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Resumen

El objetivo del desarrollo de este trabajo de investigacion es contribuir al desarrollo de
la ingenieria de tejidos, mediante el estudio y caracterizacion experimental de las
propiedades fisicoquimicas Yy biologicas de andamios poliméricos conformados por
nanofibras de Polihidroxibutirato fabricados con la técnica de electrohilado. Para
fabricar las fibras de PHB, se controlaron los parametros del proceso de electrohilado
y se analizo el efecto de la razén de inyeccion sobre la estructura de las nanofibras,

empleando tres razones de inyeccion diferentes (3, 5y 10 ml/h).

La estructura microscopica de las nanofibras de PHB se estudié por diferentes
técnicas experimentales. La morfologia de las nanofiboras de PHB se observé
mediante microscopia electronica de barrido (SEM); mostrando que la mejor razon de
inyeccion para la elaboracion de andamios de PHB es de 3 mL/h. Este andamio se
empled para realizar la modificacién superficial usando la técnica de polimerizacion
por plasma para obtener un material con mayor biocompatibilidad. Se empled Poli
pirrol dopado con Yodo (PPy-I) para la polimerizacion, se optd por usar PPy-l porque
en estudios previos se mostré que contiene grupos aminas los cuales promueven la
adhesion y proliferacion celular.

La estructura cristalina se determind con difraccibn de rayos X, por medio de
calorimetria diferencial de barrido se obtuvieron las temperaturas de fusion y
cristalizacion. Para determinar su composicion quimica se emple6 Espectroscopia
de Infrarrojo por Transformada de Fourier asi como microscopia confocal-raman. Para
medir su energia superficial (hidrofobicidad) se evalu6 el angulo de contacto.

Para evaluar la viabilidad se realiz6 un cultivo in vitro empleando células Rin-M
(células beta células provenientes de islotes pancreaticos), en andamios de PHB con
modificacion superficial y sin modificacion; por un periodo de 10 dias. Una vez
cumplido el periodo de cultivo se realiz6 una prueba de biocompatibilidad la cual se
realizdé con la técnica de inmunofluorescencia muerte/vida (Live/Dead) tifiendo los
nucleos de las células de color verde para células vivas y de color rojo para las células

muertas.



Introduccion

La ingenieria de tejidos es un campo de investigacién multidisciplinario cuyo objetivo
es desarrollar sustitutos para los 6rganos y/o tejidos dafiados por enfermedad o por
accidente. Para lograr tejidos viables es muy importante que el soporte logre realizar
la funciones del entorno celular natural, este entorno de las células, es llamado matriz
extracelular, esta organizado jerarquicamente a partir de complejos compuestos de
fibras y proteinas, las cuales sirven a las células para regular todas sus funciones

esenciales como migracion, adhesion, proliferacion y diferenciacion.[1]

La ingenieria de tejidos es una alternativa prometedora para la sustitucion o
reparacion de algun 6rgano o tejido, en donde la funcion biolégica o pérdida en los
tejidos del huésped podra restaurarse y mantenerse mediante la ingenieria de tejidos
[2]. Un andamio ideal disefiado con tejido deberia ser mecanicamente estable y capaz
de funcionar bioldgicamente en el sitio del implante. La estabilidad mecanica depende
principalmente de la seleccion del biomaterial, el disefio arquitectdnico del andamio y

las interacciones entre el material y las células [3].

El objetivo final del disefio del andamio es la produccién de una estructura ideal que
pueda reemplazar la MEC natural hasta que las células anfitrionas puedan repoblar y
sintetizar una nueva matriz natural. Para poder lograr este objetivo, el material del
andamio debe seleccionarse cuidadosamente, y la arquitectura del andamio debe
disefiarse para asegurar que las células cultivadas sean biocompatibles con el

andamio disefiado.

La biocompatibilidad se puede clasificar en biocompatibilidad superficial y estructural,
gue se determinan mediante la seleccién del material y la arquitectura del andamio,
respectivamente. La biocompatibilidad de la superficie se asocia con la quimica de la
superficie del material. Las caracteristicas quimicas de una superficie material
mediaran en la adsorcion de moléculas biolégicas que regulan las actividades

celulares, como la adhesion y la migracion.



Una técnica para elaborar MEC artificiales y que ha crecido en los ultimos afios es la
técnica de electrospinning o electrohilado, esta técnica permite la elaboracion de
fibras poliméricas con diametros que oscilan de nandémetros a micrometros. Las
aplicaciones potenciales del electrohilado incluyen membranas de filtracion,
nanofibras cataliticas, sensores basados en fibras, y andamios para ingenieria de
tejidos.

En este trabajo de investigacion se empled Polihidroxibutirato (PHB), un polimero de
origen microbiano para la elaboracién y analisis de andamios electrohilados con

modificacion superficial.

Las nanofibras poliméricas elaboradas por la técnica de electrohilado presentan
propiedades fisicas, quimicas y mecanicas similares a las que poseen algunos tejidos
vivos (hueso, cartilago, masculo, venas y arterias), algunas de estas propiedades son:
facilitar la adhesion con las células; buena resistencia mecanica que brinda el soporte
mecanico durante las primeras etapas de reparacion del tejido; posibilidad de
funcionalizar su superficie y facilidad para adoptar la forma de un tejido. [4]. Las
nanofibras  poliméricas presentan propiedades de biodegradabilidad vy
biocompatibilidad, garantiza el soporte de las células durante un periodo de tiempo,
para luego degradarse a medida que se obtiene el nuevo tejido, asi como una

respuesta biolégica favorable del organismo receptor [5].
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Capitulo 1

Fundamentos
1.1 Biomateriales e ingenieria de tejidos

Se denomina ingenieria de tejidos o ingenieria tisular (IT) es una ciencia
multidisciplinaria, la cual evolucion6 del campo de desarrollo de biomateriales y se
refiere a la practica de combinar andamios, células y moléculas biolégicamente activas
para crear tejidos funcionales. El objetivo principal de la ingenieria de tejidos es

reparar, reemplazar, mantener o mejorar la funcién de un 6rgano o tejido. [6]

Normalmente los materiales que se utilizan para IT son andamios porosos que sirven
como modelos tridimensionales que proporcionan el soporte necesario para que las
células se adhieran, proliferen y mantengan sus funciones especificas, es decir, su

fenotipo.

Estos materiales pueden ser de origen natural, como la seda (fabricada por gusanos
o arafas), el acido hialurénico (que se puede extraer de las crestas de gallos), el
colageno (p. €j., de piel de subproductos pesqueros) o el quitosano (del caparazén de
los crustaceos). Otros materiales son de origen sintético, como los fosfatos calcicos
que se fabrican para parecerse lo mas posible al mineral que forma los huesos,
hidroxiapatita, o polimeros tales como los acidos poliglicélico o polilactico los cuales

no son rechazados por el organismo.

Otro tipo de polimeros empleados son los de origen microbiano como es el caso de
los polihidroxialcanoatos (PHAS), polimeros que han demostrado ser biocompatibles,

biodegradables y bioabsorbibles. [7].



1.1.2 Polimeros biodegradables

Los polimeros biodegradables y biocompatibles naturales y sintéticos se denominan
"biomateriales”. Cualquier material, natural o artificial, que aumenta o reemplaza una
funcién que se ha perdido a través de una enfermedad o lesion se conoce como
biomaterial. Los polimeros biodegradables se han utilizado ampliamente como parte
de aplicaciones biomédicas debido a sus propiedades de biocompatibilidad y
biodegradabilidad.

Se ha comprobado que los polimeros biodegradables son materiales versatiles con
un gran potencial en el campo biomédico. La tendencia de los biomateriales en el
mercado esté reflejando el inmenso esfuerzo que se ha mantenido en el desarrollo de
estos polimeros. Las aplicaciones en diversos campos, desde las suturas quirargicas
y el vendaje de heridas hasta la regeneracion tisular, la inmovilizacion de enzimas, el
suministro controlado de farmacos. La aparicion de los biomateriales a base de
polimeros biodegradables conduce al desarrollo de nuevas estrategias para diversas
terapias. Se ha mantenido un gran esfuerzo para moldear estos polimeros de acuerdo
con la idoneidad en una aplicacion particular. [7]

1.1.2.1 Clasificaciéon de polimeros

Los polimeros biodegradables cominmente se dividen en dos grupos; naturales y
sintéticos. Los polimeros de origen sintético presentan ventajas sobre los polimeros
naturales con un amplio espectro de aplicaciones, que tienen una capacidad de
adaptar las propiedades mecéanicas y alterar la tasa de degradacién segun la
necesidad. Mientras que los polimeros naturales parecen ser atractivos debido a su

excelente biocompatibilidad [8].



