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Resumen

En este trabajo se presenta el estudio de la funcionalizacién de la poli(&-caprolactona) con
anhidrido maléico, cuya funcionalizacion es realizada a través de un mecanismo por
radicales libres asi como la fabricacién de andamios electrohilados a partir de los polimeros
sintetizados con colageno hidrolizado tipo | y diclofenaco sédico a diferentes condiciones,
con la finalidad de evaluar su biocompatibilidad y observar la viabilidad como liberadores
controlados de farmacos para la ingenieria de tejidos. Los polimeros obtenidos se
caracterizaron por Resonancia Magnética Nuclear (*H-NMR), Espectrofotometria,
Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier (FTIR), Cromatografia de
Permeacién en Gel (GPC), Andlisis Termogavimétrico (TGA), Calorimetria Diferencial de
Barrido (DSC). Los andamios fabricados por la técnica de electrohilado se caracterizaron por
Microscopia Electrénica de Barrido (SEM), Angulo de contacto, Pruebas mecanicas
uniaxiales, ensayo de viabilidad celular, y liberacidn de farmaco in-vitro. Para la fabricacion
de los andamios se utilizé un diseifo experimental Taguchi con las siguientes variables: flujo
de inyeccidn, diferencia de potencial, distancia, proporciones de polimero funcionalizado,
coldgeno hidrolizado tipo | y diclofenaco sdédico.

Se funcionalizé la poli(€ -caprolactona) a tres condiciones 70 °C por 15 horas, 110 °C por 15
horas y 110 °C por 18 horas. El grado de funcionalizacién fue de 1.63 %, 1.84 % y 2.04 %
respectivamente. Hay viabilidad celular en los andamios fabricados en este trabajo, excepto
en los andamios con Diclofenaco Sédico.
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Las heridas son lesiones que rompen la piel u otros tejidos. Para repararlas se hacen otras
lesiones como, por ejemplo, las suturas. La ingenieria tisular estd definida como “un campo
interdisciplinar que aplica los principios de la ingenieria y las ciencias de la vida al desarrollo
de sustitutos biolégicos que restauran, mantienen o mejoran la funcién tisular”; emergio a
principio de los afios 1990’s [1]. Las técnicas actualmente desarrolladas para hacer cultivos
celulares se basan en sistemas de cultivo estatico que no se asemejan al microambiente de
tejido fisioldgico [2]. En la ingenieria de tejidos, las células se siembran sobre el andamios,
mimetizando la matriz extracelular (ECM) para que las células crezcan con el soporte que
ellas necesitan [3]. Los andamios son estructuras donde facilitan la viabilidad celular. Se
desea crear andamios fibrilares porque la matriz extracelular es el soporte de las células en
los tejidos, donde se encuentran estructuras fibrilares hechas de en su mayoria de Colageno
gue sostienen, sefalizan y mantienen un ambiente idoneo para que exista viabilidad celular,
es decir, que las células se mantengan, colonicen, exista adhesidn y proliferen.

Los andamios deben cumplir ciertas propiedades para ser utilizados en la ingenieria de
tejidos [1] [3] [4] [5]:

- Tener poros interconectados que favorezcan la integracidn tisular y vascularizacién.

- Ser biocompatibles para evitar el rechazo del tejido donde se implante.

- Degradarse mientras que se regenera el tejido.

- Tener buenas propiedades mecdnicas similares a la zona de aplicacion para
mimetizar el ambiente celular.

- Tener una superficie que permita la adhesién celular y viabilidad celular.

- Simular la matriz extracelular.

También es importante el tipo de biomaterial que se quiera utilizar, se debe de tener en
cuenta su estructura quimica, el peso molecular, la solubilidad, su hidrofobicidad, la energia
de superficie y su degradacidn. Existen polimeros naturales y sintéticos como biomateriales.

Los polimeros naturales estan divididos en dos grupos principales [4]:

Polisacaridos (Almiddn, celulosa, quitosano, pectinas, alginato, dextrano, pululano,
xantano y glicosaminoglicanos).
- Polipéptidos y proteinas (colageno, fibroina de seda, alboumina).

Las ventajas de utilizar este tipo de polimeros son que no inducen una respuesta negativa
al implantarlos, pueden imitar mds de cerca la matriz extracelular y al degradarse se forma
nuevo tejido ayudando al transporte de nutrientes de las células. Las desventajas que tienen
son: malas propiedades mecanicas, baja estabilidad quimica, térmica y un control
restringido sobre la bioresorbabilidad,

Los polimeros sintéticos mas utilizados son poli(acido glicélico) (PGA), poli(E-caprolactona)
(PCL), poli(acido lactico) y sus copolimeros. Estos polimeros estan aprobados por la
Administracion de Alimentos y Medicamentos de USA (en inglés, FDA) para el uso clinico.
La ventaja de usar estos materiales es su gran diversificacién para modificar sus
propiedades, por ejemplo, ajustar las propiedades mecanicas, hacer poros en el material
como los deseemos, disminuir su tiempo de degradacion, modificar su forma, entre otros;

14



haciendo posible producir andamios con caracteristicas fisicas, bioldgicas y mecanicas
disefadas. El uso de polimeros degradables evita una cirugia para retirarlos.

Existen diferentes técnicas para la fabricacion de andamios. Una de ellas es el electrohilado
que proporciona fibras con una alta area de superficie para la adhesién celular, porosidad
controlada y un microambiente 3D para la interconectividad de las células. Las fibras
convencionales producidas por hilatura mecdnica suelen medir decenas de micras de
diametro, minimizando su area superficial.

Fibras de biomateriales con diametros <1 um pueden mimetizar la ECM. Las fibras por la
técnica de electrohilado pueden ser diseifiadas para que tengan las propiedades mecanicas
adecuadas del tejido y 6rgano dafiado. Otra ventaja de Electrohilado es la posibilidad del
encapsulamiento de farmacos en las fibras [6].
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2.1. Andamios

El principal objetivo de la ingenieria tisular es la fabricacion de andamios funcionales para
tejidos y érganos dafiados; representando una opcién viable a la implantacién convencional
de tejidos y érganos. Los andamios facilitan una base adecuada para la viabilidad celular y
por consecuencia la regeneracion de tejidos [7]. En la Figura 1 se muestra el proceso y la
funcién que tiene un andamio, A) Implantacidn del andamio. B) Fase inflamatoria.
Infiltracidon de células inmunes y formacion de la matriz preliminar. C) Fase proliferativa.
Deposicién de ECM vy afluencia de células productoras de inmunidad y tejido. D) Fase de
remodelacién y remodelacion de ECM (sintesis de elastina y coldgeno) E) La homeostasis
del tejido se restaura después de una fase de remodelacién de la ECM recién formada y la
resolucién de la inflamacion.

B, W
J p. O
SNf < e
N A\ . ; - j‘%
“\: ,/-/\\__// : /[é = \_\
A B C. D E

Figura 1. Diferentes etapas de la regeneracion in situ del tejido [8].

2.1.1. Métodos de fabricacion

Los diferentes métodos de fabricacién han sido investigadas durante las ultimas dos
décadas [9], para controlar el tamafio de poro, la interconectividad entre ellos y la difusion
rapida de nutrientes y fijacién celular. En la Tabla 1, se muestran algunas técnicas utilizadas
y sus ventajas y desventajas.

Tabla 1. Métodos de fabricacion de andamios [10].

Método Ventajas Desventajas
Fundicién de Control sobre la porosidad, Propiedades mecanicas
solvente/Lixiviacion de | tamafio de poro vy cristalinidad | limitadas, disolventes
particulas residuales y material

porégeno
Lixiviacién de porégeno | Control sobre porosidad y Tamafio de poro inadecuado
geometria de poro e interconectividad de los
poros
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Propiedad mecanica
limitada, interconectividad
inadecuada de los poros

Libre de solventes organicos
duros, control de la porosidad
y tamaiio de poro

Espumado con gas

Material costoso,
pardmetros de disefio
complejos

Autoensamblaje Control sobre la porosidad,
tamafio de poro y didmetro de

fibra

Electrohilado Propiedad mecdnica
limitada, disminucién del
tamafio de poro con grosor

de fibra

Control sobre la porosidad,
tamafio de poro y didmetro de
fibra

Dificil de controlar con

Separacion de fases

Ninguna disminucién en la
actividad de la molécula

presion la morfologia

Prototipado rdpido

Excelente control sobre la
geometria, porosidad, no
requiere material de soporte

Tipo de polimero limitado,

equipo caro

Malla de fibra

Gran darea de superficie para la
fijacion celular, rapida difusion
de nutrientes

Falta de estabilidad
estructural

Unioén de fibras

Alta relacion

Propiedades mecanicas
bajas, aplicaciones limitadas
a otros polimeros

superficie/volumen, alta
porosidad

Temperatura alta requerida
para el polimero no amorfo

Moldeo por fusidon Control independiente de

porosidad y tamafio de poro

Laminacion de
membrana

Proporcionar matriz 3D

Falta de resistencia
mecanica requerida,

interconectividad
inadecuada de los poros

Secado en frio Tamano de poro pequefioy

tiempo de proceso largo

No se requiere alta
temperatura y paso de
lixiviacién separado

2.2. Electrohilado

El término “electrohilado”, que se deriva de “hilado electrostatico” fue descubierto por
Rayleigh en 1897, estudiado a detalle por Zeleny en 1914 y patentado por Formhals en 1934

18



[11]. El trabajo de Taylor en 1969 sobre chorros eléctricos ha sentado las bases para el
electrohilado [12]. El electrohilado es un proceso de fabricacién de fibras sélidas que se
producen a partir de una solucién polimérica suministrada por una jeringa con un diametro
milimétrico. Las fibras que se obtienen generalmente se encuentran con didmetros <1 um
[13].

Figura 2. Equipo de electrohilado.

En la Figura 2 se muestra un aparato comun de electrohilado, que estd compuesto por una
fuente de potencial, una jeringa, y colecto conductor a tierra (plano y cilindrico). La solucién
polimérica se deposita en la jeringa y después se aplica una diferencia de potencial (en kV)
entre la aguja de la jeringa (dnodo, +) y el colector (cdtodo, -). Bajo las fuerzas de campo
eléctrico que se generan, superan la tension superficial de la solucién polimérica que sale
de la aguja, la solucion se comienza a estirar para formar una estructura cénica denominada
cono de Taylor. Cuando sucede se forma un chorro que se elonga continuamente por la
repulsidon electrostatica que forma un hilo largo y delgado hasta que se deposita en el
colector. En el transcurso del alargamiento del chorro, se evapora el disolvente, provocando
gue se formen fibras del polimero solubilizado con didmetros <1 um; formando un andamio
fibroso con poros interconectados.

En la Tabla 2 se muestran los pardmetros de la solucidn, del proceso y ambientales con el
impacto que tiene sobre la fibra, manipulando estos parametros se pueden obtener fibras
con morfologia y diametros deseados [14] [15]. Se debe utilizar un disefo experimental para
optimizar el proceso y encontrar los pardmetros cruciales para obtener fibras continuas y
homogéneas.
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Tabla 2. Pardmetros que se pueden modificar para obtener fibras con determinadas

caracteristicas.

Parametros de la solucion

Impacto

Viscosidad

Generacion de bulbos
desaparicion de bulbos.

bajo, aumento de fibra,

Concentracion

Incremento en el didmetro de la fibra con el incremento
de la concentracion

Peso molecular del polimero

Reduccion del numero de bulbos y gotas con el
incremento del peso molecular

Conductividad

Decremento del didmetro de la fibra con el incremente
en la conductividad de la solucion

Tensidn superficial

Ninguna consecuencia concluyente con la morfologia de
la fibra, la alta tensiéon superficial resulta en la
inestabilidad de chorro.

Parametros del proceso

Impacto

Diferencia de potencial

Decremento en el didmetro de la fibra incrementando el
voltaje aplicado

Distancia entre aguja-colector

Generacion de bulbos con muy corta o muy larga
distancia

Flujo

Decremento en el diametro de la fibra con decremento
en el flujo, generacion de bulbos con un flujo rapido

Parametros ambientales Impacto
Humedad Humedad alta resulta en poros circulares sobre las fibras
Temperatura Incremento en la temperatura resulta en decremento en

el didmetro de la fibra

En la Figura 3 se muestra como afecta la concentracion de la solucidon polimérica al
momento de electrohilar. Por eso es importante un disefo experimental que incluya varias
variables para normalizar la técnica.
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Incremento de la concentracion
de la solucidn

v

Formacion de fibra

Figura 3. Efecto de la concentracion de la solucion polimérica comenzando con una baja
hasta un alta [16].

2.2.1. Aplicaciones

En la Figura 4 se puede observar el numero de articulos sobre la técnica de electrohilado
que han sido publicados en revistas cientificas, teniendo una tendencia al alza en los ultimos
afios. También se muestra los documentos que han sido publicados este afio, siendo el dia
18 de agosto del 2017 hecha la consulta de la base de datos de Scopus.

3500

s ™

2017
3000
2286 documents in Scopus

Click point to view document list

2500 )

I
]

2000

Documents

1500

1000

500

1967 1972 1977 1982 1987 1992 1957 2002 2007 2012 2017

Figura 4. Numero de articulos publicados en revistas cientificas indexadas en la base de
datos de Scopus.

Tomando como referencia la base de datos de Scopus, se muestra en la Figura 5, las areas
donde se han estado investigando las fibras obtenidas por la técnica de electrohilado.
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Podemos observar que el area de ciencia de materiales predomina en la grafica porque la
mayor parte de investigacion de andamios fabricados se limitan a analisis in-vitro y
morfologia [17]. Siendo el dia 18 de agosto del 2017 hecha la consulta de la base de datos
de Scopus.

Farmacologia, Toxicologia y

Farmaceutica (3.4%) “‘H\

Otro (8.3%) \

Medio ambiente (3.5%) Ciencia de materiales

7 (63.3%)

Energia (4.1%)
Medicina (7.2%)

Bioguimica, Genéticay
Biclogia Molecular {13.2%)
Fisica y Astronomiia (24.1%) -

Ingenieria Quimica (268.9%]) \\
Ingenieria (37.7%)

Quimica (35.4%) *

Figura 5. Documentos por drea. Palabra clave “electrospinning”.

