al caucho
natural también eleva la Tg, pues los grupos polares del AM le dan la capacidad a las
moléculas de interactuar mas entre ellas ofreciendo flexibilidad entre las cadenas. De esta
manera también se explica el resultado obtenido para las transiciones endotérmicas que se
encontraron alrededor de los 55 a 60 °C y que son atribuidas a la fusién (Tm) de los
polimeros [26]. En particular en los resultados se observé un descenso de la temperatura
de fusién al aumentar la temperatura de funcionalizaciéon para PCLAM 2 Tm=55.17 °C y
para PCLAM 1 Tm= 53.48 °C, lo mismo sucede con su calor de fusion PCLAM 2 60.48 J/g
y PCLAM 1 es de 56.06 J/g. Estos resultados demuestran que a pesar de que hay un mayor
porcentaje de injerto en PCLAM 2 las propiedades térmicas se ven modificadas
mayormente por la disminucion del peso molecular, sin embargo, las transiciones ocurren

a una temperatura mayor a 37 °C, ademas la descomposicién ocurre a altas temperaturas
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por lo cual no se veria comprometida la potencial aplicacién como andamio en regeneracion

de piel.

1.0 - PCL
0.5 - PCLAM 110°C
007 PCLAM 70°C
-0.5
<
- Tg=-61.79
1.0- | I s s83 53.48
0201 TS Tg=-60.88 Q
5‘ 0.25 B— S
1.5 - S
-0.30 M
0357, 6 B4 60 8o 2 4o 4a
2.0 4 Temperatura (°C) 55.17
T T T T T T T
-100 -50 0 50 100

Temperatura (°C)

Figura 20 Termograma comparativo de DSC. Se observan las temperaturas de transicion vitrea y

las de fusion para PCL y PCLAM funcionalizado a 110y 70 °C.

8.1.7. Hidrofobicidad de PCLAM por angulo de contacto

Se midi6é el angulo de contacto para determinar el
efecto de la funcionalizacién en la hidrofobicidad de
PCL. Se confirmé que al funcionalizar PCL disminuye
su hidrofobicidad. Las muestras fueron obtenidas por
electrohilado de PCLAM utilizando los siguientes
parametros: 10 kV, 10% w/v en TFE, velocidad de
inyeccion 0.5 mL/h, 15 cm de distancia aguja-colector

y 35 % HR. Los resultados mostrados en la Tabla 15

Tabla 15 Resultados de angulo de
contacto. Se observa una mayor
disminucién del angulo de contacto
en PCLAM funcionalizado a 70 °C.

Muestra Media c
(6) (6)
PCL 127.33 2.76
PCLAM 110 °C 114.81 3.36
PCLAM 70 °C 89.13 15.36
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muestran una reduccién del angulo de contacto, lo cual se traduce en una menor
hidrofobicidad, gracias a esto se podria presentar una mayor interaccion con los
componentes del andamio, ademas puede presentar una mayor interaccion con las células

de la dermis.

8.2. Andamios PCLAM/CH/DS

Una vez caracterizados los polimeros funcionalizados con AM, se llevd a cabo el
electrohilado de los andamios por el disefio experimental Taguchi L8 (Tabla 9) y se
analizaron las respuestas por diferentes técnicas para determinar posibles cambios en su

composicion quimica y optimizar el proceso de obtencién de andamios.

Las diferentes variables se identifican con los siguientes simbolos: A=Temperatura de
funcionalizacién, B=Proporcion PCLAM:CH, C=Concentracion de PCLAM, D=Flujo de
inyeccion y E=Voltaje. El impacto de cada variable en los resultados del modelo Taguchi L8
se reflejan, de mayor a menor, en la longitud y la inclinacion de las lineas en las gréficas de

impacto que se muestran en las siguientes secciones.

8.2.1. Determinacion de grupos funcionales por espectroscopia ATR-
FTIR

Se utilizé esta técnica para analizar la posible reacciéon quimica entre los componentes de
los andamios obtenidos y el analisis de los andamios fabricados se realiz6 de acuerdo con
el modelo Taguchi. Se encontré que se presentan las bandas caracteristicas de todos los
componentes, (Figura 21) para hidrolizados de colageno tipo |, la banda de 3294 cm™’
correspondid a las vibraciones de tension de los grupos N-H, Sionkowska, Skopinska-
Wisniewska, et al. [90] atribuyen la presencia de la amida A del colageno y la ubica en los
3324 cm™, de la misma manera la banda a 3084 cm™ concordd con la obtenida en 3072
cm™, la banda a 1660 cm'corresponde a la vibracion de tensién C=0O de amidas, la cual
esta referenciada a 1657 cm™” como amida |, a 1556 cm™ se localizdé la amida Il
correspondiente a vibraciones N-H. Para diclofenaco la banda de grupos O-H se localiz6 a
3294 cm™, la de C=C de grupos aromaticos se localizd6 a 1574 cm™, en 1520 cm™ se
encontré la banda perteneciente a aminas secundarias, 1396 cm'correspondié con la
vibracién de deformacién asimétrica C-H y la banda a 1292 cm™, en conjunto estas Ultimas
tres representan que el anillo esta trisustituido. También se encontraron las bandas de C-H
de flexion fuera del plano, para compuestos aromaticos a 767 y 733 cm™ y la banda 579

cm' que corresponde a vibraciones =C-C-C de flexion, todas las bandas son las reportadas
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por Shen, Yu, et al. [59]. Por ultimo en el espectro ATR-FTIR se localizaron las sefiales
caracteristicas (analizadas anteriormente) de PCLAM a 2943, 2899, 2866, 1738, 1722,
1292, 1165, 1064 y 1045 cm™'. En la Tabla 16 se encuentran a detalle las bandas obtenidas
para cada andamio. Los resultados no mostraron la aparicion de bandas nuevas, por lo que

se descarta la modificacion de los componentes a través del proceso de electrohilado.

o
nto

[0}

T T T T T T T T T T T T 1
3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Numero de onda (cm'1)
Figura 21 Andlisis ATR-FTIR de los diferentes andamios (A1 a A8) fabricados de acuerdo con el disefo

experimental Taguchi (A1-A8). Se resaltan las bandas caracteristicas de PCLAM (verde), diclofenaco
(rojo) e hidrolizados de colageno tipo | (morado)
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Tabla 16 Tipo de vibracién, bandas caracteristicas y asignacion de las bandas encontradas por ATR-
FTIR de los andamios A1 a A8 fabricados de acuerdo con el disefio experimental Taguchi L8.