Los polimeros biodegradables ofrecen un gran potencial en diversas aplicaciones
como administracion de farmacos, ingenieria de tejidos, terapia génica, medicina
regenerativa, dispositivos para implantes temporales, recubrimientos en implantes,
etcétera [9]. Los criterios basicos para seleccionar un polimero para su uso como
biomaterial degradable son hacer coincidir las propiedades mecéanicas y la tasa de
degradacion con las necesidades de la aplicacion, productos de degradacion no

toxicos, biocompatibilidad, vida util / estabilidad y costo [10].

Existen varios polimeros disponibles para diferentes aplicaciones (Fig. 1.1) [11], donde
la eleccidn del polimero depende de los requisitos que exige un biomaterial particular.
Los polimeros encontraron una multitud de usos en la industria médica, comenzando

con suturas biodegradables aprobadas por primera vez en 1960 [12].

Los poliésteres que son la clase representativa de polimeros sintéticos biodegradables
contindian siendo atractivos en muchas aplicaciones clinicas debido a sus propiedades

Unicas.
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Figura 1.1 Clasificaciéon de polimeros biodegradables [11].

Polimeros naturales

Son todos aquellos que podemos hallar de manera natural, como el almidon, celulosa,
etc. Todo lo con lo que estamos en contacto en nuestra vida diaria son polimeros. Los
tejidos de nuestro cuerpo, la informacién genética se transmite mediante un polimero,

cuyas unidades estructurales son los acidos nucleidos. [8].



Polimeros sintéticos

Son los que se obtienen por sintesis ya sea en una industria o en un laboratorio, y
estdn conformados a base de mondmeros. Dando mayores ventajas sobre los
materiales naturales y los compuestos porque pueden ser diseflados segun las
propiedades requeridas. Ademas, éstas pueden ser estimadas teéricamente. [8].

Polimeros microbianos

Los biopolimeros microbianos estan presentes en una gran variedad de compuestos,
los cuales cubren diversas funciones biolégicas en los organismos que los producen,
presentando caracteristicas y propiedades Unicas para una amplia variedad de

aplicaciones en diversas areas industriales, médicas y biomédicas. [8].

1.1.3 PHAs: Generalidades PHB

Los Polihidroxialcanoatos son biopoliésteres naturales sintetizados intracelularmente
por algunos microorganismos como reserva de carbono y energia que, una vez
extraidos de la célula, presentan propiedades fisicas similares a plasticos derivados
del petrdleo ,son biopoliésteres renovables, biodegradables y biocompatibles; entre
ellos se encuentra el Polihidroxibutirato tiene propiedades que le permite tener
diversas aplicaciones, entre ellas destaca la aplicacion biomédica, esta se debe a su
biocompatibilidad con el tejido humano y por ser reabsorbido a una baja velocidad.
Cuando este material se implanta en el cuerpo se hidroliza en metabolitos
biocompatibles, por lo que se ha usado como hilo para sutura, sustitutos pericardicos

y sistemas deliberacion de medicamentos [13].

Hay tres tipos de PHAs con respecto a la longitud de la cadena lateral: (1) acidos
hidroxialcanoicos de longitud de cadena corta, contienen 3-5 4tomos de carbono, por
ejemplo P3HB (figura 1.2) Polihidroxibutirato, P4HB Poli (4-hidroxibutirato).
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Figura 1.2 Molécula de PHB.

(2) Acidos hidroxialcanoicos de longitud de cadena media tales con cadena lateral de
alquilo [12] contienen 6-14 atomos de carbono, por ejemplo P3HHx, P3HO, P3HD,
P3HDD, P3HTD y P3HHD. (3) Polimeros obtenidos a partir de acidos grasos de
cadena larga, que contienen mas de 14 4tomos de carbono [13].

El principal biopolimero de la familia PHA es el PHB, y muchos copolimeros se
sintetizaron en base a PHB. [14] PHB es altamente cristalino (superior al 50%) con
un alto punto de fusion de 173-180 ° C, en comparacién con otros poliésteres .Los
PHA se clasifican generalmente en PHA de longitud de cadena corta (cuatro o cinco
carbonos) y PHA de longitud media de cadena (seis 0 mas atomos de carbono).En la
figura 2 se observa la estructura quimica general de un PHA donde el grupo R cambia,

dando origen a diferentes polimeros como lo muestr la figura 1.3.
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1.2 Técnica de Electrohilado

1.2.1 Generalidades

Mediante la técnica de electrohilado, es posible disefiar materiales ligeros, porosos y
con alta superficie especifica a partir de nanofibras poliméricas cuyo didmetro, aspecto
y morfologia puede controlarse de forma sencilla y eficiente. Las aplicaciones de estos
materiales estan ahora centradas en el campo de la ingenieria de tejidos, aunque son
también prometedores los resultados obtenidos en el sector de las energias
renovables.

La técnica de electrohilado proviene de los primeros experimentos en 1897 por Zeleny
quien evalué el efecto de inducir cargas eléctricas en chorros de agua, asi como la
inestabilidad asimétrica del flujo del jet a través del andlisis del comportamiento de las
gotas de solucién en el extremo de un capilar y el inicio del proceso de modelamiento
matematico del comportamiento de los fluidos bajo las fuerzas electroestéaticas en
1914.



Uno de los trabajos mas trascendentales es el desarrollado por el fisico britanico Sir
Geoffrey Ingram Taylor en la década de 1960 el cual contribuy6 al esclarecimiento del
proceso de electrohilado mediante modelos matematicos para describir la geometria
conica (cono de Taylor) que adopta el fluido en la punta del capilar ante los efectos
del campo eléctrico. Sin embargo fue Formhals quien la patenté en 1934. Formhals
invento el aparato electrostatico de electrohilado, donde a una solucién polimérica se
le aplic6 un campo eléctrico proveniente del electrodo de polaridad negativa para

formar fibras delgadas que eran atraidas a un electrodo mévil de polaridad positiva.

Un dispositivo con una cinta segmentada recolectaba las fibras astilladas, que luego
eran removidas con un cilindro, como lo muestra la Figura 1.4. Formhals electrohild
acetato de celulosa disuelto en etilenglicol, a un voltaje de 57kV. Posteriormente, se
le dio el nombre a la técnica como electrohilado en 1994, término que se deriva de

“hilado electrostatico”.

Esto fue en base al trabajo de Taylor en 1969 sobre chorros dirigidos a un colector
mediante la influencia de un campo eléctrico. Como es posible notar, a pesar que el

término electrohilado es reciente, sus origenes son antiguos [15].



Figura 1.4. Aparato de electrohilado (Patentado por Formhals)

1.2.2 Descripcion del proceso

El disefio experimental basico para electrohilado de soluciones consta de cuatro
componentes (Figura 1.5): una bomba de infusién que permite suministrar un flujo
constante y controlado de solucién, una fuente de alto voltaje y un sistema colector
sobre el que se deposita el material electrohilado. Al aplicar alto voltaje (5-30 kV), la
solucion polimérica se carga eléctricamente. Se generan cargas inducidas que se
distribuyen sobre la superficie de la gota de la solucion polimérica. La gota
experimenta un conjunto de fuerzas: fuerza de repulsion couldmbica entre las cargas
presentes, fuerza electroestatica producto del campo eléctrico externo generado al
aplicar tension, fuerza gravitatoria, fuerzas visco elastica que dependen del polimero
y solvente, y la tensién superficial que se opone al estiramiento y a que la gota sea

mas fina.



Bajo la accion de estas interacciones, la gota se distorsiona en forma coénica,

fenomeno conocido como cono de Taylor.

Cuando las fuerzas electroestaticas repulsivas superan la tension superficial del
polimero, se produce una situacion inestable que provoca la expulsiéon de un micro
chorro liquido cargado desde la boquilla del capilar. Este micro chorro electrizado sufre
estiramiento y movimientos tipo latigazo (whipping), dando lugar a la formacién de
largos y delgados hilos. A medida que el chorro se deforma continuamente y el
solvente se evapora, las cargas superficiales aumentan conduciendo a una
disminucién del diametro de las fibras. Los entrecruzamientos fisicos de las cadenas
poliméricas permiten dar continuidad al micro chorro, formando fibras que se

depositan en el sistema colector que se encuentra conectado a tierra [16].