2.3. Biomateriales

La definicién de biomaterial que da la Sociedad Europea de Biomateriales “es un material
destinado a interactuar con sistemas bioldgicos para evaluar, tratar, aumentar, o
reemplazar cualquier tejidos, érgano o funcién del cuerpo”. Los biomateriales deben de
tener la capacidad de un material para funcionar in situ con una respuesta apropiada y
predecible del huésped en una aplicacién especifica (definicion de biocompatibilidad [18]).
En la Tabla 3 se muestran los diferentes biopolimeros utilizados en la Ingenieria de Tejidos.

Tabla 3. Polimeros usados en Ingenieria de Tejidos [19].

Polimero Ventajas Desventajas Estructura
Polifosfazenos Flexibilidad sintética; | Sintesis compleja. |T1
propiedades mecanicas Epzua
controlables. | n
Ra
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Polianhidridos Flexibilidad del | Pesos moleculares p ﬁ ::r ;
|
mondémero sefializador; | bajos; propiedades [ C—R—C-0 )
tasas de degradacion | mecanicas débiles. N
controlables.
Poliacetales Degradacién sensible a | Pesos moleculares Fl'!; )
pH. bajos; sintesis ER —o—(I:—Gﬁ
compleja. Rs o
Poli(orto ésteres) | Tasas de degradacidn | Propiedades Ry :
controlables; mecanicas débiles; (“- 0—C—0 ]
degradacion sensible al | sintesis compleja. o .
pH. Ry
Polifosfosteres Compatibilidad de las | Sintesis compleja o
biomoléculas; productos EE_O_T_D%"

de
altamente
biocompatibles.

degradacion

Policaprolactona

Altamente  procesable;
Disponible en el
mercado.

Degradacion
limitada.

Poliuretanos

Mecdanicamente fuerte.

Degradacion

limitada; Requiere F I
copolimerizacién. H n
Polilactida Altamente  procesable; | Degradacion ) H flf' _
muchos vendedores | limitada; productos (—L‘)—{"—(‘,—:‘
comerciales disponibles. | de degradacion Y éH_J ‘n
muy acidos. )
Policarbonatos Propiedades mecanicas | Degradacion ﬁ‘
dependientes de la | limitada; Requiere (R 0=C-0 )
quimica; erosion | copolimerizaciéon :
superficial. con otros

polimeros.
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5 .
productos de | limitada; toxicidad R—r.—c—]
n

degradacion altamente | inducida por carga. ,.||

biocompatibles

Poliamidas Grupo lateral conjugable; | Degradaciéon muy FI*

2.3.1. Poli(&-caprolactona)

La poli(E-caprolactona) [20] se puede sintetizar por polimerizacion de apertura de anillo de
E-caprolactona con catalizadores tales como Octoato de Estafio, catalizadores metdlicos o
por polimerizacidon de 2-metileno-1-3-dioxepano por radicales libres. La PCL es un polimero
semi-cristalino hidrofébico; su cristalinidad puede disminuir con el aumento del peso
molecular. Tiene buena solubilidad, punto de fusion entre (59-64) °C y su Tg ronda los -60
°C. El tiempo de degradacién completa de la PCL se encuentra entre 3-4 afios [21]. La PCL
se ha usado en el campo de la medicina como material de sutura (Monacryl®) vy
anticonceptivos (Carponor®), siendo este un liberador de progestageno levonorgestrol
controlado por hasta 18 meses; el tiempo de degradacién de la PCL y su biocompatibilidad
han ayudado a que tenga estas aplicaciones. En la Figura 6 se puede observar el proceso
que tiene la PCL in-vivo; la PCL comienza a hidratarse (0-6 meses), degraddndose (6-12
meses), reabsorbiéndose (después de los 12 meses) y metabolizandose (después de los 18
meses). Este estudio lo llevo a cabo Woodward et al. estudiando la degradacion in-vivo de
la PCL en ratas Dawley.

i o I
I Hidratacion I Hidratacion . Degradacién _ Reabsorcién - L
i Degradacién | Perdida de masa | [Metabolizacion | Metabolizacién

!
; i
: : ; :

0 6 9 12 18

Numero de meses

Figura 6. Pérdida de masa y peso molecular del PCL [22] .

2.3.2. Funcionalizacion de poli(E-caprolactona) usando anhidrido maléico
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Un inconveniente de la PCL es su hidrofobicidad, que puede ser desfavorable en las
aplicaciones de regeneracion de tejidos debido a la mala humectacidn y la falta de unién
celular y la interaccién. La funcionalizacion de la PCL es una opcién para bajar la
hidrofobicidad de la PCL. El anhidrido maléico que tiene dos grupos carboxilos en su
estructura es un buen candidato para funcionalizarlo en la PCL [23]. El anhidrido maléico al
injertarlo en la PCL se vuelve anhidrido succinico por la pérdida del doble enlace, en la Figura
7 se observa la diferencia entre ambos compuestos. El anhidrido succinico por medio de sus
grupos carboxilos pueden reaccionar con grupos reactivos, por ejemplo, proteinas [24],
para mejorar sus propiedades.

o&ioj§o o&ioj§o

Anhidrido maléico Anhidrido succinico
Figura 7. Estructura del anhidrido maléico y anhidrido succinico.

2.4. La piel

La piel es el érgano mas grande del cuerpo, con el 16% del peso corporal completo de un
individuo [25]. La piel funge como una barrera que se compone de tres capas estructurales:
la epidermis, la dermis, la hipodermis, cada una con composicién y funciones distintas. En
la Figura 8 se muestra la estructura de la piel.

La epidermis es una barrera y protege de la radiacion UV. La capa mas externa de la piel que
se puede ver. Se compone principalmente de células muertas (queratinocitos) que estan
firmemente pegadas entre si. Se renueva constantemente: se hacen nuevas células en las
capas inferiores de la epidermis. Estos se mueven a la superficie dentro de cuatro semanas,
donde se endurecen y se desprenden. Esta renovacidn constante sirve para reemplazar las
células que se pierden y caen al suelo cuando se frota la piel. Dependiendo de donde estd
en el cuerpo, la epidermis varia en grosor. Por ejemplo, es sélo 0,3 milimetros de grosor en
los codos y la parte posterior de las rodillas, y hasta 4 milimetros de espesor en otras partes
de su cuerpo, como la planta de los pies y las palmas de las manos. La epidermis también
contiene otros tipos de células con funciones especiales:

- Los melanocitos producen y almacenan un pigmento negro
llamado melanina. Producen mds melanina cuando su piel se expone a la luz solar,
por lo que se vuelve mas oscuro. La melanina nos protege de los dafiinos rayos
UV del sol.

- Los linfocitos y las células de Langerhans juegan un papel importante en la lucha
contra los gérmenes. Ellos "atrapan" los gérmenes y los llevan al ganglio
linfatico mas cercano.
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- Las células de Merkel son células nerviosas especiales en la piel que le permiten
detectar la presion.

Dermis es un sistema integrado con fibroblastos, macréfagos, mastocitos, redes vasculares,
linfaticas, fibras de colageno resistentes y elasticas y nerviosas. En algunos lugares,
la dermis se hincha en el tejido conectivo que rodea nuestros musculos y huesosy los
conecta con la piel. La dermis contiene una red de fibras nerviosas y vasos sanguineos muy
pequefios llamados capilares. Los nutrientes y el oxigeno en la sangre pasan de los capilares
a las células. La otra funcién principal de los capilares es ayudar a su cuerpo a enfriarse si se
pone demasiado caliente. La dermis es también la capa de la piel que contiene las células
mas sensoriales (sensacién) y las glandulas sudoriparas.

Hipodermis da el soporte mecanico y fisiolégico. Se compone principalmente
de grasa y tejido conectivo. Entre los pliegues de ladermis e hipodermis, hay
minusculas cavidades. Estas cavidades estan llenas de tejido que almacenan grasa vy
agua. La grasa actla como un amortiguador, protegiendo los huesos y las articulaciones de
golpes o dafos. Sirve de aislamiento también. Muchas hormonas se producen en
las células de grasa de la hipodermis. Un ejemplo es la vitamina D, que es una vitamina
esencial y se hace cuando la piel esta expuesta a la luz solar.
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Figura 8. Estructura de la piel [26].
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2.4.1. Colageno Tipo I Hidrolizado

2.86

-COOH

Figura 9. Modelo de triple hélice de coldgeno [27].

El coldgeno, un componente
principal de la  matriz
extracelular (ECM), imparte
integridad  estructural vy
resistencia a la traccion a los
tejidos. La alteracién del
tejido después de la lesién
requiere coldgeno para la
reparacién y restauracion de
la estructura y la funcion. El
colageno se ha utilizado en
una variedad de aplicaciones
de ingenieria de tejidos
debido a su predominio en la
ECM, no inmunogenicidad vy
los métodos disponibles de

aislamiento de una variedad de fuentes. Las fibras de coldgeno también poseen algunas

propiedades estructurales Unicas que son importantes para la
ingenieria de tejidos: transmiten fuerzas, disipan energia,

_|_
HAN N0
o]

Figura 11. Estructura
Glicina

previenen fallas  mecanicas
prematuras y proporcionan
sefales biolégicas a las células
adyacentes que regulan las
respuestas funcionales [28].
Ademas, es reabsorbible,
teniendo alta afinidad de agua.
Existen diferentes tipos de

colageno humano, teniendo 27 tipos. Estan subdivididas en
diferentes clases: Colageno fibrilar (tipo I, II, I, V, XI, XXIV y
XXVII), Colageno de membrana basal (tipo IV), Coldgeno
asociado a fibrillas con hélices triples interrumpida (FACIT, tipo
IX, XII, XIV, XVI, XIX, XX y XXI), Colageno de cadena corta (tipo VII
y X), Colageno de fibrila de anclaje (tipo VII), Multiplexinas (tipo

VII), Coladgeno tipo VI.
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Figura 10. Coldgeno
tipo I sin hidrolizar (a)
e hidrolizado (b) [27].



o El colageno tiene una estructura tridimensional basica de
triple hélice. La formacidon de la triple hélice es una
secuencia repetitiva de —Gly-Xaa-Yaa- (Figura 13). Una

OH importante caracteristica estructural y funcional del

colageno es la orientacion de las cadenas laterales Xy Y que

NH salen de la hélice y estan libres para tener interaccién de

unién. En la Figura 9 muestra la estructura para (Gly-Pro-

Figura 12. Estructura Pro)n, donde el nUmero 1 se encuentra la Glicina (Figura 11),

Prolina. en 2 y 3 Prolina (Figura 12). En A) y B) se muestra la

estructura que tiene el coldgeno con una hélice triple

superenrollada. C) se muestra en direccion al eje de la hélice. La glicina (30 % de los

aminoacidos presentes en la triple hélice) y la (hidroxi-)prolina (22 % de los aminoacidos

presentes en la triple hélice). El hecho de que casi cada tercera posicidn esté ocupada por

glicina (el aminoacido mas pequefio, que contiene un atomo de hidrégeno en la posicién de

la cadena lateral) posibilita que las cadenas formen vueltas cerradas de la cadena a en la
triple hélice [29].

HsN«-Gly-Pro-Arg-Gly-Pro-Hyp-Gly-Ser-Ala---COOQOH
HoN--Gly-Leu-Hyp-Gly-Lys-Asp-Gly-Ala-Hyp--COOH
HsN---Gly-Pro-Hyp-Gly-Pro-IIe-Gly-Pro-Asp--COOH

Figura 13. Secuencia Gly-Xaa-Yaa. Se repite cientos de veces en las tres cadenas o del
coldgeno. Gly es Glicina y generalmente, Xaa es prolina (Pro) y Yaa hidroxiprolina (Hyp);
la hidroxiprolina se origina a partir de una modificacion de prolina [29].

Las tres cadenas estan conectadas por enlaces hidrégeno entre la cadena principal de NH*?
de la glicina y la columna vertebral C-O de la prolina en la posicién Y (lineas discontinuas)
Las flechas indican las direcciones en las que otras cadenas laterales de prolina emergen de
la hélice. Las distancias se indican en nm.

La Unica diferencia entre Coldgeno tipo | y coldgeno tipo | hidrolizado son los (OH)* que
existe en la triple hélice. La extraccion y purificacion de coldgeno tipo | es complicaday tiene
un costo elevado, el colageno tipo | hidrolizado no lo es. En la Figura 10 se muestra la
diferencia entre coldgeno tipo | y coldgeno tipo | hidrolizado, a) es una vista de la triple
hélice desnuda; Las tres cadenas peptidicas se muestran en diferentes colores, b)
Incorporacion de moléculas de (OH) ™ unidas por el hidrogeno a grupos carbonilos, hidroxilo
e incluso a la amida en los extremos de la hélice.
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2.5. Liberacion controlada de farmacos

La liberacién controlada de farmacos consiste en sistemas de administracién de farmacos
para la administracion dirigida y/o la liberacion controlada de farmacos. Controlan la
velocidad de liberacion y algunos sistemas también pueden liberar el farmaco en una
ubicacion determinada [30].

La liberacion de farmacos a través de fibras es viable por la alta drea superficial que tienen
los andamios hechos de fibras, controlando la velocidad de liberacion por el tamafio y
morfologia de la fibra. El farmaco se encuentra disperso en la fibra. Los andamios con el
farmaco se pueden aplicar en heridas sobre la piel, ayudar a la cicatrizacién y dar una accién
terapéutica.

Los andamios fibrilares fabricados por la técnica de electrohilado han sido hechos para un
suministro sostenido y terapéutico a tejidos especificos. Ademas, el tipo de polimero, la
morfologia de las fibras, el uso de particulas adicionales que encapsulan el farmaco permite
adaptar el perfil de liberacién. Varios estudios han demostrado la eficacia en el suministro
de farmacos, recuperando la homedstasis, teniendo crecimiento y remodelacion de tejidos.
Se ha investigado la piel para la administracién de diversos fdrmacos potenciales debido a
varias ventajas de la via tépica y transdérmica sobre las formas de dosificacion
convencionales [31]. Al aplicar el fdirmaco en donde se necesita se aprovecha la ventana
terapéutica del farmaco. Con la administracién transdérmica de farmacos podemos hacer
gue la liberacion de farmaco sea controlada, dosificando durante periodos que disefiemos.
En la Figura 14 se puede observar el tipo de fibra fabricada por la técnica de electrohilado
(a), la distribucién del farmaco en la fibra (b) y el tiempo de liberacion de cada tipo de fibra

(c).