A0

A 04

ero de

A0

A 06

O 6 3294 3296 3294 3292 3300 3296 3294 3298 CH, DS
O 6 3078 3070 3072 3072 3070 3070 3072 3078 CH, DS
O 6 1659 1659 1660 1660 1659 1660 1660 1660 CH
1556 1556 1556 1556 1556 1556 1556 1556 CH
C=C Aromatico 1574 1574 1574 1574 1574 1570 1574 1574 DS
-N-CH2 amida 1520 1520 1522 1520 1520 1520 1520 1520 CH
terciaria
‘ 1396 1396 1396 1396 1396 1394 1396 1396 DS, PCLAM
asimétrica
C-O y C-C tension 1292 1292 1292 1292 1292 1292 1294 1292 DS, PCLAM
Ar trisustituido 766 766 773 773 768 766 766 771 DS
C-H deformacién
fuera del plano
Ar trisustituido 732 733 733 733 733 733 733 733 DS
C-H deformacion
fuera del plano
=C-C-C flexién en 579 579 579 579 579 579 582 579 DS
el plano
CH:2 tension 2945 2943 2943 2945 2945 2943 2943 2945 CH, PCLAM
asimétrica
R3- CH tension 2900 2899 2895 2897 2899 2900 2897 2895 PCLAM
CH: tension 2866 2866 2866 2868 2866 2865 2866 2866 CH, PCLAM
asimétrica
C=0 tensién 1738 1738 1738 1737 1737 1738 1738 1738 PCLAM
C=0 tension 1724 1722 1722 1722 1722 1722 1722 1722 PCLAM
C-O y C-C tension 1292 1292 1292 1292 1292 1292 1294 1292 PCLAM
C-O-C tension 1167 1165 1165 1165 1167 1165 1167 1167 PCLAM
asimétrica
C-C-C-C tension 1065 1065 1065 1065 1065 1065 1065 1065 PCLAM
simétrica
C-C-C-C tension 1045 1045 1045 1045 1045 1045 1045 1045 PCLAM
simétrica

8.2.2.

Temperaturas de descomposicion por analisis termogravimétrico

El analisis termogravimétrico se realizé con el propésito de analizar las principales
temperaturas de descomposicion de los andamios fabricados y determinar si interferirian
durante la administracion a los pacientes. De acuerdo con el modelo Taguchi, en la Figura
22, se muestran los termogramas obtenidos de los diferentes andamios fabricados y se
encontré que presentan en general tres etapas de descomposicion: la primera en un rango
de 50 a 120 °C, la etapa Il de 120 a 300 °C y la tercera continua hasta los 500 °C. La primera
se atribuye a la pérdida de agua del colageno y la desnaturalizacién del mismo reportada
en otros trabajos como el de Sionkowska, Skopinska-Wisniewska, et al. [90], los maximos
obtenidos por DTGA se encontraron entre los 49 y 54 °C (Tabla 17), los cuales son cercanos
al maximo de CH (hidrolizados de colageno tipo I), por lo que se confirma que es el pico de
la eliminacion de agua con una pérdida entre 1.8 a 2.4% y esta variacion esta relacionada

con la variable proporciéon PCLAM:CH del disefio experimental Taguchi.
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Figura 22 Anadlisis termogravimétrico de los andamios obtenidos segtn el disefio experimental
Taguchi (andamios A1 a A8). Se observan tres etapas de descomposicion: Etapa | pérdida de agua
de CH; Etapa Il descomposicion de DS; Etapa lll descomposicion debida a la descomposicion en CO2
de PCLAM, DS y CH.
La segunda etapa fue atribuida a la posible descomposicion de diclofenaco (DS),
encontrando un maximo para los andamios entre los 246 y los 260 °C, comparando estos
resultados con los obtenidos de DTGA para DS (Tabla 17) se observé que éste posee dos
maximos: 199 y 280 °C; por lo que el descenso a esta temperatura podria estar relacionado
con una descomposicion. Por otra parte la pérdida en masa abarca un porcentaje entre 12
y 23% y es de hacer notar que en los andamios A5, A6, A7 y A8 es donde se presentd una
mayor pérdida en masa y que coinciden con los que se fabricaron utilizando PCLAM
funcionalizado a 110 °C y que pueden estar relacionados con una mayor descomposicion

promovida por la reduccion de peso molecular.

La etapa lll fue debida a la descomposicion de los componentes organicos en CO» de las
materias primas empleadas para la fabricacion y con una pérdida en masa ente el 61y
72%. Ademas es de notar que A4, A3 y A8 muestran un 8% de residuo a los 497 °C mientras

que los otros andamios alrededor de un 11 %, aunque es minima la diferencia encontrada,
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sin embargo, esas muestras fueron fabricadas con una relacion 80:20 de PCLAM:CH por

lo que ese aumento fue debido a una alta concentracion de CH.

Los andamios poseen tres etapas diferentes de descomposicion, una de ellas es la
eliminacion de agua y posible desnaturalizacion del colageno, sin embargo, son candidatos

para su uso y almacenaje a menos de 50 °C.

Tabla 17 Resultados de DTGA y porcentaje de pérdida en masa de los andamios (A1 a A8) fabricados
de acuerdo con el disefio experimental Taguchi. Se observa que los picos maximos de las diferentes
etapas corresponden con las materias primas y las pérdidas en masa poseen diferencias debidas al
diferente contenido por nivel de CH y PCLAM.

D A lempera a de pIco
0

Etapall Etapa ll Etapa lll Etapal Etapa ll Etapa lll

A 51.2 259.3 383.2 2.1 12.5 72.4
A 54.4 260.7 382.6 2.4 15.8 67.7
A 51.6 255.5 382.2 1.3 14.0 76.0
A/ 53.2 252.7 383.3 1.6 13.2 76.0
A 51.3 246.8 379.6 19 231 61.8
A6 53.6 249.8 381.7 2.2 23.0 63.2
A 51.4 260.2 381.1 2.4 20.4 65.2
AS 49.8 256.0 377.7 1.8 22.6 67.3
D 199.2
280.3
63.2 320.4
PCLA 205.8 404.3

8.2.3. Determinacion de temperaturas de transicion por DSC

El analisis DSC permitié conocer el comportamiento de los polimeros frente a la temperatura
para localizar la transicion vitrea (Tg) y determinar si el proceso de electrohilado habia
impactado en las temperaturas de transicion de los materiales. Encontrando que presenta
las transiciones caracteristicas tanto de PCLAM como de evaporacion de agua de
cristalizacion de DS, como se puede observar en la Figura 23, ademas se encontrd un pico
exotérmico que esta relacionado con los resultados obtenidos por TGA y que corresponden

a una reaccion exotérmica de descomposicion.