Fuente de poder (KV)
+ Recolector
- cilindrico
Ljgeo . )

giratorio

Polimero en solucién ] Base textil
LRI, == Sobre

] recolector

........0 E O “Jet"de fibras

De polimero

Bomba para el control de
caudal de inyeccién de la solucién

Figura1.5 Disefo basico de un aparato de electrohilado y partes del equipo. [17]
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1.2.3 Etapas del proceso de electrohilado

Carga eléctrica de la solucion.

La carga eléctrica en el proceso de electrohilado ocurre por el contacto entre la
solucion y el anodo de la fuente de alto voltaje. Dependiendo de la naturaleza del
fluido, asi como de la polaridad de la fuente de voltaje, sera la naturaleza de los

portadores de carga en la gota y en el filamento.

Formacion del cono y filamento.

Es la etapa inicial en la formacion de las nanofibras. Para cada solucion polimérica
existe un nivel de potencial eléctrico con el cual se consigue que la gota adopte la
forma de un cono (cono de Taylor). Por encima de este nivel de potencial eléctrico se

consigue expulsar un filamento de fluido a partir de la punta del cono.

Adelgazamiento del filamento.

Esta etapa consiste en la formacién de un delgado filamento de fluido continuo que se
forma a partir de la punta del cono de Taylor. El filamento sigue una trayectoria en

direccion al colector de fibras.

Inestabilidades del filamento.

Durante el trayecto del filamento hacia el colector, este sucumbe ante una o mas
inestabilidades que distorsionan su movimiento. Dos de las inestabilidades mas
comunes son la de latigazos (whipping) y la del rompimiento de gota (droplet break-

up). La primera de las inestabilidades consiste en movimientos laterales crecientes
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que desvian la direccién del filamento, la segunda inestabilidad consiste en el
rompimiento del flamento en forma de multiples gotas. Este tipo de inestabilidades
pueden presentarse simultdneamente o de manera independiente, y contribuyen a la

falta de control que se tiene durante el proceso.

Recoleccion de las nanofibras.

Se trata de la Ultima etapa del proceso de electrohilado, ocurre cuando el filamento de
fluido que viaja por el aire se impacta con un cuerpo conductor conectado
eléctricamente con el catodo de la fuente de alto voltaje. Dentro del argot del
electrohilado el cuerpo conductor se conoce como colector de fibras y es uno de los
elementos con mas posibilidades de innovacion ya que puede utilizarse para
manipular las lineas de campo eléctrico con el fin de guiar la deposicion de fibras. El
colector de fibras mas simple consiste en una placa vertical con la cual se consigue

una membrana de fibras aleatorias sobrepuestas una sobre otra.

1.2.4 Parametros del electrohilado

Durante el electrohilado existen otras variables de procesamiento que son factores
decisivos para el resultado final del proceso y el rendimiento de los nanofibras
elaboradas, estas variables de procesamiento se pueden denominar de la siguiente
manera: voltaje aplicado, flujo de solucién, concentracion de polimero, viscosidad de
la solucion, naturaleza del solvente, conductividad de la solucién y la distancia entre
el capilar y el colector. Podemos clasificar los parametros de la siguiente manera:

pardmetros de la solucién, parametros del proceso y pardmetros ambientales.
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1.2.5 Parametros de la solucidn

Viscosidad

La viscosidad de la solucion tiene un papel fundamental en el tamafio y morfologia de
la fibra durante el proceso de electrohilado. La viscosidad de una solucion polimérica
esta relacionada con el peso molecular del polimero disuelto y el solvente. A mayor
peso molecular, mayor es la viscosidad de la solucion. Aumentar la viscosidad ayuda
a obtener un jet estable y por lo tanto fibras con diametro uniforme (sin presencia de
gotas). Si bien la viscosidad de la solucion influye significativamente en generar fibras
lisas, no necesariamente determina la concentracion critica a la cual se obtienen fibras

por electrohilado.

Concentracion

Para que se pueda formar una fibra por la técnica de electrohilado, se requiere
una determinada concentracion minima de la solucioén. Diversos estudios aseguran
gue a bajas concentraciones, se ha observado que se obtienen grumos pero al ir
aumentando la concentracién, los grumos cambian de una forma esférica hasta llegar
a formarse una fibra. Sin embargo, a muy altas concentraciones las fibras no son
continuas debido a la incapacidad que se presenta para mantener el flujo de la

solucion en la punta del capilar impidiendo la formacion de hilos o fibras largas [14].

Se requiere de una concentracion critica de solucién polimérica para que los
entrecruzamientos fisicos de las cadenas poliméricas permitan la formacion de fibras
bajo la accién del campo eléctrico aplicado. Si la concentracion de polimero se
encuentra por debajo de una concentracion critica, los entrecruzamientos fisicos entre
las cadenas poliméricas no alcanzan a contrarrestar estas fuerzas y el micro chorro
se rompe, obteniendo un pulverizado de gotas. Un incremento de la concentracion

puede llegar a formar una morfologia de fibras no uniformes (estructura tipo rosario).
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Tension superficial

El solvente es un factor determinante en la tension superficial. Entre menor sea la
tensién superficial de la solucion polimérica las fibras obtenidas presentaran ausencia
de grumos. Una tensibn superficial alta impide el proceso de
electrohilado ya que se presenta mucha inestabilidad del hilo expulsado y la formacion
de gotas. Valores bajos de tension superficial de la solucion ayudan a que el
electrohilado pueda darse a valores menores de campo eléctrico. Seria ideal emplear
un solvente con baja tension superficial. Sin embargo, la concentracion y la naturaleza
quimica del polimero también determinan la tension superficial. En general, el
aumentar la concentracion polimérica de la solucion disminuye la tension superficial.
Otra forma de disminuir la tension superficial, es con el agregado de surfactantes a la

solucion. [15]

1.2.6 Parametros del Proceso

Campo eléctrico (voltaje)

Taylor observé que la diferencia entre el voltaje aplicado causaria que la caida de un
polimero se vuelva inestable y la que provocaria que se vuelva de forma conica es
muy pequefia. Cualquier aumento adicional en el voltaje mas alla de un valor critico
conduce a la eyeccion de un chorro de polimero desde el vértice del cono. Este valor
critico del voltaje aplicado puede variar con el tipo de solucién de polimero y hay un
rango 6ptimo del voltaje aplicado o la resistencia del campo eléctrico para un sistema
polimero-disolvente dado dentro del cual es deseable la formacion de nanofibras. Un
campo eléctrico que puede ser mas débil o mas fuerte que este valor critico dard como
resultado morfologias con cuentas o incluso inhibir el inicio del chorro de polimero. En
general, con un aumento en el voltaje aplicado mas alla de un valor critico, el diametro
de la nanofibra disminuye inicialmente y luego aumenta después de un punto definido
[20].
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La disminucién inicial en el diametro de las nanofibras se atribuye a un mayor grado
de estiramiento del chorro en correlacion con una mayor repulsion de carga dentro del
chorro y un fuerte campo eléctrico externo como consecuencia de un aumento en el
voltaje aplicado. En la mayoria de los casos, los voltajes altos causan un mayor
alargamiento de la fibra debido a las fuerzas Coulémbicas en el chorro, asi como
también a un campo eléctrico mas fuerte. Todo esto resulta en una reduccion del
diametro de la fibra y en una rapida evaporacion del solvente [21, 22-23, 24-25]. Sin
embargo, a muy altos voltajes hay mayor probabilidad de formacion de grumos o

aglomerados poliméricos.

Distancia aguja-colector

La distancia entre el capilar y el colector influye en el tamafio y la morfologia de las
nanofibras formadas. Es deseable una distancia 6ptima entre el capilar y el colector
para la formacién de nanofibras, para evitar la formacion de perlas o electrospray en
lugar de electrospinning [23]. Generalmente, con un aumento en la distancia entre el
capilar y el colector, el diametro de nanofibras electrohiladas disminuye [15]. A
distancias mas pequenfias, el disolvente no tiene tiempo suficiente para evaporarse por
completo dando como resultado nanofibras con estructuras planas debido a un secado
inadecuado.

Este parametro influye directamente en el tiempo de vuelo del micro chorro y en la
fuerza del campo eléctrico aplicado. En consecuencia, variar este parametro influye
en el diametro medio de las fibras obtenidas y en su morfologia. Si la distancia es alta,
hay un mayor tiempo para que el micro chorro se elongue y estire, lo que produce
matrices con tamafio medio de fibra menor. No obstante, el aumentar la distancia se
debilita la magnitud del campo eléctrico, resultando en menor estiramiento del micro
chorro y un mayor tamafnio medio de fibra. Si la distancia es muy pequenia, la fuerza
del campo eléctrico es mayor y se produce una mayor aceleraciéon del micro chorro,

pero como el tiempo de vuelo también disminuye la evaporacion del solvente es pobre.
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La figura 1.6 resume el efecto de algunos de los parametros mas influyentes del

proceso de electrohilado.