(") Liberacién inmediata
P v Liberacion sostenida con comienzo répido
/ - Liberacion sostenida
Mezcla <
\ ¥ / . ﬂk
. 7 X |  Gevveeeeveeeeve e ASLIL LA L
hou -
] 'g i .-.."-.’.'..
) ® > .-v""..
\ = -, v
7 ® S ' _ge®® cove®®®
Fibra inmovilizada S » o® L -
¢ =1 e oV
o - v
© L ™ g
N c - v
‘ hel - - t
S— o - v
. © " ™)
— N
] ) <’
.'2 “ -
Fibra core-shell /\\ = « v *_»horas
. //.....; =’-' **->dias o meses
¢ >
e 9) .
\o. ® Tiempo (%)
a b c

Figura 14. Relacion entre los diferentes tipos de fibras que podemos obtener por
electrohilado para controlar la liberacidn de farmaco [32].
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2.5.1. Diclofenaco sddico

ROCCH, Cl

Cl
R=Na

Figura 15. Estructura del
Diclofenaco Sédico.

Es un antinflamatorio no esteroideo (AINE) que
reduce la inflamacién y dolor leves a moderados. Se
usa para el dolor dental, migrafia molestias
menstruales e, incluso, dolor postoperatorio. Se
designa quimicamente como la sal de 2 - [(2,6-
diclorofenil) amino] monosdédico del 4acido
bencenoacético, con una formula molecular de
C14H10C2NNaO;. El peso molecular es 318,13. En la
Figura 15 se muestra la estructura del diclofenaco
sodico. Las propiedades fisicoquimicas de este

compuesto se encuentran en la Tabla 4.

Tabla 4. Propiedades fisicoquimicas del diclofenaco sddico

Numero de registro CAS 15307-79-6
Formula C14H10C2NNaO2
Peso molecular (g/mol) 318,13

Punto de fusion 284.3 °C

Solubilidad 2.37 mg/La 25 °C en agua
logP 4,51

pKa 4.15

Refractividad 75.46 m3/mol

Presidn de vapor

6.12x10¥ mmHg a 25 C

Absorciéon UV

Metanol 283 nm €=1.01x10° mol/L
Buffer de fosfatos pH=7.2 276 nm
€=1.02x10° mol/L
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3. Justificacion

La Ingenieria de Tejidos busca desarrollar andamios capaces de reparar o reemplazar la
funcién de tejidos u drganos dafados. Las lesiones en piel pueden ser tratadas con
andamios que permitan que las células sean viables, proliferen y sean funcionales. Un
andamio es aquel que funge como matriz extracelular para la proliferacién de las células.
De igual manera se busca que sea biocompatible, se degrade paulatinamente para no tener
que hacer una segunda cirugia para retirarlo. La poli(E-caprolactona) (PCL) es un polimero
semi-cristalino hidrofdbico que es biocompatible y con multiples aplicaciones biomédicas;
se ha usado como material de sutura y como anticonceptivo. El anhidrido maleico al contar
con grupos carbonilos confiere hidrofilicidad promoviendo la adhesién celular al andamio.
La matriz extracelular contiene coldgeno y elastina. La fabricacién de andamios que
contienen colageno mimetiza ain mds la matriz extracelular. La utilizacién de coldgeno Tipo
| Hidrolizado ayuda a tener este propdsito, siendo un producto con un costo bajo a
comparacion del Coladgeno Tipo | extraido de diferentes animales; llegando a costar $ 14
000 por 100 mg. El Diclofenaco Sddico es un farmaco altamente utilizado porque reduce la
inflamacién y dolor leves a moderados. Al tener un andamio con Diclofenaco Sddico, se
puede proponer para ensayos in vivo para el estudio de lesiones en piel y poder tener
andamios que regeneren el tejido, reduzcan la inflamacién y el dolor, liberando
continuamente el farmaco en la lesion.
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4. Objetivo General

Fabricar un andamio electrohilado con PCL funcionalizada con AM. Util en la regeneracién
de lesiones en la piel y como un sistema de liberacién controlada de Diclofenaco Sdédico.
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Objetivos Particulares

e Funcionalizar la PCL con AM (PCLAM).

e Electrohilar PCLAM mediante un disefio experimental Taguchi, encontrando las
condiciones para obtener fibras continuas y didmetro de fibra a escala nanométrica.

e Comprobar la viabilidad celular de los andamios electrohilados.

e Fabricar un andamio compuesto de PCLAM, Colageno Tipo 1 Hidrolizado vy
Diclofenaco Sddico.

e Observar las diferencias respecto a la viabilidad celular de fibroblastos humanos en
los andamios con y sin Coldgeno Tipo 1 Hidrolizado.

e Realizar la liberacion controlada de farmaco de los andamios fabricados con
Diclofenaco Sédico.
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6. Hipdtesis

1. Obteniendo la funcionalizacién de la PCL con AM (PCLAM), disminuye su
hidrofobicidad del PCL.

2. Al obtener andamios de PCLAM por la técnica de electrohilado, se lograra aumentar
la viabilidad celular sobre el andamio.

3. Andamios que contiene material que mimetiza a la matriz extracelular, por ejemplo,
el Coldgeno, pueden aumentan la viabilidad celular sobre el andamio.

4. Se puede controlar la liberacion del Diclofenaco Sédico por medio del diametro de
fibra del andamio.
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7. Materiales y métodos

Poli(E-caprolactona) Mn 70000-80000 (PCL), Perdxido de Benzoilo (BPO), Anhidrido
Maleico (AM), Tolueno, Tetrahidrofurano (THF), Metanol, Diclofenaco Sodico, 2,2,2-
Trifluoroetanol (TFE), de Sigma Aldrich Co., Colageno tipo | Hidrolizado de Russelott®,
fosfato de sodio monobadsico, fosfato de acido de sodio, hidroxido de potasio (KOH) de JT
Baker S.A de C.V, agua destilada a partir de un equipo Nanopure Diamond® y Nitrégeno
ultra alta pureza de INFRA®.

7.1. Funcionalizacién de poli(E-caprolactona)

Se funcionalizé la PCL injertando anhidrido maléico por medio de una reaccién de radicales
libres; como proveedor de radicales se uso el peréxido de benzoilo (BPO). La reaccion se
llevé en un matraz de dos bocas con un flujo continuo de Nitrégeno. La funcionalizacion se
realizd por dos métodos, en solucién [33] y masa [34]. En la Tabla 5 se muestran las
condiciones de funcionalizacién utilizadas.

La funcionalizacion en solucién se llevé a cabo en un matraz de dos bocas con 5 g de PCL,
0.5 g AM y 0.025 g BPO mezclados en 20 mL de Tolueno. El oxigeno del matraz se elimina
usando un flujo continuo de Nitrégeno. El Nitrogeno también ayuda a eliminar los reactivos
que no reaccionen [34]. Las temperaturas de funcionalizaciéon son 70 °C y 110 °C por 15
horas con agitacidn vigorizante. Después de la reaccion de funcionalizacidn, el producto fue
disuelto en Tolueno. La solucion se decanta en un exceso de Metanol frio y el precipitado
color violeta (PCLAM1) y crema (PCLAM?2), fueron obtenidos y secados a vacio. Todo el AM
gue no reacciono y trazas de iniciador que pudiera tener el producto, se removié por medio
de lavados con metanol [35].

El segundo método realizado fue una reacciéon en masa. En un matraz de dos bocascon 5 g
de PCL, 0.5 g AM y 0.1 g BPO en 20 mL THF con agitacidn vigorizante; se mezclan hasta que
se disuelvan todos los reactivos. Después se hace vacio al matraz por cuatro horas para
retirar el solvente de la reaccidn. Se hace una atmosfera inerte con un flujo continuo de
Nitréogeno. La temperatura de funcionalizacidén es 110 °C por 18 horas. Después de la
reaccion de funcionalizacidn, el producto fue disuelto en 20 mL de THF. La solucidn se
decanta en un exceso de Metanol frio y el precipitado color crema, PCLAM-110-18
(PCLAM3), fue obtenido y secado a vacio. Todo el AM que no reacciono y trazas de iniciador
gue pudiera tener el producto, se removié por medio de lavados con metanol [35].

Los polimeros obtenidos se almacenan en un desecador con vacio.
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Tabla 5. Condiciones de funcionalizacion.

Temperatura de | Tiempo de Cantidad de reactivo usada _
. o, ., (g) Tipo de
Muestra funcionalizaciéon | reaccion .
0 reaccién
(°C) (h) PCL | AM BPO
PCLAM-1 70 15 5 0.5 0.025 Solucién
PCLAM-2 110 15 5 0.5 0.025 Solucion
PCLAM-3 110 18 5 0.5 0.1 Masa

7.2. Fabricacion de andamios

El disefio experimental tiene sus origenes en los trabajos de Ronald Fisher (1890-1962),
desarrollados en la Estaciéon Agricola Experimental de Rotaste [36], en el Reino Unido,
donde introdujo el concepto de aleatorizaciéon y el analisis de varianza. Un arreglo
ortogonal busca encontrar las variables claves y sus combinaciones para una aplicacion
definida. El arreglo ortogonal es una herramienta ingenieril que simplifica y en algunos
casos elimina gran parte de los esfuerzos de diseio estadistico. Es una forma de examinar
simultdneamente muchos factores en poco tiempo y a un costo menor.

Los disefios experimentales de Taguchi, estdn basados en arreglos ortogonales y su
metodologia consiste en:

- Enfatiza en la calidad durante la etapa del disefio del proceso

- Reconoce la importancia relativa de los factores que influyen en el desempeiio de
los productos o procesos.

- Enfatiza en la reduccién de la variabilidad, por medio del uso de la funcién de
perdida y de la razén sefial-ruido (existiendo una para cada objetivo que se quiera
lograr con el experimento).

- Se concentra en el concepto de disefio de parametros que sirvan para disminuir la
variabilidad en el desempefio de los productos

- También puede ser utilizada para el mejoramiento de procesos y productos ya
existentes.

Un arreglo L8 de Taguchi (el nimero ocho nos indica ocho corridas), para investigar el efecto
de 7 factores en 8 corridas (Tabla 6).
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Tabla 6. Arreglo Taguchi L8

Numero de columnas
corrida 1 2 3 4 5 6 7
1 1 1 1 1 1 1 1
2 1 1 1 2 2 2 2
3 1 2 2 1 1 2 2
4 1 2 2 2 2 1 1
5 2 1 2 1 2 1 2
6 2 1 2 2 1 2 1
7 2 2 1 1 2 2 1
8 2 2 1 2 1 1 2

Para cada disefio, cada fila representa una corrida en el experimento. En el disefio de
Taguchi los niveles 1,2 significan bajo, alto para cada factor.

Los andamios fueron fabricados en un equipo de electrohilado Figura 2. La solucién
homogénea fue depositada en una jeringa de 5 mL una jeringa de 34G 1”x1/2”. Tres factores
fueron seleccionados en este experimento (Tabla 7), dejando la concentracién al 13%
constante. El disefio Taguchi obtenido se muestra en la Tabla 8.

Tabla 7. Factores y niveles en el disefio de experimento Taguchi

Niveles
Factores
1 2 3 4
A Distancia (cm) 8 10 15 20
B Flujo de inyeccidn (ml/hr) 0.3 0.5 0.7 1
C Diferencia de potencial (kV) 10 12 15 17
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Tabla 8. Disefio de experimentos Taguchi L16

Parametros
Diferencia de
Distancia (cm) | Flujo (ml/hr) potencial

(kv)
8 0.3 10
8 0.5 12
8 0.7 15
8 1 17
10 0.3 12
10 0.5 10
10 0.7 17
10 1 15
15 0.3 15
15 0.5 17
15 0.7 10
15 1 12
20 0.3 17
20 0.5 15
20 0.7 12
20 1 10

7.3. Fabricacion de andamios electrohilados de PCLAM/Colageno Tipo 1
Hidrolizado/Diclofenaco sédico (PCLAM/Col/DS)

Los andamios fueron fabricados en un equipo de electrohilado Figura 2. La solucion
homogénea fue depositada en una jeringa de 5ml una jeringa de 34G 1”x1/2”. Cuatro
factores fueron seleccionados en este experimento, dejando la concentracion al 13 % de
todas las soluciones Tabla 9. El disefio Taguchi obtenido se muestra en la Tabla 10.
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Tabla 9. Factores y niveles en el disefio de experimento Taguchi

Niveles
Factores
1 2 3
A PCL:Col 80:20 50:50 20:80
B DS 33% 15% 10%
C | Diferencia de potencial (kV) 8 12 15
D | Flujo de inyeccion (mL/h) 0.3 0.5 1
Tabla 10. Disefio de experimentos Taguchi L6
Parametros
PCL:Col DS Diferencia de Flujo
potencial

80:20 33 8 0.3

80:20 15 12 0.5

80:20 10 15 1

50:50 33 12 1

50:50 15 15 0.3

50:50 10 8 0.5

7.4. Caracterizacién de polimeros PCL, PCLAM1, PCLAM2 y PCLAM3

Para determinar el porcentaje de funcionalizacion en los diferentes productos obtenidos
(PCLAM1, PCLAM2 y PCLAM3) se caracterizaron por espectrofotometria, Espectrometria
Infrarroja por Transformada de Fourier de Reflexién Total Atenuada (ATR-FTIR),
Cromatografia de Premiacion en Gel (GPC), Analisis Termogravimétrico (TGA) y Calorimetria

Diferencial de Barrido (DSC).

7.4.1. Espectrometria Infrarroja por Transformada de Fourier de Reflexion Total

Atenuada (ATR-FTIR)

El ATR-FTIR utiliza una fuente de luz infrarroja que atraviesa la muestray llega a un detector,
el cual mide con precision la cantidad de luz absorbida por la muestra, en una longitud de

39




onda de (4000-500) cm™. Esta absorcidn crea una huella espectral Gnica que se utiliza para
identificar la estructura molecular de la muestra y muestra bandas caracteristicas de los
grupos funcionales que tiene la misma.

Las muestras fueron secadas en un desecador con una bomba de vacio marca Vacuubrand
modelo RZ 2.5. Fueron corridas en un equipo Thermo Scientific, Nicolet 6700. Se hizo una
corrida del ambiente, se colocé la muestra (alrededor de 20 mg), se sujetd por medio de un
tornilloy el rango de medicidn fue de (4000-500) cm™. Se trataron los datos con el programa
OriginPro 9.0°.