Los resultados de las Tg de los andamios se encuentran en un intervalo de -55 a -60 °C y
es de notar que para los andamios A1 a A4 que fueron en los que se utilizé PCLAM 2 se

esperaba una Tg alrededor de -60 °C. Una posible explicacion a esto es que se haya
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presentado una interaccion por parte de PCLAM con CH y DS, pues PCLAM 2 tenia un

porcentaje mayor de injerto, provocando una menor libertad en las moléculas del polimero

Tg Tm PCLAM DS T descomposicion
7 A1
1n2 ] T
11 | e
as |
< 7 -
.
1« | PV
B -
B -2 R N B
115
T o
1 13
i I I i I I I
-50 50 100 150 200

Temperature (°C)

Figura 23 Termogramas obtenidos de DSC de los andamios fabricados de acuerdo con el disefo
experimental Taguchi L8 (andamios A1 a A8). Se observan las transiciones para PCLAM, DS y de
reaccion exotérmica de una descomposicion.

y aumentando asi la Tg. En contraste, la transicion correspondiente a la fusion del PCLAM

aumenta ligeramente para todos los andamios y el CH disminuye comparado con PCLAM

2, Tabla 18, lo cual puede estar relacionado con una menor cristalinidad promovida por una

mayor interaccion entre los componentes del andamio. Esto lo confirman los resultados de
A3, A4, A7 y A8 quienes fueron fabricados con una proporcién 70:30 PCLAM:CH.

Por otro lado, la transicion obtenida entre 82 y 101 °C corresponde a la evaporacion de

agua de cristalizacion de DS como se reporta en trabajos como el de Palomo, Ballesteros,

et al. [91], también puede estar asociada al polimorfismo caracteristico de DS [92] y ademas

a una transicién endotérmica a 86 °C por parte del colageno debida a la desnaturalizacion

de proteinas y liberacién de agua como se comprobd por TGA.
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La transicién exotérmica encontrada entre los 132 y 150 °C es probable que esté
relacionada a la evaporacion y posible reaccion exotérmica entre los componentes del

andamio, lo cual fue encontrado también en el analisis TGA.

Tabla 18 Resultados de DSC de los andamios fabricados (A1 a A8) de acuerdo con el disefio
experimental Taguchi. Se muestran la Tg, y los maximos de los procesos endotérmicos y
exotérmicos encontrados, las cuales corresponden con PCLAM y DS, ademas de la transicion
exotérmica debida a la descomposicion.

Transicion dH fusion
exotérmica (J/9)
(°C)

Pico maximo de
transicion

-59.9 58.4 93.0 139.9 42.6

A2 -57.1 58.4 94.1 150.1 39.7

A3 -57.2 57.5 84.2 128.3 46.5
YR 552 58.9 101.5 143.4 50.3
| A5 Y 57.4 88.6 137.0 36.2
A6 -59.2 56.8 92.2 141.4 35.1
-58.9 57.4 82.3 132.1 42.0
“ -58.2 57.6 94.3 150.9 39.6
PCLAM 2 -60.9 55.2 60.4

8.2.4. Morfologia por SEM

El analisis por SEM sirvié para analizar la morfologia de los andamios y el diametro de las
fibras, los resultados fueron obtenidos con la ayuda del programa ImageJ® y se realizd un
tratamiento estadistico a los resultados para obtener el intervalo de confianza de los
didmetros con p=0.05. Posteriormente se realizé el analisis de varianza del disefo

experimental Taguchi para determinar qué factores son los que mayor impacto tienen.

Se encontroé que las nanofibras en la mayoria de los casos poseen defectos (Figura 24),

como la aparicion de granulaciones, ademas se observd que algunas de
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Figura 24 Micrografias de los andamios fabricados de acuerdo al disefio experimental Taguchi
obtenidas de SEM (andamios A1 a A8) obtenidas a 5000X con una escala de 1 ym. Se observa
que las fibras con tamano menor y homogéneo son para las muestras A1, A4, A7 y, A8 la cual
también presenta menos defectos.
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ellas presentaban fibras muy Tabla 19 Diametro de nanofibra con su intervalo de
confianza (p=0.05). Los andamios que mayor variacion
presentan son A2, A3, A5 y A6. En general los andamios
poseen un diametro superior a los 500 nm.

delgadas como en el caso de los

andamios A2, A3 y A6, que no

Diametro Intervalo de
promedio confianza t(29,0.0512)
(nm)

fueron posibles medir con

precision debido a la resolucion de

las micrografias. Por otro lado se 02 E
encontraron en A2, A3 y AG6 fibras 741.59 254
. A3 762.55 149

de un tamafio por encima de 1 ym. -
, 849.59 81

En general las fibras presentan una

- _ 1052.61 175
superficie aparentemente lisa y 835.98 201
definida entre cada fibra, excepto 438.93 46
por A6 donde se observa que 250.40 13

algunas fibras tienden a

ramificarse.

La variacién tan grande en los diametros de fibra obtenidos (Tabla 19) sugiere que las
condiciones del proceso de electrohilado deben controlarse mejor. Los andamios con
menos variacion son A1, A8, A7 y A4 (de menor a mayor diametro) al obtener un intervalo

de confianza menor a 100 nm.

Para encontrar una respuesta a esta variacion se realiz el analisis de varianza (ANOVA)
de los factores involucrados en la elaboracién de los andamios (Tabla 20), encontrando que
el factor que mayor impacto tiene es la concentracién de PCLAM, pues el valor de Fey, €5
mayor que Fip. Por otro lado encontramos que la Fexp del voltaje es mas pequena que la
Fib, lo que también impacta en el tamafio de las fibras, en Figura 25 podemos observar el
impacto de estos efectos. Para el efecto: concentracion PCLAM se observé que a mayor
concentracion se presenta un diametro mayor de fibras, lo cual se presenté en los andamios
A3 al A6 una variacion alta y la aparicion de defectos, de la misma manera ocurre con un
incremento en el diametro al aplicar un voltaje alto, lo cual se mostré reflejado en el andamio
A2 con un diametro de 741 nm y es en este también donde se presento una alta variacion.
Es preciso sefalar que una alta concentracion de la solucion asi como un elevado voltaje
pueden dar lugar a fibras mas gruesas y la posible presencia de defectos [16, 21]. Por otro
lado cuando se utilizé una proporcion PCLAM:CH 70:30 se obtuvo un diametro de fibra
mayor, sin embargo, esto no es general porque en el andamio con el nivel bajo (A1) es el

que presenté el menor diametro y la menor variacion.
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Si el proceso se quisiera optimizar para obtener un menor tamafno se deberia trabajar con
C1, E1, B2y D1.

A pesar de que los diametros poseen una alta variacion, esto no significa que no puedan
ser utiles para la regeneracion de tejidos como lo demuestran trabajos donde se obtienen
nanofibras con diametros de 500 nm en andamios de PCL con colageno [93]

Tabla 20 Analisis de varianza del disefio experimental Taguchi para diametro de fibra en andamios A1 a
A8. Se observa que la concentracion PCLAM es la variable de mayor impacto.