Particulas colapsadas Esferas Fibras con perlas Fibras
A< : : :

.

Tension
Aumento

Aumento de diametro

Aumento
Velocidad de infusion

Concentracion de la solucion

Aumento
Figura 1.6 Efecto de velocidad de infusion, concentracion y tension aplicada en

la morfologia de las fibras electrohiladas. [27]

La distancia entre la aguja y el colector ha sido estudiada como otro de los medios de
control del diametro y morfologia de fibras en el proceso de electrohilado. Una
distancia apropiada es requerida para darles a las fibras tiempo suficiente para
secarse antes de llegar al colector, de otra forma a distancias muy cortas o muy largas
se obtienen grumos e incluso gotas de solvente que no se alcanz6 a evaporar.

Un aspecto fisico muy importante en la formacion de nanofibras por electrohilado es
el secado del solvente utilizado para disolver el polimero en un principio; por esto es
necesario encontrar la distancia 6ptima entre la aguja y el colector para cada solucion

polimérica para favorecer la evaporaciéon de dicho solvente.
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Boquilla capilar

El diametro interno de la boquilla influye en el diametro de las nanofibras, y en la
velocidad de evaporacion del solvente en la boquilla. Al disminuir el diametro interno
de la boquilla aumenta la tensién superficial de la solucién, por lo tanto a igual tension
aplicada se necesita de una mayor fuerza coulombica para vencerla.
Consecuentemente, la aceleracion del micro chorro disminuye y posee mayor tiempo
de estiramiento y elongacion antes de ser depositado en el colector, generando fibras
de menor diametro.

Los sistemas de produccién industrial emplean un sistema de dosificacion sin
boquillas evitando la interferencia eléctrica que se genera cuando se utilizan
simultAneamente multiples boquillas. Las boquillas coaxiales permiten obtener
nanofibras con un nacleo interno y un

recubrimiento exterior o nanofibras huecas. [28-29]

Velocidad de inyeccion

Para que el proceso de electrohilado sea satisfactorio debe existir un equilibrio entre
la velocidad a la cual la solucion es dosificada y la velocidad de remocion de la misma
por efecto del campo eléctrico aplicado. Por lo general, la velocidad de infusion es
controlada mediante una bomba que suminnistra la solucibn a una velocidad
constante determinada por el usuario. Si bien el mayor efecto de este parametro es la
obtencién o no de un micro chorro continuo, el aumento de la velocidad de infusion
aumenta el diametro medio de fibras, aunque se debe tener en cuenta que si la
cantidad de solvente en el colector es apreciable se perdera la estructura fibrosa por
disolucion de las fibras.

La velocidad de flujo desde la jeringa es un parametro importante de proceso
ya que determina la velocidad del chorro expulsado y la velocidad de salida del
polimero. Una velocidad de flujo baja es deseable para dar tiempo suficiente al

solvente para su evaporacion.
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También se ha observado que a altas velocidades de flujo las fibras obtenidas
contienen grumos debido a la incapacidad de un secado apropiado del solvente antes
de alcanzar el colector. [20,30]

1.2.7 Parametros ambientales

Ademas de los parametros del proceso y de la solucion, existen también los
parametros ambientales que incluyen la humedad, la temperatura, etc. Se ha
encontrado que en ambientes casi secos o0 de muy poca humedad, un solvente volatil
se evapora mas rapidamente. A veces la velocidad de evaporacion es demasiado
rapida, comparada con la eliminacion del disolvente en la punta de la aguja que se
crea una deficiencia en el proceso de electrohilado al taparse la aguja después de
pocos minutos de haber empezado el proceso [31]. Aunque otros investigadores,
también han sugerido que ambientes muy hiumedos pueden ayudar a la descarga de
las fibras [32, 33].

Solvente

La eleccion del disolvente es primordial para que un polimero en particular se
solubilice y se transforme en nanofibras mediante electrohilado. Se deben tomar dos
consideraciones importantes para elegir un disolvente son la solubilidad del polimero
en el disolvente y el punto de ebullicién del disolvente como indicativo de su volatilidad.
Principalmente, los disolventes volatiles son la opcién preferida ya que facilitan la
deshidratacion de los nanofibras durante la trayectoria desde la punta capilar a la
superficie del colector hasta su punto de ebullicién inferior y, por lo tanto, su tasa de
evaporacion es rapida. Sin embargo, se deben evitar los solventes altamente volatiles
con puntos de ebullicion muy bajos, ya que pueden evaporarse en la punta capilar
obstruyendo el flujo de la solucion de polimero. Solventes con puntos de ebullicion
altos no pueden deshidratarse por completo antes de llegar al colector, lo que da como
resultado nanofibras aglomeradas [20, 34]. Se puede usar una mezcla de dos

solventes (co-disolventes) con diferentes puntos de ebullicion. La Tabla 1.1 muestra
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las propiedades los principales solventes utilizados para el electrohilado y su efecto

sobre la morfologia en las nanofibras.

conductividad,
viscosidad intrinseca

baja

diclorometano Punto de Otras propiedades Morfologia de la fibra Referencia
ebullicion
cC)
Diclorometano 39.8 Baja constante dieléctrica, | Rebordeado, diametro 35, 38
alta tension superficial grande
Cloroformo 61.2 Alta viscosidad intrinseca Rebordeado a una 39
concentracion de polimero
muy baja, liso a mayor
concentracién
Metanol 64.7 Alta constante dieléctrica Didmetro de fibra pequefia 35
con mayor concentracion de
metanol hasta 50%,
incrementando el diametro de
la fibra
Tetrahidrofurano 66 Momento de dipolo alto, | Suave y con cuentas, con 36, 40
buena conductividad forma de cinta, alta densidad
de poros
Acetato de etilo 77.1 Constante dieléctrica alta, | Suave y con cuentas, como 40
conductividad justa cinta
Etanol 78.3 Baja tensién superficial, alta | Suave, gran diametro 37, 38, 39
viscosidad intrinseca
Metil etil cetona 79.6 Momento de dipolo alto, | Plano, como cinta, muy pocas 40
buena conductividad cuentas
Dicloroetano 83.5 Momento de dipolo alto, | Lisa y con cuentas, en forma 40
conductividad justa de C
Agua 100 Baja viscosidad intrinseca Rebordeado, diametro 37,39
pequefio
Dimetilformamida 153 Momento dipolar alto, alta | Liso y con cuentas, redondo 39,40

Tabla 1.1 Propiedades de los principales solventes utilizados en la técnica de electrohilado.
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1.3 Plasma

Un plasma es un gas eléctricamente neutro compuesto de un namero igual de iones
positivos y negativos. La ionizacion se inicia por las continuas colisiones entre los
atomos que durante las colisiones provocaran que se desprendan electrones, los
cuales también participan activamente en las siguientes colisiones incrementando el
namero de iones y electrones en el gas de inicio. Cuando el gas es alterado por
cualquiera de estos procesos se genera un plasma, y regresa a su estado basal
cuando la ionizacién o excitacion se deja de aplicar.

En la Fig. 1.7 se muestra un esquema de los estados de la materia y el proceso que
existe para cambiar entre cada uno de ellos. Los sélidos, se caracterizan por poseer
volumen y forma definida; mientras que los liquidos, por su baja incompresibilidad,
tendrian un volumen fijo, pero adquieren la forma del recipiente que los contiene; y los
gases por su elevada compresibilidad, tendrian un volumen que depende de la presion

y temperatura a que estan sometidos y su forma las fijan las paredes del recinto que

los confina.
Fundicion Evaporacion l lonizacién
I v I v I v
Sélido Liquido Gas Plasma
4 | 4 | 4 I
Condensacion Recombinacion
Sublimacion
>
100 k 1,000 k 10,000 k T

Figura 1.7. Estados de la materia en funcién de la temperatura
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1.3.1 Plasmas de baja energia

Los plasmas de baja energia pueden ser a presion baja (10-2-10%2 mbar): iniciados y
sostenidos por corriente directa, radiofrecuencia 0 microondas. Los plasmas por
descargas luminiscentes (Figura 1.8) son los mas representativos. Algunas
aplicaciones de estos plasmas son: sintesis, funcionalizacion y modificacion

superficial, cambios de conductividad eléctrica [41,42].

Figura 1.8 Plasma luminiscente.