7.4.2. Resonancia Magnética Nuclear de Protdn (*H-NMR)

La Resonancia Magnética Nuclear (en inglés, NMR) es una técnica espectrométrica para
determinar las estructuras quimicas. Cuando un nucleo atémico con un momento
magnético se coloca en un campo magnético, tiende a alinearse con el campo aplicado. La
energia requerida para invertir esta alineacion depende de la fuerza del campo magnético
y en menor medida, del entorno del nucleo, es decir, de la naturaleza de los enlaces
quimicos entre el &tomo de interés y su vecindad inmediata en la molécula. Esta inversién
es un proceso resonante y sélo se produce en condiciones seleccionadas. Mediante la
determinacién de los niveles de energia de transicién para todos los dtomos en una
molécula, es posible determinar muchas caracteristicas importantes de su estructura. Los
niveles de energia se pueden expresar en términos de frecuencia de radiacién
electromagnética y tipicamente caen en el rango de (5-600) MHz para campos magnéticos
altos. Los cambios espectrales menores debidos al entorno quimico son las caracteristicas
esenciales para interpretar la estructura y se expresan normalmente en términos de
desplazamientos de una parte por millén (ppm) de la frecuencia, como referencia se toma
el Tetrametilsilano.

Las resonancias *H son bastante especificas para los tipos de carbono a los que estdn unidos,
y en menor grado a los carbonos adyacentes. Estas resonancias pueden dividirse en
multiples, ya que los nucleos de hidrégeno pueden acoplarse a otros nucleos de hidrégeno
cercanos. La magnitud de las divisiones y la multiplicidad pueden utilizarse para determinar
mejor la estructura quimica en la vecindad de un hidrégeno dado. Cuando todas las
resonancias observadas se analizan de forma similar, es posible determinar la estructura de
la molécula. Sin embargo, como sdlo se observa hidrégeno, sélo se puede deducir cualquier
rasgo esquelético sin un hidrégeno unido. Pueden surgir complicaciones si la molécula es
muy compleja, porque entonces las resonancias pueden superponerse severamente y
resultar dificiles o imposibles de resolver.

Las muestras fueron secadas en un desecador con una bomba de vacio marca vacuubrand
modelo RZ 2.5. Fueron corridas en un equipo Bruker Avance Il a 400 MHz y se empled
Tetrametilsilano (TMS) como referencia. Se colocé la muestra (alrededor de 15 mg) en un
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tubo de resonancia con 1 mL de cloroformo deuterado (CDCIs). Se trataron los datos con el
programa MestReNova®.

7.4.3. Espectrometria UV-VIS

La espectroscopia UV-Vis se basa en el analisis de la cantidad de radiacién electromagnética
(380nm-780) nm que puede absorber o transmitir una muestra en funcién de la cantidad
de sustancia presente. Cuando la radiacidn incide sobre la muestra se produce una
absorcion parcial de esta radiacién, lo que hace que se produzca una transicidon entre los
niveles energéticos de la sustancia, el resto es transmitido.

Alrededor de 20 mg de muestra se sumergen en 1 mL de agua desionizada durante 1 h, se
secany se agregan 2 mLde Tolueno. Se disuelven 10 mg de Rodamina 6G en 10 mL de buffer
de fosfatos a pH=12. Se hace una separacidon con Tolueno. Después de la separacién se
toman 30 plL y se agregan a cada muestra ya disuelta en Tolueno. Después de agregarle la
Rodamina 6G a las muestras se dejan reposar 30 min en obscuridad. El porcentaje de
funcionalizacién se midié en un espectrofotémetro UV Ocean Optics, Inc. SAD500 a 535 nm
[37]. Se trataron los datos con el programa OriginPro 9.0°.

7.4.4. Cromatografia de Permeacion en Gel (GPC)

La Cromatografia de Permeacién en Gel (GPC), también conocida como Cromatografia de
Exclusion de Tamafio (SEC), es una técnica usada para determinar la distribucién de peso
molecular promedio de una muestra polimérica. Como su nombre indica, GPC o SEC separa
el polimero de acuerdo al tamafio o radio hidrodinamico. Esto se logra inyectando una
pequefia cantidad de (100-400) uL de solucién de polimero (0,01-0,6) % en un conjunto de
columnas que estdn empaquetadas y que son porosas. Moléculas mas pequeias pueden
penetrar en los poros y, por lo tanto, se mantienen en mayor medida que las moléculas mas
grandes que contindan por las columnas y eluyen mas rapido.

El peso molecular promedio en nimero es el peso molecular promedio estadistico de todas
las cadenas de polimero en la muestra y se obtiene por medio de la ecuacién 1:
Iy XN;M;
n=-——
2N;

Ecuacion 1. Peso molecular Mn.

donde Mi es el peso molecular de la cadena y Ni es el nimero de cadenas con ese peso
molecular. Mn puede predecirse por los mecanismos de polimerizacién y se mide mediante
métodos que determinan el nimero de moléculas en una muestra de un mismo peso.

Mw es el peso molecular promedio en peso. Mw tiene en cuenta el peso molecular de una
cadena para determinar las contribuciones al promedio del peso molecular. Mientras mas
masiva es la cadena, mas contribuye a Mw. Estd determinado por métodos que son
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sensibles al tamafio molecular mas que a su niumero, como las técnicas de dispersion de la
luz.
2
IN;M;
- IN;M;

Mw

Ecuacion 2. Peso molecular promedio Mw.

El indice de polidispersidad (PDI) se usa como una medida de la amplitud de una distribucidn
del peso molecular de un polimero. Con una PDI>1 el peso molecular es mas amplio. Un
polimero monodisperso donde todas las longitudes de cadena son iguales, tiene un PDI=1.
Los polimeros sintéticos mejor controlados, tienen un PDI de 1.02 a 1.10. Las reacciones de
polimerizacidn por etapas tipicamente producen valores de PDI=2, mientras las reacciones
en cadena producen calores de PDI de 1.5y 20. El PDI se define:

M
PDI = —
M,

Ecuacién 3. Indice de polidispersidad (PDI).

Se utilizé un cromatoégrafo HPLC Elmer series 200, con una curva de calibracidon de
poliestireno y como fase mdvil THF. Alrededor de 20 mg de muestra se colocd en un vial
con 1 mL de THF grado HPLC. Se filtré en un filtro de teflén y se corrieron las muestras para
saber el peso molecular de cada una de ellas.

7.4.5. Andlisis térmico
74.51. TGA

El andlisis termogravimétrico (en inglés, TGA) mide el grado (rapidez) de cambio en la masa
de la muestra como una funcidon de temperatura o tiempo en una atmosfera controlada. La
técnica puede analizar materiales que exhiben pérdida o ganancia de masa por
descomposicién, oxidacion o pérdida de volatiles (como la humedad de la muestra).

Las muestras fueron secadas en un desecador con una bomba de vacio marca vacuubrand
modelo RZ 2.5. En un equipo TA Instruments SDT Q600 Module DSC-TGA Standard, se
colocaron alrededor de 10 mg de muestra en una charola para TGA, se tuvo una rampa de
calentamiento de 25 °C a 60 °C con una rapidez de calentamiento de 10 °C/min bajo una
atmosfera de N;. Se trataron los datos con el programa TA Universal Analysis®.

7.45.2. DSC

La calorimetria diferencial de barrido (en inglés, DSC), es una técnica de analisis térmico
mediante el cual se obtienen graficas de capacidad calorifica de los materiales en funcién
de la temperatura. Una muestra con masa conocida es calentada o enfriada y los cambios
en su capacidad caldrica son detectados como cambios en el flujo de calor. Esto permite la
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deteccidn de transiciones como la fusidn, transicidn vitrea, temperatura de cristalizacion de
la muestra.

Las muestras fueron secadas en un desecador con una bomba de vacio marca Vacuubrand
modelo RZ 2.5. En un equipo TA Instruments DSC Q100, se colocaron alrededor de 10 mg
de muestra en una charola para DSC, se hizo un ciclo de -80 °C a 100 °C regresando a -50 °C
con una velocidad de calentamiento de 20 °C/min bajo una atmosfera de N. Se trataron los
datos con el programa TA Universal Analysis®.

7.5. Caracterizacion de andamios electrohilados de PCL, PCLAM1, PCLAM2 y PCLAM3

Los andamios fabricados por la técnica de electrohilado se caracterizaron por medio de
microscopia electrénica de barrido (SEM), angulo de contacto, pruebas mecdnicas, ensayo
de degradacién y viabilidad celular in-vitro. Se trataron los datos con el programa Imagel®.

7.5.1. Microscopia Electrénica de Barrido (SEM)

Cuando el tamano de la muestra (fibras fabricadas) esta en el rango de <1 um a 10 nm, es
necesario Microscopia Electrénica de Barrido (SEM). Con el SEM se logra ver la morfologia
y/o hacer andlisis de rayos X (composicion elemental) de la muestra. Esta técnica es
cualitativa.

Las muestras fueron secadas en un desecador con una bomba de vacio marca vacuubrand
modelo RZ 2.5. Del colector de aluminio donde se depositaron las fibras, se corta un cuadro
de 9 mm?Z. En un portamuestra de SEM, se coloca cinta de carbono de doble vista sobre el
portamuestra y se coloca el cuadro previamente cortado sobre la cinta de carbono. Las
muestras no son conductoras, se hicieron conductoras con un recubrimiento de oro sobre
la muestra por medio de un FINE COAT ION SPUTTER JFC-1100. Se utilizé un equipo JOEL
Field Emission JSM-7600F. Se trataron los datos con el programa ImageJ®.

7.5.2. Angulo de contacto

La comprensidn y caracterizacion del mojado en andamios, esta relacionado con muchas
aplicaciones como la adhesién celular y la permeabilidad. El mojado se caracteriza por
medio de la medicion del dangulo de contacto formado entre una gota de liquido y una
superficie sdlida. Esta medida es una herramienta relativamente simple, Util y sensible para
evaluar la energia de superficie de los andamios.

6 <90° 6 =90° 6 >90°

Vsl

Figura 16. Los dngulos de contacto © < 90 ° son hidrofilicos, mientras que dngulos de
contacto © > 90 ° son hidrofobicos [38].
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Si la superficie del andamio es ideal (es decir, rigida, plana, lisa, quimicamente homogénea,
insoluble y no reactiva), la medicion del angulo de contacto y su interpretacion es directa y
se puede relacionar con la ecuacion de Young. A partir del angulo de contacto ideal y de la
ecuacién de Young, la energia superficial se puede calcular utilizando correlaciones
apropiadas para las tensiones interfaciales. La ecuacién de Young describe el angulo de
contacto de una gota de liquido sobre una superficie ideal que es definida por el equilibrio
mecanico de la gota bajo la accion de tres tensiones interfaciales, donde ¥y, Ys» Y Vsi
representa la tension liquido-vapor, solido-vapor y solido-liquido, respectivamente y 8y es
el angulo de contacto.

YiwC0SOy = Yo — Vs

Ecuacién 4. Ecuacion de Young

Las muestras (n=3) fueron secadas en un desecador con una bomba de vacio marca
vacuubrand modelo RZ 2.5. Los andamios se retiraron del colector de aluminio para que el
aluminio no interfiriera con la medicién. La interaccion entre la gota y el andamio se capturo
por medio del software pinacle Studio® en un gonidmetro Ramehart, inc. Modelo 100-07-
00, con una cdmara de video de 1080 p. Se utilizé una gota de agua desionizada de 2 pL a
través de un dispensador digital previamente calibrado. Se trataron los datos con el
programa Imagel®.

7.5.3. Pruebas mecanicas

La tension uniaxial, determina la fuerza y la deformacién por medio del estiramiento de una
probeta estandarizada. La tension uniaxial, se define una fuerza (F) que se aplica sobre una
probeta con un area (A).

F

O':A—O

Ecuacion 5. Ecuacidn de esfuerzo

Se siguié la norma ASTM D1708-96 con un numero de probetas n=5 con un espesor en
promedio de 0.2 mm. De los andamios fabricados de PCL, PCLAM1, PCLAM2 y PCLAM3, se
cortaron de la placa las probetas por medio de un suaje con una prensa hidrdulica. La
probeta se desprende de la placa de aluminio. Se analizaron en un equipo CT3 Texture
Analyzer, Brookfield con una carga inicial de 0.07 N y una rapidez de 10 mm/min a
temperatura ambiente y con las probetas en seco. Se trataron los datos con el programa
OriginPro 9.0.

7.5.4. Degradacion

La rapidez y el mecanismo de degradacion (erosién superficial o masa) afectaran las
propiedades mecdnicas del andamio: los polimeros donde se erosiona la superficie
mantienen su estructura fisica hasta que la masa molar del polimero es suficientemente
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baja para la disolucion del polimero en el medio acuoso; van perdiendo propiedades
mecanicas lentamente con el tiempo. El proceso regenerativo de los tejidos se verd
comprometido por los productos de la degradacién si son toxicos [39]. La degradacion es a
través de una hidrolisis de la cadena, con productos acidos, lo que provoca una respuesta
inflamatorio [40].

_[_3 J_Hidrdliﬁiﬁ 9 o
onn oot QD) O

Estructura de Acido Alcohol Erosion en volumen
un poliéster carboxilico ej. poliéster

Figura 17. Degradacion por hidrolisis; ocurre cuando el agua penetra en el andamio y
comienza a degradar desde dentro del andamio.

7.6. Cultivo y sembrado celular

El aislamiento de fibroblastos se realizd a partir de biopsias de piel humana con la
aprobacién del Comité de Etica de la Facultad de Medicina, UNAM. La separacién de la
epidermis y dermis se llevd a cabo mediante dispara 1 mg/mL y tripsines EDTA. Las dermis
fueron procesadas como explantes y se mantuvieron dos semanas hasta confluencia de las
cajas Petri. Los cultivos primarios fueron mantenidos con medio DMEM suplementado con
10 % suero bovino fetal y 1 % antibidtico en condiciones estandar de cultivo 37 °Cy 5 % COa.
El cambio de medio de cultivo se realizé cada tercer dia. Se mantuvieron en cultivo primario
durante dos semanas.