EFECTO RESULTADO

Temperatura de Proporcion | Concentracion Flujo Voltaje Diametro
funcionalizacién | PCLAM:CH | PCLAM %(viw) | (mL/h) (kV) p“(’;"n‘:;‘b
(°C)
70 70-30 10 0.3 10 1 1 136.89
70 70-30 10 0.5 15 2 2 741.59
70 80-20 15 0.3 10 2 2 762.55
70 80-20 15 0.5 15 1 1 849.59
110 70-30 15 0.3 15 1 2 1052.61
110 70-30 15 0.5 10 2 1 835.98
110 80-20 10 0.3 15 2 1 438.93
110 80-20 10 0.5 10 1 2 259.40
ANOVA
2490.62 2767.08 1576.81 2390.98 1994.81 2298.4 | 2261.3
2586.93 2310.47 3500.73 2686.56 3082.73 2779.0 | 2816.1
1159.38 26061.52 462682.21 10921.0 | 147945.26 eT=
67336.76
1 1 1 1 1 2
1159.38 26061.52 462682.21 10921.0 | 147945.26 Ve=33668.38

0.03 0.77

Fib (0=0.05, 5, 2) ‘ 5.78

T1 y T2= Totales de cada nivel; SC=suma de cuadrados; eT=SC de e1 y e2; gl= grados de libertad; V=SC/g|;
Ve=eT/gl; Fexp= V/Ve

Agosto de 2015



0]

o

o
|

1

~

o

o
1

1

»

o

o
|

1

Diametro promedio (nm)

400

r—m—>HrT"1 "7 T* 7“1 17" *“"“1T" "7 " "™T™71"""™71T™7

C1 C2 E1 E2 B1 B2 D1 D2 A1 A2

Figura 25 Analisis grafico de los resultados de diametro de fibra del disefio experimental Taguchi
(A=Temperatura de funcionalizacion, B=proporcion PCLAM:CH, C=concentracién de PCLAM, D=flujo de
inyeccion y E=voltaje). Se observa que el diametro se ve afectado en mayor proporciéon por la
concentraciéon de PCLAM (C), en menor proporcion por el voltaje (E), seguido del efecto B, D y A.

8.2.5. Hidrofobicidad

El analisis por angulo de contacto permitié determinar el efecto de las variables en la
hidrofobicidad a través del modelo experimental Taguchi. Se encontré que los andamios
son hidrofilicos, esta afirmacion se sustentd basada en que la mayoria de los resultados de

angulo de contacto (Tabla 21) se encontraron alrededor de 45°.

El analisis de varianza demostrd que los efectos que mayor impacto tienen sobre el angulo
de contacto de los andamios son el flujo de inyeccion, la temperatura de sintesis y el voltaje,
debido a que son los que presentaron una Fex mayor a la Fib, ¥ que son apreciadas de
manera grafica en la Figura 26. La justificacion que se le puede atribuir a estos resultados
obtenidos es que el flujo de salida puede afectar el angulo de contacto ya que las fibras son
orientadas aleatoriamente dando lugar a la heterogeneidad de la superficie, de la misma
manera se ve influenciado el diametro de la nanofibra y con ello que en la superficie se
presente una cantidad mayor de PCLAM dando lugar a un aumento del angulo de contacto.
Por otro lado a una temperatura de funcionalizacion de /0 °C se presenta un mayor angulo
de contacto, quiza esto se deba a que el anhidrido maléico interactia en mayor proporcién
con CH y DS dejando expuestos sobre la superficie grupos hidréfobos como -CHz. La
diferencia de potencial aplicado de 10 kV promueve que el angulo crezca, lo cual esta
relacionado nuevamente con el tamafo de la nanofibra pues un flujo de inyeccion alto y un

voltaje pequeno da lugar a fibras de mayor tamano y debido a esto es probable que queden
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mas cadenas poliméricas expuestas sobre la superficie y si interactian mas con los otros
componentes el angulo aumenta, es por eso que es recomendable optimizar con las
condiciones: D1, A2 y E2. Fue también posible determinar que los efectos: proporcién
PCLAM-CH y concentracion PCLAM no afectan en el angulo de contacto.

Tabla 21 Analisis de varianza del disefio experimental Taguchi para Angulo de contacto. Se observa que
la concentracién PCLAM no influye en el resultado y el de mayor impacto es el flujo de inyeccién.

EFECTO RESULTADO

Temperatura de Proporcion | Concentracion Flujo Voltaje Angulo de
funcionalizacion PCLAM-CH PCLAM (mL/h) (kV) contacto
(°C) %o (Viw)
70 70-30 10 0.3 10 1 1 25.36°
70 70-30 10 0.5 15 2 2 51.39°
70 80-20 15 0.3 10 2 2 46.88°
70 80-20 15 0.5 15 1 1 37.6°
110 70-30 15 0.3 15 1 2 3.25°
110 70-30 15 0.5 10 2 1 38.68°
110 80-20 10 0.3 15 2 1 3.41°
110 80-20 10 0.5 10 1 2 46.41°
ANOVA
161.23 118.68 126.57 78.9 157.33 112.62 | 105.05
91.75 1343 126.41 174.08 95.65 140.36 | 147.93
603.4338 30.4981 0.0032 1132.40 | 475.5528 eT= 326.0253
1 1 1 1 1 2
603.4338 30.4981 0.0032 1132.40 475.55 Ve=163.0126

3.7018 0.1871
Fiab (0=0.05, 5, 2) 5.78

1.96E-05 6.9467

T1 y T2= Totales de cada nivel; SC=suma de cuadrados; eT=SC de e1 y e2; gl= grados de libertad; V=SC/gl;
Ve=eT/gl; F exp= V/Ve
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Figura 26 Analisis grafico del disefio experimental Taguchi. De izquierda a derecha se muestra el efecto
con mayor impacto, la inclinacion y longitud representa la magnitud del impacto. D=Flujo,
A=Temperatura de funcionalizacion, E= Voltaje, B= Proporcion PCLAM-CH y C= Concentracion PCLAM.

8.2.6. Pruebas mecanicas de tension uniaxial

El ensayo de tension sirvié para evaluar qué efectos predominaban en el resultado del

modulo de Young, el porcentaje de elongacion y el esfuerzo de tension.

8.2.6.1. Mobdulo de Young

Los resultados del médulo de Young en su mayoria estan alrededor de 20 MPa y el andamio
con el moédulo de Young mas alto es el A4= 28.38 MPa como se pueden observar en la
Tabla 22. Los factores que impactan en el resultado son: temperatura de funcionalizacion,
proporcion PCLAM-CH, concentracién PCLAM Yy flujo de inyeccién como lo demuestra la
Fexp pues es mayor a la Fup, esto también lo podemos ver en la Figura 27 donde la
inclinacion y distancia mayor le corresponden a la temperatura de funcionalizacion, mientras

que el voltaje es el que menos influencia presenta en el resultado.