1.3.2 Polimerizacion por plasma de descargas luminiscentes

Los plasmas de descarga luminiscente son de baja energia (1-10 eV) y pueden ser
iniciados y sostenidos a presiones bajas (menores a 1 mbar) por descargas eléctricas
de CD, RF o MW. El nombre luminiscente se debe a la luminosidad que producen los
fotones originados por los electrones desplazados de sus orbitas o liberados durante
las colisiones de los atomos. En la generacion de plasmas por descargas
luminiscentes, el campo eléctrico generador puede aplicarse a través de acoplamiento
resistivo, capacitivo, inductivo, o sus combinaciones. En un arreglo resistivo los

electrodos que estan en contacto con el gas generan un campo eléctrico por la
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aplicacion externa de diferencias de potencial. ElI gas actia como una resistencia

eléctrica al paso de la corriente, Figura 1.9

Fig. 1.9 Acoplamiento resistivo, electrodos en el interior del reactor.

Las caracteristicas de las descargas luminiscentes usadas a nivel laboratorio e

industrial se muestran en la tabla 1.2 [43]

Energia de los electrones =1-10 eV
Densidad electrénica ~10°-10*%/cm?
Energia suministrada 5-1000 W
Frecuencia 13.6 MHz, CD
Presion 0.1a 1.0 mbar

Tabla 1.2 Caracteristicas de descargas luminiscentes a nivel laboratorio e industrial
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1.3.3 Polimerizacion por plasma

La polimerizacion por plasma puede ser generada por medio de descargas de
resplandor a bajas presiones a través de especies quimicas derivadas del monémero.
Cada especie puede generar un resplandor distinto dando lugar a colores

caracteristicos del plasma [44,45].

En una polimerizacion por plasma, el monémero debe encontrarse en su fase
gaseosa, pero el producto principal de este mondmero se encuentra en estado solido.
Asi, la polimerizacion por plasma es un proceso que inicia con la produccion de iones
y radicales libres y contintia sobre la superficie interna del reactor con la formacién del

polimero.

Debido a la gran variedad de reacciones quimicas que puedan presentarse en este
proceso, las estructuras resultantes asi como sus propiedades fisicas asociadas,
como la conductividad eléctrica, dependen de varios factores entre los que destacan

la potencia de las descargas con las que se genera el plasma.

Las peliculas se adhieren a una gran diversidad de sustratos, después de realizar una
polimerizacion por plasma el polimero no presenta contaminacion, debido a que no
contiene agentes oxidantes o solventes. Ademas de que las reacciones pueden ser
combinadas con otros compuestos dando caracteristicas especificas al polimero

resultante de la reaccion.

Este tipo de polimeros presentan diferentes arreglos, pueden ser ramificados y/o

entrecruzados [46, 47].

En la polimerizacion por plasma, la secuencia de las reacciones quimicas no es lo
suficientemente clara debido a la complejidad del proceso de polimerizacién. Depende
de las condiciones eléctricas del sistema, de las especies quimicas producidas por el
plasma, y de las condiciones termodinamicas como son: presion, potencia, flujo del
monomero y temperatura en el reactor. Los polimeros sintetizados mediante esta

técnica presentan caracteristicas importantes como:
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e Excelente adhesion al substrato.
e Fuerte resistencia a los agentes quimicos.
e Formar arreglos espaciales tridimensionales, que comunmente no se observa

en un polimero convencional.

El uso de plasmas como agentes ionizantes para generar iones, electrones, fotones y
moléculas en estado electronico excitado es una alternativa para promover la
propagacion de reacciones de polimerizacion sin contaminantes, porque en lugar de
reactivos cataliticos, solo participan los monomeros de partida y los productos de la

siguiente etapa como oligémeros y polimeros con diferente peso molecular. [48]

1.3.4 Pirrol

El uso de materiales derivados del pirrol estd emergiendo como una alternativa
interesante para la reparacion de tejidos. Compuesta por aminas heterociclicas,
polipirrol. PPy es un material semiconductor eléctrico con uso potencial en la préxima
generacion de sensores, baterias y diodos Las capacidades eléctricas de PPy tienen
su origen en los dobles enlaces conjugados participan en las moléculas heterociclicas.
En aplicaciones biolégicas, la biocompatibilidad y la bioestabilidad de PPy se han
probado tanto in vitro como in vivo. Asi, aplicando sus propiedades eléctricas y
bioldgicas, el polipirrol puede ser utilizado para crear nuevas tecnologias de
bioingenieria para modificar las funciones celulares, como la migracion, la adhesion,
sintesis de ADN y secrecién de proteinas para la reparacion de tejidos o para otras
funciones bioldgicas.[48]

Ademas, la sintesis se puede enriquecer con dopantes halogenados que son utiles

para mejorar la respuesta eléctrica en los polimeros finales.
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1.3.5 Dopante

El dopaje de polimeros conjugados ocasiona alteraciones en su estructura electronica.
Para que las cargas puedan fluir a lo largo de las moléculas en un material
semiconductor, es necesario agregar portadores de carga en forma de electrones
extra o bien eliminar electrones. Aplicando un campo eléctrico, los electrones que
constituyen enlaces tipo 1™ pueden mover las cargas eléctricas a través de la cadena
polimérica. Cuando un espacio libre de la cadena es ocupado por un electron
proveniente de una molécula vecina, se crea un nuevo espacio disponible permitiendo

a la carga recorrer toda la cadena polimérica [49,50].

1.4 Técnicas de Caracterizacion

La caracterizacion de materiales nos ayuda a la reconocer un material a partir del
estudio de sus propiedades fisicas, quimicas, estructurales; etc.

Obtener informacion como: composicion, estructura, topologia, morfologia; etc. nos
ayuda a conocer y valorar la utilidad del material para diversas aplicaciones.

1.4.1 Técnicas de espectroscopia vibracional.

El andlisis vibracional de los materiales poliméricos a través de las espectroscopias
Raman e Infrarrojo, es un método experimental apropiado para obtener informacion
sobre parametros estructurales de los mismos. Asi, ademas de poder analizar las
especies quimicas presentes en el compuesto, es posible obtener entre otros, datos
sobre el estado de orden de los polimeros (orientacion de cadenas, cristalinidad, fases

cristalinas, etc.)
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1.4.1.1 Espectroscopia de Infrarrojo por transformada de Fourier

(FTIR-ATR)

El principio de funcionamiento de ésta técnica se basa en la excitacion de los modos
de vibracion y rotacion de los enlaces entre los atomos al ser irradiados con un haz
de luz infrarroja. Cada molécula, segun las caracteristicas de sus enlaces absorbera
radiacion de una o varias longitudes de onda especificas por lo que podra ser
identificada.

El propésito del sistema optico es transmitir la radiacion desde la fuente al detector
con la minima pérdida, se utilizan espejos de vidrio con un recubrimiento de oro o
aluminio. El sistema o6ptico va equipado con un compartimento para la muestra, en el
que ésta se sitla en el camino de la radiacion, u otros accesorios que permitan realizar
medidas diferentes a la transmision. (Ej. Attenuated Total reflectance ATR). El detector
se emplea para convertir la sefal 6ptica en una sefial eléctrica facilmente medible,
como el voltaje [51].La figura 1.10 muestra un esquema de un espectrémetro basado

en la Transformada de Fourier.
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Figura 1.10 Esquema del espectrémetro Infrarrojo por Transformada de Fourier.

La regién IR del espectro electromagnético se encuentra en 12800-10 cm™. La regién
IR se puede dividir en tres zonas: IR cercano: 12800-4000 cm™, IR medio: 4000-400
cm®; IR lejano: 400-10 cm, siendo en el IR medio donde se dan la mayoria de las
aplicaciones analiticas tradicionales.

El espectro vibracional de una molécula se considera una propiedad fisica Unica y por
tanto caracteristica de ésta molécula. Asi, entre otras aplicaciones, el espectro IR se
puede usar como “huella dactilar” en la identificacion de muestras desconocidas

mediante la comparacion con espectros de referencia.
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Otros métodos y accesorios

También se puede observar el comportamiento de los solidos en el infrarrojo por
técnicas de reflectancia y por el método foto acustico. Estos espectros son, con
frecuencia, similares a los espectros de absorcion y proporcionan la misma clase de
informacion.

Accesorios de reflectancia total atenuada (ATR):

Esta gama de dispositivos son especialmente Utiles para obtener espectros

IR de muestras que no pueden ser colocadas en los soportes habituales para el
método de transmisién. Asi, son apropiadas para estudiar sélidos gruesos insolubles
0 muy absorbentes, muestras liquidas, incluyendo laminas, recubrimientos, polvos,
hilos, adhesivos, polimeros y muestras acuosas. La ATR requiere poca o ninguna
preparacion para la mayoria de las muestras y es una de las técnicas de muestreo
mas versatiles.