Los ocho andamios diferentes de PCLAM obtenidos fueron sembrados a una densidad de
15 000 células en cada uno y se mantuvieron en cultivo por varios dias en las condiciones
antes descritas. Para los ensayos de viabilidad, los andamios sembrados fueron incubados
con calceina y homodimero de etidio durante una hora y posteriormente se lavé con PBS
para retirar residuos del kit ya mencionado. Finalmente se montaron en un portaobjetos
con unas gotas de PBS y se analizaron en el microscopio Olympus Eclipse.

7.7. Viabilidad celular

La viabilidad celular nos indica si el andamio puede mantener a las células vivas o no. Fue
evaluada mediante el kit de citotoxicidad/viabilidad LIVE/DEAD®. El kit contiene calceina
gue es metabolizado Unicamente por células vivas, reduciéndolo a un fluorocromo que nos
dard una seial verde al ser excitado por un microscopio de fluorescencia. El otro
componente del kit es el homodimero de etidio que se une al nucleo de aquellas células
gue presentan una membrana danada por donde es capaz de penetrar el homodimero. Bajo
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microscopio de fluorescencia, los nucleos de estas células se tifien de rojo. Se estudid la
viabilidad a los 2, 8, 14 dias de cultivo sobre los andamios.

7.8. Liberacion de farmaco

El ensayo de liberacién de farmaco fue por medio de la insercidon de los andamios en un
buffer salino de fosfatos a 1X (PBS) con pH 7.4 a 37 °C. Los andamios fueron sumergidos en
5 mL de PBS a 1X. Se tomaron 2 mL de PBS y se agrego el volumen tomado con PBS nuevo
a2h,4h,6h,8h,16 h,38 h, 86 hy 130 h. Se midid la cantidad de farmaco liberado en un
espectrofotémetro Ocean Optics, Inc. SAD500 a 275 nm [41]. La cantidad del farmaco
liberado se estimdé de acuerdo con una curva de calibracion del diclofenaco sédico. Se
trataron los datos con el programa OriginPro 9.0.
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8. Resultados

© MAZIL ANDEZSON

T | A
|

WM ANDEETOONS. Lo

"You won't believe it! Anderson’s experiment...
the results... theyre conclusive! Conclusive I tell you!”
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8.1. Funcionalizacion de PCL con AM

Existen varios tipos de iniciadores, perdxidos (ROOR) e hidroperéxidos (ROOH) son los mas
utilizados [42]. Los perdxidos son térmicamente inestables y se descomponen en radicales
a una temperatura y rapidez dependientes de la estructura. Para la funcionalizacién se
utilizé BPO (que tiene una estructura ROOR). El BPO experimenta una homolisis térmica
para formar radicales benzoiloxi (Figura 18 a). Los radicales benzoiloxi pueden sufrir una
variedad de reacciones ademas de afiadir mondmero, recombinacion, descomposicion a
radicales fenilo y diéxido de carbono (Figura 18 b). A continuacion, los radicales benzoiloxi
desprotonizan los 4&tomos de carbono que se encuentran en la posicion a de la cadena de
PCL; el AM reacciona para atrapar los radicales formados en la cadena de PCL y/o en sus
extremos de cadena (Figura 18 c,d), los mondmeros con insaturacidon distribuida
simétricamente, tales como el anhidrido maléico, son incapaces de reaccionar con radicales
libres derivados de ellos mismos [34]; la probabilidad de formacién de poli(anhidrido
maléico) durante la reaccion de funcionalizacidon es minima pero no eliminada (Figura 18 f)
o hacer una transferencia de cadena (es decir, una extraccién de atomos de hidrégeno de
la posicidn C; de la cadena de PCL) (Figura 18 e) o combinar con macrorradicales (Figura 18
g) o combinar con otros radicales PCL (Figura 18 h).

El efecto de la temperatura en la funcionalizacion se ve reflejada en la descomposicion del
iniciador y por lo tanto con mds temperatura se producen mas radicales y aumenta la
funcionalizacién de la PCL. Estos radicales pueden recombinarse con otros radicales,
eliminando los sitios de injerto, es decir, afectando la eficiencia de la funcionalizacién. La
funcionalizacién aumenta con la temperatura, alcanza un maximo y luego disminuye. En
este trabajo se opté por mantenerse debajo de la temperatura éptima que presenta la
referencia [23,34,35], que esta alrededor de 150 °C antes de que exista la recombinacion
entre radicales benzoiloxi.

La concentracion del BPO también es importante, porque al aumentar esta concentracién
aumenta la funcionalizacion. Esto es porque al haber mas radicales hay mas puntos donde
se puede insertar el AM. En este trabajo se usé una concentracién 2 wt % como maxima
[23,34,35], para reducir el grado de entrecruzamiento y aumentar el grado de
funcionalizacién.

El porcentaje de funcionalizacién también esta afectado por la concentracion de AM, se usé
el 10 wt % [23,35] porque se ha demostrado que tiene un buen porcentaje de
funcionalizacién. Una concentracion baja de AM puede causar el entrecruzamiento entre
las cadenas de PCL [34]. Estas reacciones tienen bajo porcentaje de funcionalizacion porque
el AM tiene impedimento estérico entre las cadenas de PCL.
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Figura 18. Posible mecanismo de reaccion. Reaccion de funcionalizacion por radicales
libres, usando BPO como iniciador. Modificado de referencias [23,35,43,44].

Los subproductos de estas reacciones (por ejemplo, grupos terminales hidroxilo, carboxilico
y oligdmeros) que incluyen mondmeros residuales, aumentan la degradacion térmica del
PCL, dando como resultado la reduccién de Mn. Las concentraciones utilizadas de AM y BPO
con los tiempos de reaccion, desempeiian un papel importante en el grado de injerto y
cambio en Mn de PCLAM, esto se puede identificar por GPC [43].
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8.1.1. Porcentaje de funcionalizacion por medio de espectrofotometria

Se obtuvo el mayor porcentaje de injerto en el PCLAM3, esto se debe a que la reaccién es
por masa y el anhidrido maléico interactia mas con la cadena de PCL ya que tiene una
temperatura mayor a la del punto de fusiéon y por mas tiempo. El factor de la temperatura
es una variable muy importante como lo podemos observar en la Tabla 11.

Tabla 11. Porcentaje de funcionalizacion de PCLAM1, PCLAMZ2 y PCLAM3. Tomando
como blanco PCL para comprobar la reaccidn de funcionalizacion

Muestra Concentracion de C=0 (g/mL)
PCLAM1 1.63
PCLAM2 1.84
PCLAM3 2.04

8.1.2. Andlisis de grupos funcionales por FTIR

El espectro de PCL no presenta ninguna banda en 2894 cm™, a comparacién de PCLAM1,
PCLAM2 y PCLAM3. La banda 2894 cm™ corresponde a la vibracién del enlace C,-H y C7-H
gue se encuentran en la posicién C; de la cadena de PCL y el C; del anhidrido succinico. La
banda R3-CH se encuentra alrededor de (2890-2880) cm™ y son muy débiles, los C=0
asimétricos y simétrico se encuentra en 1860 cm™ a 1850 cm™ y 1820 cm™*a 1760 cm™
respectivamente [45]. En la Figura 19 podemos observar las bandas que corresponden al
PCLAM1, PCLAM2 y PCLAM3 y no estan en el espectro de PCL, confirmando que si existe un
anclaje quimico en PCLAM. En la Tabla 12 estan las bandas caracteristicas de la PCL
obtenidas y con algunas referencias consultadas. En los Anexo 1, Anexo 2, Anexo 3 y Anexo
4 se puede encontrar los espectros de FTIR de PCL, PCLAM1, PCLAM2 y PCLAM3.
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Figura 19. Espectro FTIR de PCL, PCLAM1, PCLAM?2 y PCLAM3. Banda en 2894 cm™ correspondiente al AM, que no aparece el
espectro de PCL.

51



Tabla 12. Bandas caracteristicas de PCL, PCLAM1, PCLAM2 y PCLAM3

Bandas obtenidas (cm™) Referencias
Tipo de vibracién — o~ ™ 3 s s
@) = = 2 - I I R<
O < < < — 3 S5 S
& O O O © = Q| =0
a a a = a a

Estiramiento asimétrico CHz | 2942 | 2942 | 2942 | 2942 | 2949 | -

Estiramiento simétrico CH, | 2865 | 2863 | 2863 | 2863 | 2865

Estiramiento carbonilo 1724 | 1720 | 1720 | 1720 | 1727 | 1725 | -

Estiramiento en la fase

. Hrar 1292 | 1294 | 1294 | 1294 | 1293 | - ;
Q cristalina C-Oy C-C
Estiramiento en f
>tiramiento en fase 1157 | 1166 | 1157 | 1164 | 1157 | - ;
amorfa C-Oy C-C
Estiramiento asimétrico C-
Osc'ram'enoas'me fico 1240 | 1240 | 1240 | 1240 | 1240 | - ;
Estiramiento simétrico C=0
rami Imetric ; 1779 | 1778 | 1783 | - 1780 | 1783
del AM
<§( Estiramiento asimétrico
3 ] 1849 | 1849 | 1847 | - 1850 | 1856
& C=0 del AM
Estiramiento Rs-CH ; 2892 | 2894 | 2894 | - 2892 | 2892

8.1.3. Estructura de PCL, PCLAM1, PCLAM2 Y PCLAM3 por *H-NMR

Con esta caracterizacidn buscamos saber qué estructura presentadas en la Figura 16 e, f, g, h
tiene PCLAM1, PCLAM2 y PCLAM3 con respecto al PCL que conocemos previamente.

La sefal de los protones de la cadena de PCL se ubican en Hi, Hy, Hs, Ha, Hs, Hs, H7, Hs, Ho y Hig;
las sefiales de los protones que se formaron del injerto del anhidrido succinico Hi1, H12 y Hi3 (Tabla
13). En los lugares de la cadena de PCL donde hubo injerto, Hi1 y H1 se traslapan, obteniendo una
sefial a 3.66 ppm. Las sefiales de Hi y His, se traslapan con Hg y Hip por la cercania del O del
carbonilo del anhidrido; esto lo podemos concluir porgue en el espectro de PCL puro, no aparece
la sefial de Hi1 y las sefiales de Hg y H1io son menores en PCL puro y en PCLAM aumentan. En la
Figura 20 (PCL), Figura 21 (PCLAM1), Figura 22 (PCLAM?2) y Figura 23 (PCLAM3) se observan las
sefiales obtenida por H-NMR.
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Tabla 13. Sefiales en 1H-NMR de PCL, PCLAM1, PCLAM?2 y PCLAM3. Teniendo la sefial del
enlace de la PCL y el AM en 3.66 ppm.

PCL PCLAM1 PCLAM2 PCLAM3 [35]
Hs, He 4.08 4.08 4.07 4.08 4.08
Hi, H2 2.32 2,32 2.32 2.32 2.30
Hs, Ha, H7, Hg | 1.67 1.67 1.66 1.67 1.60
Ho, H1o 1.40 1.40 1.39 1.40 1.39
Hi1 X 3.67 3.68 3.66 3.65

Se puede concluir que al tener mayor concentracion de BPO, hay un porcentaje mayor de injerto
del anhidrido succinico en la cadena de PCL. De igual manera lo vemos con el aumento de
temperatura de 70 °Ca 110 °C.
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Figura 20. Espectro de resonancia magnética nuclear de protdn de la PCL. No muestra ninguna
sefial en 3.66 ppm.
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Figura 21. Espectro de resonancia magnética nuclear de proton de la PCLAM1. Aparece una
sefial alrededor de 3.66 ppm, perteneciente al proton Hi y H11 del enlace entre C, y C;.
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Figura 22. Espectro de resonancia magnética nuclear de protdn de la PCLAM2. Aparece una
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Figura 23. Espectro de resonancia magnética nuclear de proton de la PCLAM3. Aparece una
sefial alrededor de 3.66 ppm, perteneciente al proton Hi y H11 del enlace entre C, y C;.

8.1.4. Andlisis de pesos moleculares por GPC

La reaccion de funcionalizacion se basa en la desprotonacion de un hidrogeno en la posicion C;
de la PCL. La diferencia de los pesos moleculares calculados por GPC es provocada por la habilidad
de los radicales benzoiloxi de tomar el dtomo de hidrogeno de la PCL. La solubilidad y/o movilidad
también juegan un papel importante en esta reacciéon porque los radicales benzoiloxi si no se
pueden mover, provocaran un entrecruzamiento [34], al contrario, si tienen movilidad en la
reaccidn tienen mas posibilidad de encontrar las posiciones C, de la cadena de PCL, desprotonizar
e injertar el anhidrido succinico en C,. En el caso de que tengan movilidad los radicales benzoiloxi
bajara el peso molecular (Mn) [43] por las reacciones secundarias que pueden ser de degradacion
del PCL, homopolimerizacion de AM o reacciones terminales; esta es la probable explicacién de
gue el PCLAM1 tenga el menor Mn de todos. La funcionalizacién de PCLAM?2, se llevé a cabo en
solucion, por lo que se puede concluir que los radicales benzoiloxi tuvieron movilidad al inicio de
la reaccidn, conforme el Tolueno se evaporaba lentamente, los radicales perdian su movilidad, al
quedar atrapados entre las cadenas las rompian debido a la temperatura utilizada (degradando
el material al mismo tiempo); concluyendo, que es muy probable que por estas reacciones
secundarias tenga el menor Mn de todos.
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Tabla 14. Pesos moleculares PCL, PCLAM1, PCLAM2 y PCLAM 3.

Polimero Mn Mw PDI

PCL 117710 201 750 1.71
PCLAM1 93670 162 880 1.73
PCLAM2 73 280 143 140 1.95
PCLAM3 98 730 202 240 2.04

En la Tabla 14 se encuentran Mn, Mw y PDI. El PCLAM3, por ser un tipo de funcionalizacién en
masa, es muy probable que exista entrecruzamiento de cadenas por la ausencia de movilidad de
los radicales generados, aumentando el Mn a comparacién de PCLAM1 y PCLAM2 que son en
solucion [48]. La polidispersidad (PDI) también se ve afectada en todas las muestras por el
incremento de anhidrido succinico injertado en la PCL, que provoca cadenas irregulares y por
ende, aumenta la PDI [35]. La disminucion de Mw en PCLAM?2 a comparacién de PCLAM1, es
porque las cadenas de PCLAM2 son mas cortas a comparacion de PCLAM1.