El hecho que la temperatura de funcionalizacién haya sido el factor que mayor impacto tuvo
en el mdédulo de Young, es debido a que el peso molecular al ser mayor para PCLAM
funcionalizado a 70°C permite cadenas de mayor extension, ademas que puede tener una
mayor interaccion con los componentes de la nanofibra propiciada por el anhidrido maléico
injertado en el polimero pues el porcentaje de injerto fue mayor que PCLAM1. Por otra parte
el segundo factor que impacto, fue la proporcion PCLAM:CH vy el nivel que presenta un
mayor modulo de Young es B2, puesto que fue la que tenia una mayor cantidad de PCLAM.
Cuando se tiene una concentracion de PCLAM al 10% la fibra presenté un mayor médulo

elastico, esto puede tener sentido si se relaciona la proporcion PCLAM:CH del 80:20
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presentando mayor interaccion por parte de PCLAM con CH y DS. El ultimo factor que

influyo fue el flujo de inyeccién y donde se encontré un mayor modulo de Young fue a un

flujo de 0.3 mL/h. En conjunto un alto peso molecular (menor temperatura de

funcionalizacién), una proporcion PCLAM:CH mayor, una concentracion del 10% y un flujo

de 0.3 mL/h puede dar como resultado un modulo de Young optimizado y con un moédulo

cercano a los 30 MPa.

Tabla 22 Andlisis de varianza para el médulo de Young. Los efectos que mayor impacto tienen son la
temperatura de funcionalizacion, proporcion PCLAM-CH, concentracion PCLAM y flujo de inyeccion.

EFECTO RESULTADO
Temperatura de Proporcion Concentracion Flujo Voltaje el e2 Médulo de
funcionalizacién PCLAM:CH PCLAM (mL/h) (kV) Young (MPa)
(°C) %(vIw)
A1 70 70-30 10 0.3 10 1 1 24.97
A2 70 70-30 10 0.5 15 2 2 21.72
A3 70 80-20 15 0.3 10 2 2 28.14
A4 70 80-20 15 0.5 15 1 1 28.38
A5 110 70-30 15 0.3 15 1 2 5.35
A6 110 70-30 15 0.5 10 2 1 2.20
A7 110 80-20 10 0.3 15 2 1 18.10
A8 110 80-20 10 0.5 10 1 2 13.25
ANOVA
T 103.2352 54.2538 78.0568 76.5819 | 68.5764 | 71.971 | 73.666
T2 38.9135 87.8949 64.0919 65.5668 | 73.5723 | 70.177 | 68.482
SC 517.1612 141.4652 24.3771 15.1665 3.1198 eT=3.7602
gl 1 1 1 1 1 2
\% 517.1612 141.4652 24.3771 15.1665 3.1198 Ve=1.8801

T1 y T2= Totales de cada nivel; SC=suma de cuadrados; eT=SC de e1 y e2; gl= grados de libertad; V=SC/gl;
Ve=eT/gl; F exp= V/Ve
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Figura 27 Analisis grafico del médulo de Young de acuerdo con el disefio Taguchi (A=Temperatura de
funcionalizacion, B=proporcion PCLAM:CH, C=concentracion de PCLAM, D=flujo de inyeccién y
E=voltaje). De izquierda a derecha los factores que mayor impacto tienen.

8.2.6.2. Porcentaje de Elongacion

Los resultados obtenidos son ampliamente heterogéneos desde un 3.00 hasta un 208.96%
de elongacién, esta amplia variacién pudo ser debida a la orientacion al azar de las fibras,

al diametro, a la composicion de las mismas, etc.

En el analisis de varianza del disefio Taguchi (Tabla 23) se muestran los resultados
obtenidos para Fex Y se encontré que el efecto con mayor impacto fue la proporciéon

PCLAM:CH, seguida del voltaje, la temperatura de funcionalizacion y flujo de inyeccion.

El efecto de menor impacto fue la concentracion de PCLAM lo cual también se puede
apreciar en la Figura 28, es de notar que las efectos que impactaron los resultados fueron
similares a los del Mdédulo de Young, excepto por la concentracion de PCLAM. La
proporcion PCLAM-CH es la que mayor impacto tuvo pues una mayor cantidad de PCLAM
permite una mayor interaccion con los componentes CH y DS, ademas que el peso
molecular esta relacionado con sus propiedades mecanicas. Por otra parte un voltaje mayor
y una temperatura de funcionalizacion de 70 °C, permiten obtener fibras con alto porcentaje
de elongacion, pues un mayor peso molecular, alta funcionalizacion y voltaje alto permiten
la interaccion quimica con los otros componentes y la obtencién de fibras con un diametro

capaz de permitir un porcentaje de elongacion alto.

Para optimizar el resultado de porcentaje de elongacién de las fibras, obtenido en la

fabricacion, se necesita trabajar bajo las condiciones B2, E2, A1, D2y C1.
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Tabla 23 Andlisis de varianza del disefio Taguchi para el porcentaje de elongacién de los andamios. El
efecto de menor influencia es la concentracion PCLAM.

EFECTO RESULTADO

Fexp

Ftab

118.32
(0=0.05, 5, 2)

Temperatura de Proporcion Concentracion Flujo Voltaje el e2 Elongacion
funcionalizacion PCLAM-CH PCLAM (mL/h) (kV) (%)
(°C) %(vIw)
A1 70 70-30 10 0.3 10 1 1 49.05
A2 70 70-30 10 0.5 15 2 2 120.08
A3 70 80-20 15 0.3 10 2 2 118.55
A4 70 80-20 15 0.5 15 1 1 208.96
A5 110 70-30 15 0.3 15 1 2 35.95
A6 110 70-30 15 0.5 10 2 1 3.00
A7 110 80-20 10 0.3 15 2 1 139.63
A8 110 80-20 10 0.5 10 1 2 102.58
ANOVA
T 496.63 208.08 411.34 343.18 273.18 | 396.54 | 400.64
T2 281.17 569.72 366.46 434.62 504.62 381.26 | 377.16
SC 5803.10 16347.62 251.79 1045.05 | 6695.93 eT=98.09
gl 1 1 1 1 1 2
\Y 5803.10 16347.62 251.79 1045.05 | 6695.93 Ve=49.04

T1 y T2= Totales de cada nivel; SC=suma de cuadrados; eT=SC de e1 y e2; gl= grados de libertad; V=SC/gl;
Ve=eT/gl; F exp= V/Ve
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Figura 28 Analisis grafico del diseno Taguchi para porcentaje de elongacion (A=Temperatura de
funcionalizacién, B=proporcion PCLAM:CH, C=concentracion de PCLAM, D=flujo de inyeccion y
E=voltaje). El impacto de los efectos se encuentra de izquierda a derecha, siendo la concentracion de
PCLAM la de menor impacto.
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8.2.6.3. Esfuerzo a la tension en el punto maximo

El esfuerzo a la tensién evalia de qué magnitud debe ser la deformacion antes de
presentarse ruptura del andamio y se encontré que es posible obtener andamios con un
esfuerzo a la tension de 5.07 MPa como lo demuestra la Tabla 24, es de notar que A6
presento el valor mas pequeno (0.1 MPa), con lo cual fue un mal candidato para el objetivo
de este trabajo.

Tabla 24 Analisis de varianza del diseio Taguchi para el esfuerzo a la tensién de los andamios. Dos

efectos son lo que influyen en el resultado y son la temperatura de funcionalizaciéon y la proporcién
PCLAM-CH.