La ATR ocurre cuando un haz de radiacion entra desde un medio mas denso (con un
mayor indice de refracciébn) en un medio menos denso (con un menor indice de
refraccion). La fraccion del haz incidente reflejado se incrementa cuando aumenta el
angulo de incidencia. Toda la radiacién incidente se refleja en la interfaz cuando el
angulo de incidencia es mayor que el angulo critico (que es funcién del indice de
refraccion). El haz penetra una distancia muy pequefia mas alla de la interfaz hacia el
medio menos denso antes de que suceda la reflexion completa. Esta penetracion se
llama «onda evanescente» y se produce a una profundidad de unas pocas micras. Su
intensidad se ve atenuada por la muestra en las regiones del espectro IR donde la

muestra absorbe. [51]
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1.4.1.2 Microscopia Raman

En 1921, el fisico hindi Chandrasekhara Venkata Raman realizé las primeras

observaciones que lo llevaron a descubrir el fendbmeno ineléstico de dispersion de

luz que permite el estudio de vibraciones moleculares, llamado efecto Raman en su
honor [52].

El principio fisico espectroscopia Raman consiste en hacer incidir un haz

de luz monocromatica de frecuencia, v sobre una muestra cuyas caracteristicas

moleculares se desean determinar [53]. Los fotones del haz incidente pueden

experimentar los siguientes efectos:

Colisiones elésticas con los atomos de la muestra, practicamente sin
pérdida de energia y conservando la misma frecuencia con la que incidieron
generando la llamada dispersion Rayleigh (figura 1.11) la cual, no aporta
ninguna informacién sobre la composicion de la muestra debido a que las
moléculas vuelven al mismo nivel de energia que tenian antes del choque
como se muestra en la grafica de la figura 1.12.

Colisiones inelasticas con los atomos de la muestra en donde se
presentan transferencia de energia que modifican la frecuencia de los fotones
dispersados que forman la llamada dispersion Raman la cual contiene
informacion sobre la composicion y estructura de la muestra debido a que las
moléculas son excitadas a un estado vibracional distintos del que tenian antes
del choque (figura 1.12) en dos formas posibles:
a) El foton incidente transmite energia a la molécula con la que choca,
(dispersion Stokes), induciendo vibraciones moleculares, y
disminuyendo su frecuencia (figura 1.11) por la pérdida de energia al
chocar.

b) ElI foton absorbe energia al chocar con moléculas excitadas,
(dispersion anti - Stokes) aumentando su frecuencia al ganar

energia (figura 1) durante el choque [54].
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1.4.2 Cristalografia de polvo

La Cristalografia es la ciencia que estudia la estructura, propiedades y formacion de
los cristales, asi como la interaccion de los materiales con la radiacion.

La difraccién de rayos en muestra policristalina permite abordar la identificacion de
fases cristalinas (puesto que todos los solidos cristalinos poseen un difractograma
caracteristico) tanto en su aspecto cualitativo como cuantitativo. Los estudios de
polimorfismo, transiciones de fase, y soluciones solidas, medida del tamafio de
particula, determinacién de diagramas de fase, etc., se realizan habitualmente por
difraccidon de rayos X.

El conjunto de técnicas que permiten obtener la mayor informacién estructural sobre
un sélido o un material, incluyendo el orden periédico a larga distancia, son los

métodos difractométricos.

1.4.2.1 Difraccion de rayos X

La difraccion de rayos X es una de las técnicas de caracterizacion mas eficaz y mas
comunmente utilizadas para el andlisis estructural de cristales, la técnica de DRX es
una técnica de caracterizaciéon no destructiva las ademas de que las muestras no

requieren ningun proceso especifico de preparacion de muestras para ser analizadas.

La técnica consiste en bombardear la muestra a estudiar con un haz de rayos x de
longitud de onda A, variando el &ngulo de incidencia de los rayos en la muestra, 6.
Un esquema del funcionamiento de un difractometro de método de polvos es

presentado en la figura 1.13.
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Figura 1.13. Esquema de funcionamiento y montaje

de un difractémetro

El principio basico de funcionamiento de esta técnica consiste en que los rayos x son
difractados de manera constructiva por la estructura de la muestra si es que se cumple

la ley de Bragg como se muestra en la figura 1.14.

n*A=2*d Sen (0)
Dénde:
n es un entero.
A es la longitud de onda.

d es la distancia interplanar de la estructura de la muestra.

6 el angulo de incidencia de los rayos x.

-32-



Plano de 0
incidencia
de la onda

Interferencia
constructiva
cuando:

nA =2dsin 0

Ley de Bragg

Figura 1.14 Representacion de la ley de Bragg

Los electrones acelerados que poseen suficiente energia, chocan con los atomos del
metal utilizado como blanco removiendo electrones de los niveles internos,
ocasionando que los electrones de los niveles superiores cubran los lugares vacantes,
emitiendo fotones de rayos X como se muestra en la figura 1.15. Debido a que los
rayos X tienen una frecuencia correspondiente a la diferencia de energia entre los dos
niveles, también son llamados radiacion caracteristica. Los rayos X generados, se
utilizan para bombardear una muestra para obtener su patrén de difraccion de rayos
X [55].
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Figura 1.15 Generador de Rayos X

1.4.3 Caracterizacion térmica

Bajo la denominacion de Analisis Térmico se engloban un conjunto de técnicas
analiticas que estudian el comportamiento térmico de los materiales. Cuando un
material se calienta o se enfria, su estructura cristalina y su composicién quimica

pueden sufrir cambios mas o menos importantes:

« Fusion: paso del estado sélido al estado liquido

e Sublimacién: paso del estado sélido al estado gaseoso
« Solidificacion: paso del estado liquido al estado soélido
« Cristalizacion: paso al estado sélido ordenado

« Amorfo: pasa al estado soélido desordenado

e Transicidon: cambio en su estructura cristalina

La mayor parte de estos cambios se pueden estudiar midiendo la variacion de distintas

propiedades de la materia en funcion de la temperatura.
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1.4.3.1 Calorimetria Diferencial de Barrido

La calorimetria diferencial de barrido, es una técnica experimental dindmica que nos
permite determinar la cantidad de calor que absorbe o libera una sustancia, cuando
es mantenida a temperatura constante, durante un tiempo determinado, o cuando es
calentada o enfriada a velocidad constante, en un determinado intervalo de

temperaturas. [56]

El andlisis de DSC es realizado con un calorimetro, el cual requiere, ademas de la
muestra a analizar, una muestra que sirva referencia al analisis.
El utilizado en el presente estudio es un calorimetro que basa su funcionamiento en

la medicion del flujo de calor que es aportado a la muestra analizada.

Este flujo de calor es variable, y es aportado por el calorimetro para lograr que la
diferencia de temperatura entre la muestra analizada y la muestra patron sea nula,
mientras la temperatura de la celda donde se encuentran las muestras es aumentada
linealmente. La medicién del flujo de calor es casi directa, pues es proporcional a la

potencia que el calorimetro consume.

La diferencia de temperaturas entre las muestras es medida con dos termocuplas. Un

esquema basico del montaje del calorimetro es presentado en la figura 1.16.
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Figura 1.16 Esquema basico de un montaje del calorimetro

Este tipo de calorimetros, a diferencia de los calorimetros de control de potencia, tiene
sélo una fuente de calor. Debido a que para realizar el analisis es necesario aumentar
la temperatura de la muestra, es esperable que esta sufra un proceso oxidativo que
altera los resultados. Para evitar este fenbmeno suele utilizarse flujos de gases libres
de oxigeno, tales como nitrégeno y argon [57] [58] [59], que forman una atmosfera

protectora en torno a la muestra.

Como resultado del analisis DSC se obtiene un grafico de potencia por unidad de
masa (flujo de calor entregado a la muestra de masa conocida) en funcion de la
temperatura, llamado Curva de DSC.

La curva obtenida es llamada traza calorimétrica. Permite entre otras cosas, calcular
la entalpia propia de una reaccion, la que esta determinada por el area bajo la curva

del grafico ACp vs T. Es por ello que el método de DSC es un método cuantitativo.
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Otros resultados que pueden obtenerse de una curva calorimétrica son [60]:

e Identificaciébn del comportamiento de las distintas fases en funcién de la
temperatura.

e Determinacién del diagrama de fases.

e Determinacion del grado de cristalinidad.

e Determinacion de temperatura de transicion vitrea.