8.1.5. Andlisis de pérdida de masa por TGA

Se estudia la estabilidad térmica de la PCL, PCLAM1, PCLAM2 y PCLAM3 por medio de analisis
termogravimétrico. Es importante este estudio porque nuestras reacciones de funcionalizacién
estan a temperaturas por arriba de su temperatura de fusién y por el tipo de reaccién que se
realiz6 puede cambiar las propiedades térmicas del PCLAM1, PCLAM2, PCLAM3 a comparacién
del PCL. La Figura 24 se encuentran los termogramas realizados con una atmosfera de Nitrégeno,
un intervalo de temperatura de 10 °C hasta 600 °C con una rampa de calentamiento de 10 °C/min.
Las muestras comienzan a degradarse a los 350 °C [49] hasta los 450 °C [50].
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Figura 24. Pérdida de masa en funcion de la temperatura de PCL, PCLAM1, PCLAM2 y
PCLAMS3.
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Tabla 15. Temperaturas de degradacion por medio de “on set Point”

Muestra Masa (mg) Td (°C) Masa perdida (%)
PCL 6.6540 356.83 99.62
PCLAM1 5.4810 357.56 98.92
PCLAM2 7.4980 357.02 98.50
PCLAM3 4.3920 356.76 97.18

En la Tabla 15 se observa la temperatura de degradacion de los polimeros de este trabajo. Se
observa arriba de los 450 °C una pequeiia pérdida de masa. No es posible concluir realmente que
sea la degradacién térmica del ciclo del anhidrido succinico, pero esta va aumentando a mayor
porcentaje de injerto. La temperatura de degradacion del anhidrido succinico esta entre 351 °Ca
502 °C [51]. Las temperaturas de degradacion de las diferentes muestras, son muy altas y por
ende no afectan a la aplicacion de la ingenieria de tejidos que se propone en este trabajo.

8.1.6. Analisis de transiciones por DSC
La cristalinidad se calculd por medio de la siguiente ecuacion:

_ AH,, — AH,

Xc = x100
AH,,,
Ecuacion 6. Ecuacion de porcentaje de cristalinidad.

Donde AHmo = 136 J/g que es el calor de fusidon de PCL 100 % cristalina [52], AHm entalpia de
fusion y AHc entalpia de cristalizacion.

Tabla 16. Tc, Tm y Tg de PCL, PCLAM1, PCLAM2 y PCLAM3

Muestra Tc(°C) | AHc(J/g) | Tm (°C) | AHM (J/g) | Tg(°C) | Xc (%)
PCL 33.66 53.12 56.76 89.35 -60.40 | 26.63
PCLAM1 35.27 65.06 57.89 107.8 - 31.42
PCLAM2 35.11 55.44 57.11 97.55 - 30.96
PCLAM3 32.87 59.77 54.99 100.3 - 29.80

En la Tabla 16, observamos Tc, AHc, que son temperatura de cristalizacién y entalpia de la
temperatura de cristalizacion, Tm, AHm, es la temperatura de fusion y la entalpia de la
temperatura de fusion, Tg, temperatura de transicion vitrea y Xc, porcentaje de cristalinidad. En
los experimentos realizados, se obtuvo para la PCL Tg=-60.40, Tc=33.6, y Tm=56.76 °C; con
referencias consultadas tuvimos resultados semejantes PCL Tg=-60 °C, Tc=29.7 °C [53] y Tm="56
°C [54].
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El PCLAM1 cuenta con un Xc=31.42 %, seguido por PCLAM2 con Xc=30.96 % y por ultimo PCLAM3
con Xc=29.80 %. Existe una tendencia en estos resultados donde se observa que el grado de
injerto afecta directamente a la cristalinidad, con los datos de la Tabla 11 se observa que la
muestra con mayor injerto es el PCLAM3, dando el menor Xc, PCLAM1 con el menor grado de
injerto y es el que tiene mas Xc, de las muestras funcionalizadas. Al funcionalizar la PCL,
provocamos que la cristalinidad cambie por el tratamiento térmico y por el injerto; la cristalinidad
disminuye al aumentar el grado de injerto [48]. La Tc y Tm de las muestras de igual manera
cambian por la temperatura que tiene la reaccidn de funcionalizacidn, se observa que la muestra
gue tiene menor temperatura de Tcy Tm, es el PCLAM3 y va aumentando conforme tiene mas
porcentaje de cristalinidad la muestra.

Se corrieron las muestras a una rapidez de calentamiento a 5, 10 y 20 °C/min y en los
termogramas no se logran ver la Tg con atmosfera de N,. Observamos que el polimero que tiene
mayor porcentaje de cristalizacidon % Xc, es el PCLAM1, seguido de PCLAM2, PCLAM3 y siendo el
mas amorfo la PCL.

8.2. Caracterizacion de andamios electrohilados de PCL y PCLAM

Los andamios fabricados por electrohilado a las condiciones de 20 cm, 15 kV y 0.5 mL/h sobre una
placa de aluminio 8 cm x 8 cm se caracterizaron por medio de SEM, dngulo de contacto, pruebas
mecanicas, ensayo de viabilidad y su degradacion en un ensayo in-vitro.

8.2.1. Morfologia de andamios por SEM

El didmetro de fibra mds grande se obtuvo para PCL (687 + 94) nm, las muestras PCLAM1, PCLAM?2
y PCLAMS3, tienen didmetros de fibras menores tal como se indica en la Figura 25, Figura 26, Figura
27 y Figura 28, esto muy probablemente se debe a que los grupos carboxilos del AM producen
gue la solucién polimérica se haga mas conductora, provocando que el campo eléctrico adelgace
aun mas el jet. Se midieron 100 fibras de las micrografias obtenidas por SEM a x5000 aumentos,
con estos datos se realizaron histogramas para tener la distribucidn de diametros de las fibras
obtenidas de cada muestra.
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Figura 25. Micrografia de SEM y distribucion de didmetros de fibras fabricadas de PCL. Se
obtuvieron diadmetros de 687 nm con una desviacion estandar de 94 nm.
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Figura 26. Micrografia de SEM y distribucion de diadmetros de fibras fabricadas de PCLAM1. Se
obtuvieron didmetros de 468 nm con una desviacion estandar de 185 nm.
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Figura 27. Micrografia de SEM y distribucion de didmetros de fibras fabricadas de PCLAM2. Se
obtuvieron didmetros de 395 nm con una SD de 190 nm.
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Figura 28. Micrografia de SEM y distribucion de didmetros de fibras fabricadas de PCLAM3. Se
obtuvieron diagmetros de 354 nm con una desviacion estdndar de 75 nm.

Las fibras obtenidas de PCL que se muestran en la Figura 25, tienen una distribucién homogénea
a comparacion de las muestras PCLAM1 (Figura 26) y PCLAM2 (Figura 27). Se observa que son las
fibras con el mayor diametro. La funcionalizacién logré disminuir el didametro de fibras, con el
aumento de grupos carbonilos sobre la cadena de PCL. PCLAM1 y PCLAM2 tienen una distribucién
heterogénea en los diametros, ya que en la micrografia se observan fibras mas delgadas que otras
con lo que se concluye en el histograma ya que existe una gran desviacién estandar en las
mediciones de estas dos muestras; representando la desviacién estandar la homogeneidad del
didametro de las fibras. Para PCLAM3 (Figura 28) se obtuvieron los didmetros mas bajos y
homogéneos; probablemente se debe porque es el que tiene un mayor porcentaje de injerto.
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8.2.2. Hidrofobicidad por angulo de contacto

El mojado de los biomateriales es muy importante para que se puede tener una idea de como se
comportara el andamio en un entorno fisioldgico. De esto depende de que las células puedan
tener una mejor adhesién al andamio y proliferen en el mismo. Las mediciones del angulo de
contacto (B) se muestran en la Figura 29, mostrando que los andamios fabricados son
hidrofdbicos, el mayor angulo de contacto lo tiene la PCL; 6=(130.46 + 2.5) ° [55]. Se logré reducir
la hidrofobicidad con la funcionalizacion de la PCL.

Cuando se tiene un didametro de fibra alto, existe una porosidad grande en el andamio, esto
provoca que se pueda interiorizar el agua en los poros [56,57], ademads, con la contribucién de los
grupos carbonilos (grupos polares) de anhidrido succinico que tiene la cadena de PCL disminuye
un poco el dngulo de contacto [58]. Algo que también puede afectar en el angulo de contacto (o
humectacioén), es la orientacidon de los grupos carbonilos, composicién quimica sobre la superficie
de la fibra cuando el didmetro de fibra se encuentra en escala nanométrica [59]. Estudios hechos
con fibras de poli(fluoruro de vinilideno) que es hidrofébico, por medio de la técnica de Brunauer-
Emmett-Teller (BET), las fibras con diametros pequefios tienen una mayor area superficial a
comparacion de fibras con didmetros mayores, es decir, con un area superficial mayor el angulo
de contacto aumenta y con una menor cantidad de area superficial el dngulo de contacto
disminuye [57].

Por medio de la Figura 25 podemos observar, que el andamio de PCL tiene el mayor didmetro de
fibra, teniendo un didmetro de fibra de (687 + 94) nm, al tener mayor diametro, tiene menor area
superficial [56,57] a comparacion de PCLAM1 que tiene un didmetro de fibra de(468 + 185) nm,
PCLAM2 con (395 + 190) nm y PCLAM3 con (354 + 75) nm. Se puede concluir que PCLAM1 y
PCLAM2 disminuyen el angulo de contacto por la distribucidén heterogénea de fibras provocando
gue tenga menor area superficie por las fibras con mayor didmetro y en PCLAM3 aumenta el
angulo de contacto, porque las fibras son mas delgadas, por ende, el area superficial es muchos
mas alta, impidiendo que la gota humecte la superficie del andamio.
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Figura 29. Angulo de contacto de andamios de PCL, PCLAM1, PCLAM2 y PCLAMS3.
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8.2.3. Propiedades mecanicas por pruebas de tensidn uniaxial

El andamio debe de cumplir los requerimientos mecanicos donde se quiere implantar. El médulo
de Young para la piel se encuentra entre 0.4 MPa - 20 MPa [60,61].

En referencias el mddulo de Young de PCL en bulto, se encuentra alrededor de 19016 MPa [62].
Las pruebas mecanicas se vieron afectadas por el diametro de fibra [64]; los resultados del
modulo elastico fueron PCL (3.86 MPa), PCLAM1 (1.84 MPa), PCLAM?2 (3.73 MPa) y PCLAM3 (4.53
MPa) mostrados en la Figura 30. Recordemos que PCLAM1 y PCLAM2, tienen mayor diametro y
PCLAM3 el menor, esto provoca que PCLAM1 tenga mayor porosidad y en consecuencia que el
modulo de Young sea el mas bajo [63]; conforme disminuye el didmetro de fibra, aumenta el
Mddulo de Young y el esfuerzo maximo. El esfuerzo a la tensién de varias fibras pequefias es
mucho mayor al esfuerzo de pocas fibras con didmetro mayor. El mddulo de Young de andamios
electrohilados de PCL se encuentra en 3.8+0.8 MPa [63].
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Figura 30. Mddulo de Young y esfuerzo mdximo de PCL, PCLAM1, PCLAM2, PCLAM 3.

8.2.4. Determinacion de viabilidad celular sobre los andamios electrohilados PCL,
PCLAM1, PCLAM2 y PCLAM3

Se evalud la viabilidad de fibroblastos humanos sobre los andamios de PCLAM1, PCLAM2 Y
PCLAM3, teniendo como control aquellos cuyas fibras Unicamente eran de PCL. De igual manera,
se sembraron células en una placa multipozo de cultivo a la misma densidad que los andamios
para evidenciar la morfologia y viabilidad de células.
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A los dos dias de cultivo, los fibroblastos sembrados sobre el andamio de PCL puro, hay pocas
células a comparacion de PCLAM1, PCLAM2 y PCLAM3. Aunque los PCL, PCLAM1, PCLAM2 y
PCLAM3 tienen poca diferencia respecto al angulo de contacto al parecer el cambio en la
composmon qwmlca si afecta a las células. Esto se ve porque conforme tiene mayor

Figura 31. Fibroblasto sembrado en placa
multipozo.

celular en el andamio. De igual forma,

funcionalizacién el polimero, la viabilidad celular
aumenta. Cuando los fibroblastos humanos se
encuentran en un ambiente idéneo, su morfologia
es alargada Figura 31, si sucede que la morfologia
no es alargada, o la célula tiene forma circular u
otra forma atipica [65], el ambiente no es el idéneo
para las células de fibroblastos humanos.

Indirectamente, podemos evidenciar que a lo largo
de los dias la confluencia celular aumenté sobre la
superficie del andamio. Es evidente como de los 2
dias a los 14 dias, se presenté una mayor
confluencia ya que se puede ver colonizado todo el
andamio de fibroblastos, es decir, existe viabilidad
indirectamente con la morfologia alargada que

presentaron podemos sugerir adhesién celular.

63



14 dias

100 pm

Figura 32. Cultivo de fibroblastos sobre el andamio PCL. Micrografias a x10 aumentos, tomadas a los 2, 8 y 14 dias. Células
vivas de color verde (Calceina) y muertas de color rojo (Homodimero de etidio).

14 dias

100 ym

Figura 33. Cultivo de fibroblastos sobre el andamio PCLAM1. Micrografias a x10 aumentos, tomadas a los 2, 8 y 14 dias.
Células vivas de color verde (Calceina) y muertas de color rojo (Homodimero de etidio).
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100 pm 100 ym 100 um

Figura 34. Cultivo de fibroblastos sobre el andamio PCLAM2. Micrografias a x10 aumentos, tomadas a los 2, 8 y 14 dias.
Células vivas de color verde (Calceina) y muertas de color rojo (Homodimero de etidio).

14 dias -

100 pm

Figura 35. Cultivo de fibroblastos sobre el andamio PCLAM3. Micrografias a x10 aumentos, tomadas a los 2, 8 y 14 dias.
Células vivas de color verde (Calceina) y muertas de color rojo (Homodimero de etidio).
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8.3. Caracterizacion de andamios PCLAM/Col /DS

Se fabricaron andamios de los polimeros de este trabajo (PCL, PCLAM1, PCLAM2 y PCLAM3)
con Colageno Tipo 1 Hidrolizado (Col) y Diclofenaco Sédico (DS). En la Tabla 17 se
encuentran las condiciones con los mejores resultados del disefio experimental (didmetro
de fibra pequefio, sin bulbos, fibras continuas). El colector fue de aluminio con medidas de
(8 x 8) cm. Se caracterizaron estos andamios por FTIR, SEM, dngulo de contacto, ensayo de
viabilidad y liberacidn del DS in-vitro.