EFECTO RESULTADO
funcionalizacion PCLAM-CH PCLAM (mL/h) (kV) tension (MPa)
(°C) Yo (Viw)
A1 70 70-30 10 0.3 10 1 1 2.11
A2 70 70-30 10 0.5 15 2 2 2.36
A3 70 80-20 15 0.3 10 2 2 5.07
A4 70 80-20 15 0.5 15 1 1 4.43
A5 110 70-30 15 0.3 15 1 2 0.55
A6 110 70-30 15 0.5 10 2 1 0.01
A7 110 80-20 10 0.3 15 2 1 1.56
A8 110 80-20 10 0.5 10 1 2 2.75
ANOVA
™ 13.97 5.03 8.78 9.30 9.94 9.84 8.12
T2 4.87 13.81 10.06 9.54 8.90 9.00 10.72
SC 10.36 9.65 0.21 0.01 0.14 eT=0.94
gl 1 1 1 1 1 2
Vv 10.36 9.65 0.21 0.01 0.14 Ve=0.47

Fow 22.14

Fiab (0=0.05, 5, 2)

T1y T2= Totales de cada nivel; SC=suma de cuadrados; eT=SC de e1 y e2; gl= grados de libertad; V=SC/gl;
Ve=eT/gl; F exp= V/Ve

De acuerdo con los valores de Fey, l0s factores que impactan al ser mayores a Fia, SON la
temperatura de funcionalizacién y la proporcion de PCLAM-CH (Figura 29). El primer efecto
presentd este impacto al tener un peso molecular PCLAM 1 mas bajo a PCLAM 2 y sus
propiedades mecanicas bajan como se observa en los resultados del ANOVA. La
proporcion PCLAM-CH 80:20 presentd un mayor esfuerzo a la tension, la razén confirma

que se trata de una mayor interaccién con los otros componentes y que al haber mayor
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Figura 29 Anadlisis grdfico del disefio Taguchi para el esfuerzo a la tensién (A=Temperatura de
funcionalizacién, B=proporcion PCLAM:CH, C=concentracion de PCLAM, D=flujo de inyecciéon y
E=voltaje). El impacto de los efectos se encuentra de izquierda a derecha, siendo A y B los efectos de
mayor impacto.

Para optimizar el esfuerzo a la tension de los andamios se sugiere trabajar bajo las

condiciones A1y B2.

8.2.7. Cinética de liberacion

El ensayo tuvo como objetivo conocer el comportamiento de la liberacién de diclofenaco in
vitro de cada uno de los andamios fabricados de acuerdo con el disefio experimental
Taguchi y se realizo el ajuste a los modelos matematicos Korsmeyer Peppas, Peppas-

Fassihi, Peppas-Sahlin utilizando el software OriginPro 8.5°.

El andamio A1 presentd un mejor ajuste al modelo matematico Peppas-Fassihi (Figura 30)
cuya r’=0.913, mientras los modelos Korsmeyer y Peppas-Sahlin son menores a este valor,
lo cual se comprobo con la prueba x? pues presenté un valor grande (68.516) mostrando
asi que los valores se ajustan al modelo descrito. Los valores describen que el mecanismo
de liberacion es por difusion pues el valor obtenido para k1 es mayor que k2, sin embargo,
éste valor (k2=2.16x107"°) demostrd que la liberacion posterior a las 24 h se llevo a cabo
desde el interior de las fibras poliméricas muy lentamente. Ademas se presentd un
fendmeno de liberacion rapida durante las 24 horas alcanzando un porcentaje de 54.3% y
la liberacion se mantuvo hasta las 226 horas, alcanzando un 86.4% de liberacién y presento

un incremento de 2.46 mg/24 horas.
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Korsmeyer-Peppas Peppas-Fassihi

M M
100 It n It n
M, k(t") M, ax") + b
Valor Valor
r | 0.909 r 0.913
80 4
X | 7171 x? 68.52
k 23.39 a 31.04
= 60 n 0.21 n 0.18
S
-~ b -8.76
=
-0
© Peppas-Sahlin
© 40 M, ,
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s} M,
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20 r | 0.909
X2 | 72.107
ki | 23.395
04 k2 | 2.163x10™
T — T — T ——TT
0 48 96 144 192 240 288 336 n 0.219
Tiempo (h)

Figura 30 Cinética de liberaciéon del andamio A1, ajuste y valores de los parametros obtenidos de
los modelos matemadticos. La informacién de los valores muestra que la difusiéon es de tipo Fick
(n<0.5) y ademds presenta una difusion desde una matriz polimérica (k2=2.16339x1079).

Los resultados para el andamio A2 mostraron que ningun modelo se ajusté a todos los
valores de la cinética de liberacién, por lo que se analizé en dos partes, la primera (Figura
31 A) corresponde a la liberacion de orden cero, cuya velocidad de liberacién es 18.3 mg/h

por gramo de andamio y que tuvo lugar durante las primeras 4 horas alcanzando un 71.93%
de liberacién y cuyo ajuste presenté una r?=0.986.

B Peppas-Sahlin
Korsmeyer-Peppas M
100 3 M, M—; =Kk1(t") + k2(t*™)
M,
80 r | 0923 r 0.931
X? | 4.900 X2 4.709
& 60 ki 2664
- - & 604
0 = A . k | 65393 ko 19.04
S £ ‘
© - 2 40+ n | 0.066 n 0.049
o 40 - ©
2 @ ¢
- 820- ALineaI y=mx+b
. Valor
20 -
04 - . r | 0986
- 0 2 4 6 8
- ) m | 18330
o4 . Tiempo (h)
b | -6.840
T T T T T T T T T T T T T T 1
0 48 96 144 192 240 288 33€
Tiempo (h)

Figura 31 Cinética de liberacion del andamio A2. A) Primera etapa de andlisis por un método lineal
y B) por modelos matematicos. La informacién de los valores demuestra hay una liberaciéon durante
las primeras 4 horas rapida y posteriormente que la liberacién se rige por difusion tipo Fick (n<0.5)

y desde el interior de la matriz polimérica.
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La segunda etapa (Figura 31 B) se ajusté a dos modelos, pues el modelo Peppas-Fassihi
tuvo un ajuste bajo (r?<0.9). El modelo que presenté un mayor ajuste fue Peppas-Sahlin
con r’=0.931, cuyo mecanismo de liberacion sigue una difusion tipo Fick (n<0.5) y va
acompanado de una liberacién promovida por un mecanismo de relajacién polimérica desde

las fibras con una k»=19.04.

Posterior a la primera eta de liberacion, esta presenta un incremento gradual de 1.66 mg
cada 24 horas hasta las 336 horas donde se llega a un 99.6%.

100 - B ; 1

804 A

60 o 80
] 60
40 S 40
] 2 20

20 1 0
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r? | 0.909

m 8.13

b 3.51

Liberacion (%)

Liberacion (%)

11
od I Tiempo (h)
T T T T T T T 1
0 48 96 144 192 240 288 336
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Figura 32 Cinética de liberacion de A3. Donde A representa el ajuste y valores de los parametros
obtenidos del modelo lineal y B la cinética hasta las 336 h. La informacién de los valores muestra
que la liberacién posee una velocidad de 8.13 mg/h por gramo de andamio durante las primeras 10
horas.