1.4.4 Tension y energia superficial (Propiedades de mojado)

Antes de definir el angulo de contacto, es pertinente tener claro el concepto de
tension superficial, pues ambos conceptos estan intimamente relacionados.

Esta causada por los efectos de las fuerzas intermoleculares que existen en la
interface (plano de separacion entre dos fases) y dependera de la naturaleza del
liquido, del medio que le rodea y de la temperatura.

Los dos principales parametros que afectan a la magnitud de la tension superficial son
la temperatura y la composicion quimica de las fases. [61]

La influencia del medio exterior se debe a que las moléculas del medio ejercen
acciones atractivas sobre las moléculas situadas en la superficie del liquido,

contrarrestando las acciones de las moléculas del interior del liquido.
1.4.4.1 Angulo de contacto

El angulo de contacto es una propiedad superficial de los solidos que cuantifica su
tendencia a cuan hidrofébico puede ser un material como parametro importante para
analizar los mecanismos de interaccion entre las fases solida y liquida.

Las mediciones de angulos de contacto es un método fiable para caracterizar la
interaccién entre un liquido y una superficie. Cuando la gota de agua no penetra en el
sustrato, la interaccién puede ser caracterizada por un angulo de contacto si la

superficie es suave y homogénea.
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El &ngulo de contacto es una funcidén de la tensién superficial del liquido y de la
energia libre superficial del sustrato. Puede evaluarse mediante una gota de un liquido
puro dispuesta sobre un sélido. El angulo formado entre la interfaz sdlido/liquido y la
interfaz liquido/vapor, cuyo vértice esta donde las tres interfaces se encuentran,

constituye el angulo de contacto (Figura 1.17). [62]

Figura 1.17. Esquema representando el angulo formado entre la interfaz sélido/liquido y la interfaz

liquido/vapor y el vértice en el que las interfaces se encuentran constituye el angulo de contacto.

Donde:

0 Es el angulo de contacto.

ysi Tensioén superficial a la interface sélido/liquido.

Ysv Tension superficial a la interface solido/vapor.

yiv Tensioén superficial a la interface liquido/vapor.

Una superficie en la cual la gota forma un angulo de contacto mayor que 90°, es

una superficie hidrofébica.
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Esta condicion implica que la mojabilidad, adhesividad y la energia superficial del
sélido son bajas. En cambio, si la superficie es hidrofilica, se observara un dngulo de
contacto menor a 90° y tanto la mojabilidad, adhesividad como la energia superficial

del solido seran altas (Figura 1.18). [62]

Superficie hidrofébica Superficie hidrofilica

90<06<120° Angulo de contacto 10<0<90°
Pobre Adhesividad Buena
Pobre Mojado Bueno
Baja Energia libre superficial Alta
del solido

Figura 1.18 Esquema representando los angulos de contacto de una superficie

hidrofébica e hidrofilica y las distintas propiedades de los mismos.
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1.4.4.2 Angulo de contacto dinamico

En materiales absorbentes o porosos, cuando el liquido penetra en el sustrato, el
angulo de contacto cambiara continuamente como una funcion del tiempo. En ciertas
aplicaciones el tiempo de esta fase es critica en el proceso global. Para medir este
angulo de contacto dindmico, asi como el rango o grado de absorcion y de expansion,
es necesario captar una secuencia de imagenes durante la interaccion [62].Los
angulos de contacto dinamicos describen las interacciones en el limite entre liquido y
sélido durante el aumento (dngulo de avance) o disminucién (dngulo de retroceso) del
volumen de la gota en los procesos de mojado.

La frontera no se forma instantaneamente, requiere cierto tiempo antes de que se
establezca un equilibrio dindmico. [63.64.65]

El angulo de contacto 8 puede medirse con un instrumento llamado gonidbmetro, que
realiza mediciones estaticas y dinamicas de los angulos de contacto. Se deposita una
gota de agua y se mide el angulo de contacto haciendo una captura digital de la

imagen y utilizando programas informaticos especificos (ej. Image J®).

1.4.5 Caracterizaciéon morfoldgica

La caracterizacion fisica de un material, en nuestro caso de un electrohilado, la
podemos vincular con su estructura y morfologia de las mallas, donde podemos
conocer: su diametro, la orientacion de las fibras y rugosidad, para conocer estas

propiedades se recurre a la Microscopia Electrénica de Barrido
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1.45.1 Microscopia Electronica de Barrido

La MEB utiliza un haz de electrones en lugar de un haz de luz para formar una imagen
ampliada de la superficie de un objeto. Es un instrumento que permite la observacion
y caracterizacion superficial de soélidos inorganicos y organicos. Tiene una gran
profundidad de campo, la cual permite que se enfoque a la vez una gran parte de la

muestra.

El microscopio electrénico de barrido esta equipado con diversos detectores, entre los
gue se pueden mencionar:

e Detector de electrones secundarios para obtener imagenes de alta resoluciéon
por medio de la morfologia superficial de la muestra (SEI, Secundary Electron
Image).

e Un detector de electrones retrodispersados que permite la obtencién de
imagenes de composicion y topografia de la superficie (BEI ,Backscattered
Electron Image),

e Un detector de energia dispersiva (EDS Energy Dispersive Spectrometer)
detecta, cualitativamente, los rayos X caracteristicos de los elementos

guimicos presentes en la superficie de la muestra. [66]

Un microscopio electronico de barrido cuenta principalmente con un cafién de
electrones con un emisor, un sistema de lentes electromagnéticos que focalizan y
reducen el haz de electrones provenientes del filamento; un sistema de barrido que
hace recorrer sobre la superficie de barrido sobre la superficie de la muestra al haz de

electrones una vez que esta focalizado. [67]

Los electrones procedentes del cafion electronico, atraviesan la lente condensadora
y objetivo, incidiendo sobre la muestra, produciendo tras la interaccién con los atomos
de la muestra una serie de efectos que desencadenan la liberacion o
“devolucién” de electrones secundarios, retrodispersados. Estos electrones liberados

o devueltos, son recogidos en un detector que contiene lentes electromagnéticas
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(electroimanes), encargados de formar la imagen final en el sistema de registro. Para
generar el barrido sobre la superficie de la muestra, este microscopio electronico
contiene un deflector que distribuye el haz de electrones, permitiendo el recorrido de
los electrones punto por punto o linea por linea de la muestra a observar. La imagen
que se obtiene al final, es de caracter tridimensional, facilitando informacion sobre las

estructuras, texturas y/o morfologia de las muestras observadas. [67]
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A la bomba de vacio

Figura 1.19 Representacion de la columna del Microscopio Electronico de Barrido.

Una representacion del funcionamiento del microscopio electronico de barrido se

muestra en la figura 1.19.
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1.5 Cultivos celulares

Se considera al zodlogo americano R. G. Harrison como el iniciador de los cultivos de
tejidos animales. En 1907, Harrison fue el primer cientifico que empled técnicas in vitro
para el estudio de fendmenos in vivo, realizando cultivos de médula espinal

embrionaria de anfibios.

Se le llama cultivo celular a la propagacion de células fuera del organismo de origen,
por medio de técnicas que permiten el mantenimiento de las células 'in vitro',
manteniendo su propiedades fisioldgicas, bioquimicas y genéticas funcionales para su
proliferacion. Los estudios que emplean cultivos celulares abarcan gran nimero de
disciplinas. Las células se pueden obtener de especies animales y vegetales.

Podemos encontrar una serie de ventajas:

Facil manipulacién bajo condiciones controladas

Alternativa al uso de animales

Permite trabajar en pequefia, mediana y gran escala

Las células pueden mantenerse congeladas por largos periodos de tiempo con
minima pérdida de viabilidad. [68]

1.5.1 Tipos de cultivo celular

Cultivo celular primario

Se puede obtener a partir de explantes primarios 0 de suspensiones de células
disgregadas. La disgregacion celular se realiza por métodos enzimaticos o mecanicos.
En estos cultivos se pierden las interacciones célula-célula y las interacciones de la
célula con la matriz extracelular. Sin embargo, las células son capaces de proliferar y

la poblacion celular crece notablemente.
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Cuando las células ocupan toda la superficie disponible se dice que han alcanzado la
confluencia. En esta etapa, las células establecen contactos entre ellas que inhiben
su proliferacion y el crecimiento se detiene. Por eso, al cabo de un tiempo hay que
trasplantar las células a un nuevo soporte. Esta operacién se denomina subcultivo o

pase como se muestra en la figura 1.20. [69]

0

- -

pedazo de D,
tejido @Q
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disgregacion células en X i
mecanica suspension cultivo primario cultive secundario

Figura 1.20 Etapas de un cultivo celular

Lineas celulares

Es aquel cultivo que se establece a partir de un tejido u érgano, en muchos casos de

un tumor, y que se mantiene en proliferacién un tiempo ilimitado.