Tabla 17. Condiciones de electrohilado para andamios (PCL, PCLAM1,
PCLAM?2, PCLAM3)/Col/DS.

Diferencia
Muestra Proporcién DS (%) de potencial | Flujo (mL/h)
(kV)

80:20 33 8 0.3
5
9 50:50 15 15 0.3
(@]
e 20:80 10 12 0.3
S 80:20 10 15 1
Q
g 50:50 15 15 0.3
<
O 20:80 10 12 0.3
[a
S 80:20 15 12 0.5
Q
g 50:50 15 15 0.3
<
0 20:80 10 12 0.3
(a8
S 80:20 15 12 0.5
@)
2 50:50 15 15 0.3
<
E" 20:80 10 12 0.3

8.3.1. Andlisis de grupos funcionales por FTIR

En los espectros de las Figura 36, Figura 37, Figura 38, Figura 39 se observa que la banda de
(OH)? que se encuentra alrededor de 3264 cm™ y -NH a 3066 cm™ va creciendo con el
aumento de Col que tienen los andamios y aparecen bandas cercanas a los 500 cm™ por el
diclofenaco sédico [66], que tiene algunas bandas caracteristicas en 1394 cm™ y 847 cm™.
También prevalecen las bandas caracteristicas del polimero que se encuentra en 2942 cm™
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(estiramiento asimétrico CH), 2865 cm™ (estiramiento asimétrico CH,) 1720 cm™
(estiramiento de C=0) y para el caso de PCLAM1, PCLAM2 y PCLAM3 una banda adicional
en 2892 cm! (estiramiento R3-CH).
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Figura 36. Espectro FTIR de PCL/Col/DS. Se muestra como la banda de los (OH)* va
creciendo por el aumento del Colageno tipo 1 Hidrolizado en el andamio.
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Figura 37. Espectro FTIR de PCLAM1/Col/DS. Se muestra como la banda de los (OH)* va
creciendo por el aumento del Coldgeno tipo 1 Hidrolizado en el andamio.
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Figura 38. Espectro FTIR de PCLAM2/Col/DS. Se muestra como la banda de los (OH)* va
creciendo por el aumento del Coldgeno tipo 1 Hidrolizado en el andamio.
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Figura 39. Espectro FTIR de PCLAM3/Col/DS. Se muestra como la banda de los (OH)* va
creciendo por el aumento del Coldgeno tipo 1 Hidrolizado en el andamio
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Tabla 18. Bandas caracteristicas de Colageno Tipo 1 Hidrolizado y Diclofenaco Sddico.

Bandas Referencias
Tipo de vibracion obtenidas
(cm™) [67] [68] [69] [66]
Amida Ay Amida B | 3264 3295,
(-OH) 3282
o Amida Ay Amida B | 3066 3066 2932
T |(NH)
N
_g v(C=0) Amida | 1633, 1519 1700- 1650(cuerpo) | 1630-
T C=0 1600 , 1645(pie) 1635
§ 8(CHa2) y 8(CHs) 1442,1394 | 1480- | 2924(cuerpo)
o 1350 |, 2960(pie)
(0]
£c° v(C-N) y 6(N-H) 1236, 1199, 1300- 1235(cuerpo)
S Amida Il 1159 1180 |, 1242(pie)
v(C-0) y v(C-0-C) 1079, 1022 1100- 1120(cuerpo)
1005 |, 1122(pie)
o Caromético'C| 847 800-900
8 o
§ % CspZ'Csp2 1394 1400-
2 & | arométicos 1500
2

En la Tabla 18 se encuentran las bandas caracteristicas del Colageno Tipo 1 Hidrolizado y el
Diclofenaco Sddico de diferentes referencias y las obtenidas en este trabajo. Por medio de
los espectros de FTIR podemos concluir que existe Col y DS en los andamios. Las bandas
caracteristicas de los polimeros (PCL, PCLAM1, PCLAM2 y PCLAM3) se encuentran en la
Bandas caracteristicas de PCL, PCLAM1, PCLAM?2 y PCLAM3

8.3.2. Morfologia de andamios por SEM

Los andamios que contienen 50 % de polimero (PCL, PCLAM1, PCLAM2, PCLAM3) con 50 %
de Coldgeno Tipo 1 Hidrolizado (50:50) y 80 % de polimero y 20 % de Col (80:20), con
diferentes porcentajes de Diclofenaco Sddico, dieron un diametro de fibra menor al
obtenido con los andamios de solo PCL, PCLAM1, PCLAM2 y PCLAM3. La contribucién del
Col y DS en la fabricacion de los andamios fue que hicieron la solucién mas conductiva
porque el Col es una proteinay el DS contiene Na*, esto provoca que aumente la conduccién
y el jet se adelgace mas con el campo eléctrico aplicado en la técnica de electrohilado,
produciendo fibras mas delgadas. Se puede observar que los andamios fabricados con una
relacion 50:50, tienen fibras con didmetros menores a comparacién a la proporcion 80:20.
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Se midieron 100 fibras de las micrografias obtenidas por SEM a x5000 aumentos, con estos
datos se realizaron histogramas para tener la distribucién de didmetros de las fibras
obtenidas de cada muestra.

Se observa que la desviacién estandar es muchisimo menor, si lo comparamos con el
diametro de fibras de PCL, PCLAM1, PCLAM2 y PCLAM3, es decir, se obtienen fibras
homogéneas en sus didmetros.

PCL 20:80 Col 10 % DS
266 nm = 63 nm
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10.0KV LEI SEM WD 7. 7mua

Figura 40. Micrografia de SEM y distribucion de didmetros de fibras fabricadas de
PCL/Col/DS. Se obtuvieron didmetros de 266 nm con una desviacion estdndar de 63 nm.
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Figura 41. Micrografia de SEM y distribucion de didmetros de fibras fabricadas de
PCLAM1/Col/DS. Se obtuvieron didmetros de 184 nm con una desviacién estdndar de 44
nm.
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Figura 42. Micrografia de SEM y distribucion de didmetros de fibras fabricadas de
PCLAM2/Col/DS. Se obtuvieron didmetros de 201 nm con una desviacion estandar de 65
nm.
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Figura 43. Micrografia de SEM y distribucion de didmetros de fibras fabricadas de
PCLAM3/Col/DS. Se obtuvieron didmetros de 241 nm con una desviacion estdndar de 56
nm.
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Figura 44. Micrografia de SEM y distribucion de didmetros de fibras fabricadas de
PCL/Col/DS. Se obtuvieron didmetros de 251 nm con una desviacion estandar de 75 nm.
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Figura 45. Micrografia de SEM y distribucion de didmetros de fibras fabricadas de
PCLAM1/Col/DS. Se obtuvieron didmetros de 208 nm con una desviacion estdndar de 42
nm.
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Figura 46. Micrografia de SEM y distribucion de didmetros de fibras fabricadas de
PCLAM2/Col/DS. Se obtuvieron didmetros de 192 nm con una desviacién estandar de 37
nm.
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Figura 47. Micrografia de SEM y distribucion de didmetros de fibras fabricadas de
PCLAM3/Col/DS. Se obtuvieron didmetros de 265 nm con una desviacion estandar de 47
nm.
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PCL 80:20 Col 33 % DS
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Figura 48. Micrografia de SEM y distribucion de didmetros de fibras fabricadas de
PCL/Col/DS. Se obtuvieron didmetros de 309 nm con una desviacion estdndar de 180 nm.
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Figura 49. Micrografia de SEM y distribucion de didmetros de fibras fabricadas de
PCLAM1/Col/DS. Se obtuvieron didmetros de 219 nm con una desviacion estdndar de 39
nm.
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Figura 50. Micrografia de SEM y distribucion de didmetros de fibras fabricadas de
PCLAMZ2/Col/DS. Se obtuvieron didmetros de 181 nm con una desviacion estdndar de 33
nm.
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Figura 51. Micrografia de SEM y distribucion de didmetros de fibras fabricadas de
PCLAM3/Col/DS. Se obtuvieron didmetros de 435 nm con una desviacién estdndar de
166 nm.

8.3.3. Humectabilidad de los andamios PCL/Col /DS, PCLAM1/Col /DS,
PCLAM2/Col /DS y PCLAM3/Col /DS

La humectabilidad se estudié por medio de la técnica de dngulo de contacto. Los andamios
fabricados con (PCL, PCLAM1, PCLAM?2, PCLAM3)/Col/DS, mostraron ser hidréfobos. No
tienen hidrofobicidad porque contienen Col y DS que son solubles en agua. Son compuestos
que interactian con el agua y humectan la superficie del andamio. Se coloco una gota de 2
c en la superficie del andamio y en algunos andamios el tiempo en el cual se absorbié por
completo la gota fue de 55, 10 sy hasta 15 s. Los andamios en los cuales tardo mas la gota
en ser absorbida, fueron los que contienen 80 % de polimero y 20 % de Col. Los andamios
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con proporcion 50 % de polimero y 50 % de Col tardaron en absorber la gota entre 5sa 10
s. No se logré medir la humectabilidad a los andamios con proporcion 20 % polimero y 80
% Col, ya que fue muy complicado retirarlos de la placa y eran extremadamente fragiles.

Tabla 19. Humectabilidad de los andamios con proporcion 80 % polimero y 20 % Col.

Muestra

Tiempo

PCL 80:20 Col

5s

10s

15s

PCLAM1 80:20 Col

PCLAM2 80:20 Col

PCLAM3 50:50 Col
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En la Tabla 19 se encuentra el tiempo en el cual una gota de 2 uL humedece la superficie de
los andamios con proporcién 80 % polimero y 20 % Col, siguen la tendencia de la Figura 29.
Angulo de contacto de andamios de PCL, PCLAM1, PCLAM2 y PCLAM3. En la cual el mayor
angulo de contacto lo tiene PCL, seguido por PCLAM3; los andamios PCL 80:20 Col y PCLAM3
80:20 Col, tarda 15 s en humedecer la superficie de los andamios a comparacién de PCLAM1
80:20 Col y PCLAM?2 80:20 Col que tardan solo 10 s.

Tabla 20. Humectabilidad de los andamios con proporcion 50 % polimero y 50 % Col.

Muestra

Tiempo

PCL 50:50 Col

5s

10s 15s

PCLAM1 50:50 Col

PCLAM2 50:50 Col

PCLAM3 50:50 Col
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En la Tabla 20 observamos el tiempo en el cual una gota de 2 uL humedece la superficie de
los andamios con proporcidon 50 % polimero y 50 % Col, al compararlo con la Tabla 19 se
reduce 5 s el tiempo en el cual se humedece la superficie en PCLAM1 50:50 Col, PCLAM2
50:50 Col, PCLAM3 50:50 Col, esto es porque se reduce la cantidad de polimero que tiene
el andamio y se aumenta la cantidad de Col. Para el caso de PCL 50:50 Col, el PCL es
hidrofébico y con este resultado podemos inferir que la PCL retrasa la humectacion de la
superficie por su alta hidrofobicidad, tomando 15 s para poder humedecer la superficie.

8.3.4. Determinacion de viabilidad celular sobre los andamios

Se evalud la viabilidad de fibroblastos humanos sobre los andamios de PCL/Col/DS,
PCLAM1/Col /DS, PCLAM2/Col /DS y PCLAM3/Col /DS, teniendo el control de la evaluacién
de viabilidad de los andamios de PCL, PCLAM1, PCLAM2 y PCLAM3. De igual manera, se
sembraron células en una placa multipozo de cultivo con la misma densidad de los andamios
para evidenciar la morfologia y viabilidad de celular.

Al realizar el ensayo de viabilidad celular en los andamios con Col y DS, se observd que no
habia fibroblastos en ningiin andamio (Figura 52, Figura 53). Para poder dar una explicacion,
se debe de realizar una curva de toxicidad del DS sobre los cultivos de fibroblastos para
poder conocer si la cantidad de DS que contienen los andamios es toxica para estos cultivos.
Se decidié después de este experimento, realizar los andamios sin DS, Unicamente
electrohilar polimero y Col. La ausencia de DS en los andamios, nos dio un resultado muy
prometedor. Se tomaron micrografias a los 2, 8 y 14 dias. Los andamios a los dos dias ya se
encontraban poblados de fibroblastos. Con este resultado se comprobd que los andamios
al ser hidrofilicos, existe una confluencia mayor a comparacion de los andamios fabricados
sin Col. Se comprueba que la adicién de Col tiene un impacto positivo en la confluencia de
los fibroblastos sobre el andamio. Indirectamente, podemos evidenciar que a los dos dias
la confluencia celular aumento sobre la superficie del andamio.

Es evidente que los andamios con relacién 50% de polimero, 50 % Col y 80 % polimero, 20
% de Col (Figura 54, Figura 55, Figura 56, Figura 57) a los dos dias ya se encontraba con una
mayor poblacién de fibroblastos a comparacion de los dos dias de los andamios sin Col
(Figura 32, Figura 33, Figura 34, Figura 35). Es importante resaltar la adicidon del Col en los
andamios porque los resultados indican que potencializan la viabilidad de los fibroblastos
en ensayos in-vitro, de igual manera, estos andamios podrian tener una aplicacién directa
en lesiones de piel [70], por lo tanto, favorecer a la regeneracion del tejido, ademas de que
la PCL se ha demostrado que no libera productos téxicos [21].
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PCL 50:50 Col 15 % DS PCLAM1 50:50 Col 15 % DS PCLAM2 50:50 Col 15 % DS PCLAM3 50:50 Col 15 % DS
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Figura 52. Cultivo de fibroblastos sobre los andamios PCL/Col/DS, PCLAM1/Col/DS, PCLAM2/Col/DS y PCLAM3/Col/DS con una
relacion 50 % de polimero, 50 % de Col y diferentes porcentajes de DS. Micrografias a x10 aumentos, tomadas a los 2, 8 y 14 dias.
Células vivas de color verde (Calceina) y muertas de color rojo (Homodimero de etidio).