Para la cinética de liberacion del andamio A3 los modelos evaluados no fueron
satisfactorios al haber presentado una r?<0.9, debido a esto se evalu6é en dos partes la
cinética. La primera, Figura 32 A, se evaluo con un modelo lineal y en las primeras 10 horas
se mantiene una velocidad de liberaciéon de 8.13 mg/h por gramo de andamio, la cual llegd
a 77.91% de liberacion.

La segunda etapa Figura 32 B, no se ajusté a ningun modelo, sin embargo, se encontro
que cada 24 horas se libera 1.01 mg por gramo de andamio, alcanzando a las 312 horas
un 99.62%

El andamio A4 presentd el mismo inconveniente de analisis frente al ajuste con los modelos
matematicos pues la r?<0.9. El andlisis demostré que la primera fase de liberacion, Figura

32 A, presento una velocidad de 11.84 mg/h por gramo de andamio durante las primeras 8
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horas, y en este tiempo se alcanz6 un 89.71% de liberacion. Posterior a esta etapa (Figura
33 B) se liberd 0.73 mg de diclofenaco cada 24 horas hasta las 96 horas donde se presento
un estado estacionario a 95.68 % de liberacion.

El andamio A5 solamente presentd una etapa de liberacion, la cual se puede observar en
la Figura 33 A, la cual fue analizada con un modelo lineal, en el que se encontré una
velocidad de liberacién de 10.34 mg/h por gramo de andamio, alcanzando un 91.4% de

liberacion a las 10 horas y cuyo valor de r?=0.928. En la segunda etapa, Figura 33 B, se

120 4

100

a4
I

80+

Valor

60 7 | 0928

m 10.34
40

Liberacion (%)

b 2.70

20+

0 12 24 36 48
Tiempo (h)

Figura 33 Cinética de liberacion del andamio A5. Donde la linea A representa el ajuste y valores de
los parametros obtenidos del modelo lineal y B la etapa donde no hay mas liberacion. La informacion
de los valores muestra que la liberaciéon posee una velocidad de 11.84 mg/h por gramo de andamio
durante las primeras 8 horas.

encontré que ya no hay mas liberacién de diclofenaco al alcanzarse el 100% de liberacién
a las 24 horas.

Para el andamio AG, los modelos matematicos no ajustaron y el analisis se realizé mediante
el modelo lineal, Figura 34 A, y se encontré que la velocidad de liberacion es de 17.81 mg/h
por gramo de andamio, cuyo valor de r>=0.954, ademas en las 4 horas el andamio liberé un
74.28%. Por otro lado, la segunda etapa liberd 1.33 mg cada 24 horas hasta que alcanzé

una velocidad constante a las 120 horas y cuyo porcentaje correspondié al 90.41%.
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Figura 34 Cinética de liberacion del andamio A6. Donde la gréfica A representa el ajuste y valores
de los parametros obtenidos del modelo lineal y B la segunda etapa. La informacién de los valores
muestra que la liberacion posee una velocidad de 17.81 mg/h por gramo de andamio durante las

primeras 4 horas.

Para el andamio A7, los modelos matematicos no ajustaron y el analisis se realizé mediante

el modelo lineal, Figura 35 A, y se encontré que la velocidad de liberacién es de 10.53 mg/h

por gramo de andamio, cuyo valor de r>=0.933, ademas en las 7 horas el andamio liber6 un

70.74%. Por otro lado, la segunda etapa, Figura 35 B, liber6 1.16 mg cada 24 horas hasta

que alcanzé una velocidad constante a las 300 horas y cuyo porcentaje correspondié al

93.21%.
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Figura 35 Cinética de liberacion del andamio A7. Donde la gréfica A representa el ajuste y valores
de los parametros obtenidos del modelo lineal y B la segunda etapa. La informacién de los valores

muestra que la liberacion posee una velocidad de 10.53 mg/h por gramo de andamio durante las
primeras 8 horas.

En el analisis del andamio A7, se encontré que los modelos matematicos no ajustaron a los

datos, por lo que el andlisis se realiz6 mediante un modelo lineal, Figura 36 A, y se encontrd

que la velocidad de liberacién es de 18.04 mg/h por gramo de andamio, cuyo valor de
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Figura 36 Cinética de liberaciéon del andamio A8. Donde la grafica A representa el ajuste y valores
de los parametros obtenidos del modelo lineal y B la liberacion hasta las 192 horas. La informacién
de la tabla muestra una liberacion de 18.04 mg/hora en las primeras 4 horas.

r’=0.903, ademas en las 4 horas el andamio liberé un 69.12%. Por otro lado, la segunda

etapa, Figura 36 A, se liber6 1.33 mg cada 24 horas hasta que alcanzé una velocidad

constante a las 216 horas y cuyo porcentaje correspondio al 98.22%,
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Los resultados mostraron diferencias en cuanto a la velocidad de liberacién, el andamio A1
fue el que se ajustoé al modelo Korsmeyer-Peppas, ademas que se encontré una liberacion
desde las fibras poliméricas dada la evidencia de k2 del modelo Peppas-Sahlin. Para los
andamios A2-A8 las cinéticas no se ajustaron a los modelos empleados, al poseer una
r’<0.9, sin embargo, el andlisis lineal de la primera etapa de liberacién, arrojé que la
velocidad de liberacidon sucede en las primeras 4 horas (Tabla 25) para A2, A6 y A8, con
una velocidad alrededor de 18 mg/h por gramo de andamio, mientras que para A1, A3, A4
y A7 el cambio en la pendiente se da entre las 7 y 10 horas, el caso extremo fue A5, donde
se libero el 91% a las 10 horas y a las 24 se alcanzo el 100%. Por otra parte posterior a la
inflexion o cambio de pendiente el gradiente de liberacién (GL) se encontré entre 0.7 y 2.4
mg por cada 24 horas en los cuales se alcanzaron tiempos que van de las 96 hasta las 336
horas. Esto contrasta con evidencia encontrada previamente por Tammaro, Russo, et al.

[94] donde se libera el 100% en 30 minutos cuando se electrohila PCL con diclofenaco.

Para poder conocer que factores impactaron en el gradiente de liberacion a partir del punto
de inflexion en las cinéticas de liberacion, se realizé el ANOVA con p=0.05 (Tabla 26). Se

encontré que la concentracion de polimero (variable C) influye en mayor proporcién en el

Tabla 25 Comparacion de los resultados obtenidos en las cinéticas de liberaciéon de los andamios
elaborados de acuerdo con el disefio experimental Taguchi. Se observa que la liberacion.