PCL 80:20 Col 33 % DS PCLAM1 80:20 Col 10 % DS PCLAM2 80:20 Col 15 % DS PCLAM3 80:20 Col 15 % DS
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Figura 53. Cultivo de fibroblastos sobre los andamios PCL/Col/DS, PCLAM1/Col/DS, PCLAM2/Col/DS y PCLAM3/Col/DS con una
relacion 80 % de polimero, 20 % de Col y diferentes porcentajes de DS. Micrografias a x10 aumentos, tomadas a los 2, 8 y 14 dias.
Células vivas de color verde (Calceina) y muertas de color rojo (Homodimero de etidio).
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2 dias 8 dias 14 dias
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Figura 54. Cultivo de fibroblastos sobre los andamios PCL/Col a proporcion 50:50 y 80:20. Micrografias a x10 aumentos, tomadas a
los 2, 8 y 14 dias. Células vivas de color verde (Calceina) y muertas de color rojo (Homodimero de etidio).
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PCLAM1 50:50 Col

PCLAM2 80:20 Col
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Figura 55. Cultivo de fibroblastos sobre los andamios PCLAM1/Col a proporcion 50:50 y 80:20. Micrografias a x10 aumentos,
tomadas a los 2, 8 y 14 dias. células vivas de color verde (Calceina) y muertas de color rojo (Homodimero de etidio).
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PCLAM2 50:50 Col

PCLAM2 80:20 Col

2 dias 8 dias 14 dias
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Figura 56. Cultivo de fibroblastos sobre los andamios PCLAM2/Col a proporcion 50:50 y 80:20. Micrografias a x10 aumentos,
tomadas a los 2, 8 y 14 dias. células vivas de color verde (Calceina) y muertas de color rojo (Homodimero de etidio).
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PCLAM3 50:50 Col

PCLAM3 80:20 Col

2 dias 8 dias 14 dias
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Figura 57. Cultivo de fibroblastos sobre los andamios PCLAM3/Col a proporcion 50:50 y 80:20. Micrografias a x10 aumentos,
tomadas a los 2, 8 y 14 dias. células vivas de color verde (Calceina) y muertas de color rojo (Homodimero de etidio).
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8.3.5. Liberacidn de farmaco

Se realizd un perfil de disolucién del andamio cortado en circulo de la placa de aluminio con
una circunferencia de 14 mm en 5 mL de PBS. La disolucidn es extremadamente importante
en los sistemas farmacéuticos, especialmente en formas de dosificacion sdélida, el
conocimiento de sus variables criticas ayuda en el desarrollo del producto, control de
calidad y su aplicacion [71].

Para evaluar el perfil de liberacién del diclofenaco sdédico de los andamios fabricados, se
aplicaron tres modelos matematicos: orden cero, primer orden y segundo orden; esto para
ver a qué modelo se ajustaba nuestro perfil de disolucion. Los andamios fabricados se
muestran en Tabla 17. Condiciones de electrohilado para andamios (PCL, PCLAM1, PCLAM?2,
PCLAM3)/Col/DS. Los modelos matematicos usados se muestran a continuacion:

- Orden cero. No depende de la concentracion

V=k [A] = —kt + [A]o N [A]o
Rapidez de reaccion Ecuacion Vida media

- Primer orden. Depende directamente a la concentracion.

V = k[A] In[A]; = —ktin[A], In 2
2=
Rapidez de reaccién Ecuacidn Vida media

- Segundo orden. Depende del producto de dos reactivos.

= 2 1 1 1
V =kl[A] — =kt +—— tos = 77
[A]¢ [A]o k[A]o
Rapidez de reaccién Ecuacidn Vida media
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Tabla 21. Valores de r? y k obtenidos mediante la aplicacion del modelo dependiente (orden cero, primer orden y sequndo orden).

PCL 50:50 | PCL 80:20 PCLAM1 PCLAM1 PCLAM?2 PCLAM?2 PCLAM3 PCLAM3
Col Col 50:50 Col 80:20 Col 50:50 Col 80:20 Col 50:50 Col 80:20 Col
o r? 0.2453 0.2108 0.2598 0.1549 0.1574 0.1621 0.2372 0.1921
]
: k 1x10° 1x10° 2x10° 6x10°® 6x10° 5x10® 2x10° 1x10°
S
S t12 3x10? 5.82x10? 4.37x10? 7.48x102 7.52x102 7.67x102 4.34x10? 6.27x102
r2 0.5725 0.5543 0.5448 0.4452 0.3052 0.4001 0.5624 0.5338
g é k 0.005 0.0054 0.0045 0.0039 0.0028 0.0037 .0047 0.0049
)
~ t12 138.62 128.36 154.03 177.73 247.55 187.33 147.47 141.45
r2 0.8722 0.8938 0.8925 0.8112 0.5286 0.7539 0.9712 0.9314
(@]
g é k 3.6048 6.9539 2.1576 5.0252 2.1104 5.1168 2.75 5.5283
QD S
(@]
A t12 0.0043 0.0015 0.0081 0.0016 0.0042 0.0014 0.0063 0.0022
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Los analisis de los datos obtenidos se encuentran en la Tabla 21. Estos valores fueron
calculados mediante una grafica de concentracion frente al tiempo. La rapidez de reaccién
es el modo en el que la concentracidn de los compuestos varia en funcién del tiempo. Las
ecuaciones de rapidez muestran como varia la concentracidon de una especie con respecto
al tiempo (rapidez) como funcién matematica de una constante de velocidad, representada
por la letra k y de las concentraciones de cada especie que interviene en la reaccion. De la
grafica de concentracién-tiempo, se calcula de la ecuacién de la recta y k es la pendiente.
Las unidades de la rapidez se expresan en unidades de concentracién/tiempo (M/s), k en la
inversa de un tiempo (1/s).

De acuerdo con los valores de r? en la tabla Tabla 21 (calculados mediante la ecuacion de la
recta), se observa que el ajuste de datos se encuentra a una cinética de segundo orden, es
decir, que depende del producto de dos reactivos (DS y Col). Nos indica que el farmaco esta
interactuando probablemente con el coldgeno porque el coldgeno también es soluble en
agua, lo que hace que su vida media y rapidez del fdrmaco se vea afectada.
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9. Discusion

Se logro funcionalizar la PCL con AM (PCLAM) por medio de una reaccion de radicales libres
con BPO como iniciador. Los polimeros obtenidos de esta funcionalizacidn se caracterizaron
por FTIR, *H-NMR, GPC, TGA, DSC. Con FTIR, *H-NMR y espectrofotometria, se logré
comprobar que existe la funcionalizacidon quimica de la PCL. Por medio de FTIR se observé
que aparece una banda alrededor de (2890-2880) cm™%, que corresponde al grupo R3-C-H en
la posicién C; de la PCLy C; del PCLAM, la cual no aparece en la PCL pura (Figura 18 e). Por
medio de H-NMR se determind que existe un enlace primario entre la cadena de PCL con
el anhidrido. Los espectros de PCLAM sintetizados a diferentes condiciones, muestran una
sefial en 3.66 ppm perteneciente a protén Hi1 y Hi (Figura 20), donde se localiza el enlace
entre la PCL y el PCLAM, que no se encuentra en el espectro de PCL pura. La
espectrofotometria, muestra el grado de injerto que tienen los polimeros funcionalizados,
tomando como referencia la PCL, los porcentajes de injerto son PCLAM1 1.63 %, PCLAM?2
1.84 % y PCLAM3 2.04 %. Estos resultados muestran que el grado de injerto aumenta con
el contenido de AM en la mezcla reaccionante. Los datos de GPC muestran que no hay
perdida en el peso molecular drastica después de la reaccién de injerto, sin embrago, la PDI
aumento con el grado de injerto. No se encontraron grandes variaciones sobre las
propiedades térmicas entre el PCL y los PCLAM; la temperatura de degradacion de las
muestras en el “on set” fue de ~356.5 °C. En los termogramas también aparece una pequeiia
pérdida de masa por arriba de los 450 °C, no es posible aseverar que ésta pertenezca al
anhidrido, pero si aumenta a mayor porcentaje de injerto. La Tg, Tm, Tc, Xc, se calcularon a
partir de los termogramas de DSC. La Unica muestra que mostré Tg fue la PCL pura, en tanto
que el PCLAM1, PCLAM2 y PCLAM3. No existen grandes variaciones en la Tm y Tc de las
muestras a comparacién de la PCL. El porcentaje de cristalinidad aumento en las muestras
de PCLAM1 (31.42 %), PCLAM2 (30.96 %) y disminuyé en PCLAM3 (29.80 %) por ser el que
tiene mayor cantidad de injerto, esto impide que las cadenas no se puedan empaquetar de
la misma manera que PCLAM1 y PCLAM?2.

En la fabricacién de los andamios por electrohilado, se encontraron problemas para tener
fibras homogéneas, continuas y de tamafio nanométrico. Sin embargo, el disefio
experimental utilizado, permitid obtener las mejores condiciones para obtener estas
caracteristicas. La morfologia de las fibras resultd ser homogénea en los andamios de PCLy
PCLAM3, pero no en PCLAM1 y PCLAM2. El incremento de grupos carbonilos (grupos
polares) en el polimero, debido al anhidrido, permitid la desviacién estandar del didmetro
de fibra para PCLAM3 (354 + 75). Con el aumento en el injerto fue disminuyendo el didmetro
de fibra en comparacion con las fibras de PCL (687 + 94) nm, PCLAM1 (468 + 185), PCLAM?2
(395 + 190) nm y PCLAMS3 (354 + 75). La hidrofobicidad en los andamios bajo muy poco en
los andamios fabricados por PCLAM1 (124.55 °) respecto de la PCL (130.46°). Con el
aumento de carbonilos en el polimero, se esperaba que bajara la hidrofobicidad, pero esto
no fue asi, la hidrofobicidad aumento (PCLAM1<PCLAM2<PCLAM3). Esto se atribuye a que
el tamano de fibra juega un factor clave en esta prueba. A mayor diametro, habra poros
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mas grandes donde podra interiorizarse el agua y en él los de menor didametros, los poros
serdn mas reducidos, impidiendo que el agua pueda interiorizarse facilmente en el
andamio. Las pruebas mecdnicas también se vieron afectadas por el diametro de fibra; los
resultados del médulo eldstico fueron PCL (3.86 MPa), PCLAM1 (1.84 MPa), PCLAM2 (3.73
MPa) y PCLAM3 (4.53 MPa); el didametro de fibra tiene un impacto en estos resultados,
recordemos que PCLAM1 y PCLAM2, tienen mayor didmetro y PCLAM3 el menor. Los
ensayos de viabilidad celular con fibroblastos humanos permiten concluir que existe
viabilidad celular en los andamios fabricados de PCL, PCLAM1, PCLAM2 y PCLAM3. Los
ensayos de viabilidad se realizaron a 2, 8 y 14 dias. Al paso de los dias las células colonizaban
mas area de los andamios.

Se fabricaron andamios con los polimeros de este trabajo con Colageno Tipo 1 Hidrolizado
y Diclofenaco Sddico. Los ensayos de viabilidad no dieron resultados porque al parecer el
DS estd a una concentraciéon muy alta para el cultivo de fibroblastos humanos. Se debe
hacer una curva de toxicidad del DS sobre estas células para conocer el rango de
concentracién adecuada de DS. Se opto por preparar los andamios sin el DS. Se cultivaron
con fibroblastos humanos con una densidad de 15000 células y estos tienen mayor
viabilidad celular a comparacién de los andamios que no contienen Colageno, se concluye
cualitativamente con base en la rapida colonizacion de los fibroblastos en los andamios con
Colageno.

Se realizo un perfil de liberacion con los andamios fabricados con DS para conocer como se
liberaba del andamio. Los valores se ajustaron a un modelo de segundo orden. Esto muestra
gue el farmaco esta interactuando con otro compuesto, se infiere que es con el Coldgeno
porque también es soluble en agua, lo que hace que su vida media se vea afectada.
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10. Conclusion

Se logro funcionalizar la PCL con AM mediante una reaccién de radicales libres.

Se fabricaron andamios electrohilados de PCLAM, obteniendo fibras continuas, sin bulbos y
en la mayoria de los andamios fabricados fueron homogéneos. Al adicionar Colageno Tipo
| Hidrolizado y DS, bajo el didmetro de fibra promedio y su desviacién estandar, es decir,
hubo mas homogeneidad en los diametros de fibra.

Existe viabilidad celular en los andamios fabricados de PCLAM con y sin Colageno a los 2, 8
y 14 dias. Los andamios que contienen DS, no tienen viabilidad. Los ensayos de viabilidad
no dieron resultados porque al parecer el DS esta a una concentracion muy alta para el
cultivo de fibroblastos humanos. Se debe hacer una curva de toxicidad del DS sobre estas
células para conocer el rango de concentracién adecuada de DS. Los andamios que contiene
Colageno tipo | Hidrolizado cualitativamente se observan que los fibroblastos colonizan mas
rapido la superficie del andamio. Indirectamente, podemos evidenciar que a lo largo de los
dias la confluencia celular aumento sobre la superficie de los andamios. Es evidente como
de los 2 dias a los 14 dias, se presentd una mayor confluencia ya que se puede ver
colonizado todo el andamio de fibroblastos, es decir, existe viabilidad celular en el andamio.
De igual forma, indirectamente con la morfologia alargada que presentaron podemos
sugerir adhesidn celular. Con estos resultados in vitro podemos proponer estos andamios
para la experimentacién in vivo y su futura aplicacidon en regeneracién de lesiones de piel.

Se realizo un perfil de liberacion con los andamios fabricados con DS para conocer cémo se
liberaba del andamio. Los valores se ajustaron a un modelo de segundo orden. Esto muestra
qgue el farmaco esta interactuando con otro compuesto, se infiere que es con el Colageno
porque también es soluble en agua.
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11. Anexos

Anexo 1. Espectro FTIR de poli(E-caprolactona)
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Anexo 2. Espectro FTIR PCLAM1
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Anexo 3. Espectro FTIR PCLAM2

—— PCLAM2|
100,
- /wﬂl"ww
8 | Q S { W f\ "
v% | m
5 38 j 0|
5 3 |
£ 6 : (
e g
5 &
|_
X 40 g
20 g )
3000 2500 2000 = 7500 7000 500
A
Anexo 4. Espectro FTIR PCLAM3
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