Andamio Constante Tiempo en la Porcentaje de Gradiente de Tiempo de Porcentaje de
de inflexion liberacion en la liberacion a partir liberacion en liberacion en
velocidad (h) inflexiéon de la inflexién fase fase
(mg/h) (%) (mg /24 h) estacionaria estacionaria
(h) (%)
A2 18.33 4 71.93 1.66 336 99.63
A3 8.13 10 77.91 1.01 336 100
A4 11.84 8 89.73 0.73 96 95.68
A5 10.34 N/A N/A 0 24 100
A6 17.81 4 74.28 1.33 120 90.41
A7 10.53 7 70.74 1.16 300 93.21
A8 18.04 4 69.12 1.33 216 98.22

a Calculada de la primera fase de liberacion mediante un ajuste lineal con r?=0.909

gradiente de liberacién pues fue el que presenté un valor de Fex>Fiab, de esta manera se
comprobd que utilizando una concentracion de PCLAM del 10% (Figura 37 C1) se obtiene
un gradiente de liberacién mas alto, lo cual esta relacionado con el tamafo, pues a esta
concentracion se obtienen fibras de menor diametro y como consecuencia se tendria una
mayor area superficial, ademas en los experimentos donde se utilizé dicha concentracion
son los que mantienen una liberacién por mayor tiempo, lo cual podria darnos informacion

de una interaccion entre la matriz polimérica y el diclofenaco tal que permitié una liberacion
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prolongada y esta interaccién se observé mas claramente pues cuando hay mayor cantidad

de PCLAM el gradiente de liberacion disminuye.

Por otro lado el voltaje (variable E) podria llegar a influir pues el valor de Fex, €s cercano al
Fiab y este hecho dio la pauta para analizar, que cuando un gradiente de concentracion mas
bajo se liberd fue por una menor interaccion por parte del medio en el que difunde al
obtenerse un angulo mayor a 10 kV, e probablemente lo que sucedi6 fue que las fases no
fueron homogéneas de tal manera que la mayor cantidad de farmaco se liberé rapidamente
(dentro de las primeras 10 horas) y la cantidad de farmaco que quedo en la matriz polimérica
estuvo menos disponible por una mayor hidrofobicidad para el caso de A5 que fue
electrohilado a 15 kV y 15 % de PCLAM.

Tabla 26 ANOVA del gradiente de liberacion de la segunda etapa para los andamios fabricados de

acuerdo al disefio experimental Taguchi. Se observa que tanto la concentracion de PCLAM como el
voltaje aplicado son los efectos que impactan mayormente.

A B C D E el e2
A 8.05 5.86 5.45 6.61 4.63 6.13 452 5.68
A 18.33 3.82 4.23 3.07 5.05 3.55 5.16 4.00
8.13 0.52020 0.18605 1.56645 0.02205 0.83205 eT=
0.40400
11.84 g 1 1 1 1 1 2
A 10.34 0.52020 0.18605 1.56645 0.02205 0.83205 Ve=
0.20200
AG 17.81 exp 8 0.9 0 i
10.53 ab (0=0.0 3
A8 18.04 o

GL=Gradiente de liberacion a partir del punto de inflexién, A=Temperatura de funcionalizacién, B=proporciéon PCLAM:CH,
C=concentracién de PCLAM, D=flujo de inyeccion y E=voltaje. T1 y T2= Totales de cada nivel; SC=suma de cuadrados;
eT=SC de e1y e2; gl= grados de libertad; V=SC/gl; Ve=eT/gl; F exp= V/Ve

En suma, los sistemas liberan diclofenaco a un gradiente lo suficientemente aceptable para
conseguir un efecto terapéutico, pues en estudios previos se ha demostrado que la dosis
minima para que se presente union a proteinas en el sitio de aplicacion puede estar en un
intervalo de 0.15 a 150 pg/mL [57, 58]
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Figura 37 Analisis grafico del gradiente de liberacion de la segunda etapa para los andamios fabricados
de acuerdo al disefio experimental Taguchi (A=Temperatura de funcionalizacién, B=proporcion
PCLAM:CH, C=concentracion de PCLAM, D=flujo de inyeccion y E=voltaje). Se observa que los factores
de impacto son la concentracion (C) y el voltaje (E).
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9. Conclusiones

Se fabricaron, caracterizaron y evaluaron andamios electrohilados de poli (¢-caprolactona)
funcionalizados con anhidrido maléico, hidrolizados de colageno tipo | y diclofenaco

(PCLAM/CH/DS) para su potencial aplicacion en liberacion de farmacos.

Se logré funcionalizar PCL con anhidrido maléico (PCLAM) mediante una reaccion por

radicales libres obteniéndose un aumento significativo en la hidrofobicidad del polimero.

De acuerdo al disefio experimental Taguchi L8 los andamios son potencialmente utiles en
el tratamiento de la inflamacion, dolor y la posible regeneracion de tejidos dado que

presento las siguientes evidencias:

= Lacomposicion quimica de los andamios no se modifica durante el periodo de liberacion

del diclofenaco por lo que pueden considerarse estables.
= Son quimicamente estables a temperatura corporal.
= Presentan un médulo de Young superior al de la piel.

= La liberacién del diclofenaco se mantiene por dos semanas con un gradiente de
liberaciéon mayor a 0.7 mg cada 24 horas, con lo cual se podria conseguir el efecto

terapéutico prolongado.

Los resultados de liberacion del DS presentaron una tendencia lineal en primera fase de
liberacion, sin embargo, no se ajustaron a los modelos cinéticos propuestos a excepcion

del andamio A1y A2 con una r?20.90.
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10. Perspectivas

Realizar analisis de: propiedades mecanicas al polimero funcionalizado, estudios de
degradacion y difraccidn de rayos con el objetivo de conocer a profundidad sus

propiedades.
Determinar el modelo que explique el comportamiento de liberacion.

Realizar estudios de potencia microbiolégica para demostrar si pueden tener un efecto

antibacteriano.

Realizar estudios In vitro de citotoxicidad y de viabilidad celular, con el fin de comprobar su

potencial implementacién en la regeneracion de tejidos.
Estudiar la degradacién del andamio in vitro e in vivo, asi como.

Evaluar la disminucion de la inflamacién y la regeneracioén celular por medio de pruebas in

Vivo en animales para su posterior aplicacion en quemaduras de segundo grado.

Probar las condiciones 6ptimas de acuerdo a las propiedades deseadas:

C1, E1,B2y D1 | Diametro de fibra

D1, A2y E2 | Angulo de contacto

A1yB2 1 Médulo de Young

B2, E2, A1,D2y C1 | Porcentaje de deformacion
A1yB2 1 Esfuerzo a la tension maxima
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12. Anexos

12.1. Curva de calibracion de acido acrilico
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12.2. Curva de calibracion de diclofenaco
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12.3.

12.4.

% transmitancia

Espectro ATR-FTIR de Diclofenaco
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12.5. Termogramas TGA y DSC de diclofenaco
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Masa (%)

12.6. Termogramas TGA y DSC de hidrolizados de colageno tipo |
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