Pueden ser resultado de una transformacién, que se refiere a cambio de un cultivo
primario a linea. No todas las lineas son igualmente sensibles al crecimiento de virus,
lo que significa que no hay un tipo celular universal. Las lineas celulares pueden
derivar de tumores, por transformacién con oncogenes, o por tratamiento con
carcinogénicos. Una particularidad es que pueden reproducirse de manera indefinida
[69].
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1.5.2 Medios de cultivo

El cultivo celular se realiza en medios artificiales preparados mediante la mezcla de
componentes purificados o de soluciones organicas complejas, en el interior de
instrumentos que mantienen las condiciones fisico-quimicas adecuadas y sobre
soportes o recipientes que los contienen y aislan del medio exterior. Podemos decir
gue el medio de cultivo estara formado por cuatro elementos: la naturaleza del sustrato
o fase en que crecen las células, las condiciones fisico-quimicas y fisiol6gicas del
medio, la naturaleza y composicion de la fase gaseosa y las condiciones de
incubacion, especialmente la humedad y la temperatura [70].

El medio de cultivo contiene los suplementos necesarios (aminoacidos, vitaminas,
sales inorganicas, proteinas, elementos traza, glucosa, etc.) para proporcionar un

ambiente adecuado para el crecimiento y proliferacion celular.

1.5.3 Conteo celular

Para determinar la densidad de las células se emplean diferentes técnicas, desde la
relativamente simple camara de contaje celular de la que existe numerosas variantes,
entre ellas la camara de Neubauer.

La camara de Neubauer es una cAmara de contaje adaptada al microscopio de campo
claro o al de contraste de fases. Se trata de un portaobjetos con una depresién en el
centro, en el fondo de la cual se ha marcado con la ayuda de un diamante una
cuadricula como la que se ve en la figura 1.21.

Es un cuadrado de 3 x3 mm, con una separacion entre dos lineas consecutivas de
0,25 mm. Asi pues el area sombreada y marcada L corresponde a 1 milimetro
cuadrado. La depresion central del cubreobjetos esta hundida 0,1 mm respecto a la
superficie, de forma que cuando se cubre con un cubreobjetos éste dista de la
superficie marcada 0,1 milimetro, y el volumen comprendido entre la superficie L y el

cubreobjetos es de 0,1 milimetro cubico, es decir 0,1 micro litro [71] .
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Figura 1.21. Camara de Neubauer (izquierda) y esquema de la cuadricula utilizada

para el recuento de células (derecha).

1.5.4 Caracterizacion bioldgica

Los parametros que definen la viabilidad celular en un experimento particular pueden
ser muy diversos. Dentro de algunos ensayos podemos encontrar el ensayo
mediante la técnica LIVE/DEAD.

La determinacién de la viabilidad mediante la técnica de LIVE/DEAD nos permite
realizar un ensayo funcional, en base a la integridad de su membrana plasmatica. Para
este tipo de ensayo se emplean fluorocromos del kit comercial LIVE/DEAD
(Viability/citotoxicity kit for mammalian cells) diluidos en PBS. Después de la
preparacion se realiza la toma de imagenes con un microscopio de fluorescencia. Las
longitudes de onda de excitacion de los fluorocromos son de 494 nm para la calceina

y 528 nm para el bromuro de etidio, respectivamente.
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Hipotesis

Fabricar andamios a base de poli (hidroxibutirato) por medio de la técnica de
electrohilado y modificarlos superficialmente por medio de polimerizacion por plasma,

mejorando la adherencia y proliferacion celular.
Objetivos

Objetivo General

Hallar las condiciones apropiadas para electrohilar andamios de PHB y poder realizar

modificacion superficial, para cultivar en ellos células Rin-M secretoras de insulina.

Objetivos especificos

Encontrar las condiciones adecuadas para la produccién de matrices de PHB.

e Realizar modificacion superficial, a través de la técnica de polimerizacion por

plasma empleando el monémero de pirrol y como dopante yodo.

e Caracterizar los andamios electrohilados de PHB por medio de las técnicas:
Espectroscopia de Infrarrojo por Transformada de Fourier, Microscopia
confocal-raman, Difraccion de Rayos X, Calorimetria Diferencial de Barrido,

Angulo de contacto y Microscopia Electronica de Barrido.

e Analizar la biocompatibilidad de las matrices por medio de un cultivo celular

sobre los andamios in vitro, empleando la linea celular Rin-M.
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Capitulo 2

Metodologia Experimental

Este trabajo de investigacion se baso en la realizacidon de tres electrohilados de PHB
a diferentes velocidades de inyeccidn manteniendo constantes el resto de los
parametros (voltaje, temperatura, distancia entre aguja colector; etc.). Una vez que se
encontré el andamio con la mejor distribucion de fibras se procedio a realizar una
modificacion superficial por medio de la técnica de polimerizacién por plasma,
empleando como mondémero pirrol y dopante yodo para mejorar sus propiedades de
adherencia celular, una vez que se tuvieron los andamios electrohilados se realizaron

caracterizaciones estandares para conocer sus propiedades fisicoquimicas.

2.1 Materiales

Para la elaboracion de los andamios electrohilados, se emple6 un polimero
biodegradable, el polimero usado fue PHB de la compafia Sigma Aldrich, en forma
de granulos, las caracteristicas principales del polimero se muestran en la tabla 2.1.
El solvente empleado para disolver el polimero fue cloroformo de la compafiia J.T.
Baker (9180-02), ya que este solvente se evapora en el proceso de electrohilado
permitiendo que se formen las fibras, las caracteristicas de este solvente se muestran
en la tabla 2.2 [74]. Una vez que se tenia un solucion homogénea se adiciono Alcohol
Etilico para aumentar el compactado de la cadena polimérica, las caracteristicas del

alcohol etilico se describen en la tabla 2.3 [75].
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Referencia

Formula molecular [COCH2CH(CHS3)O]n [72]
Temperatura de Fusién 172°C- 180°C [72][73]
cristalina
Temperatura de transicion 2°C [73]
vitrea
Resistencia a la traccion 40 MPa [73]
Alargamiento a la rotura 6% [73]
Tabla 2.1 Propiedades del PHB
Formula molecular CHCls
Peso molecular 119.38 g/mol
Punto de ebullicion 62°C
Punto de fusion -63°C
Temperatura de descomposicion 225°C
Solubilidad al agua a 77°F 5g/L
Porcentaje volatil 100%
Tabla 2.2 Propiedades del Cloroformo
Formula molecular C2HsO
Peso molecular 46.07 g/mol
Punto de ebullicion 78.3°C
Punto de fusién -114°C
Punto de Inflamabilidad 13°C

Tabla 2.3 Propiedades del Alcohol Etilico

Para realizar la modificacion superficial, empleando la técnica de polimerizacion por
plasma se utiliz6 como monémero pirrol y como dopante se us6 yodo, ambos
materiales de la compafiia Sigma Aldrich, las especificaciones del proveedor se

muestran en tabla 2.4 [73-74 ] para el caso del pirrol y en la tabla 2.5 para el yodo

[76].
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Formula molecular C4HsN

Densidad de vapor 2.3 (vs aire)

indice de refraccién 1.508

Punto de Fusién -2.3°C

Tabla 2.4 Propiedades del Pirrol

Formula molecular P

Densidad de vapor 9 (vs aire)

Resistividad 1.3E15 pQ-cm

Punto de Fusién -113°C

Tabla 2.5 Propiedades del Yodo
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2.2 Método experimental

2.2.1 Preparacion de soluciones poliméricas

En esta fase del proyecto se prepararon tres soluciones poliméricas a base de PHB,
para lograr obtener una solucion homogénea se colocaron 2.4 g de polimero asi como
18 ml de cloroformo en un recipiente de cristal, posteriormente se colocd un agitador
magnético en el interior del recipiente para obtener una mejor dispersion del polimero
en el solvente, a su vez se puso en una plancha térmica a 50 °C por 1hora para llegar
a obtener la solucién deseada, como se observa en la figura 2.1.

Después se agregaron 2 ml de Alcohol etilico, realizando una agitacion la cual
permitiera la incorporacion a todo el volumen de nuestra solucion. Es necesario
mencionar que las concentraciones del polimero asi como los solventes se

mantuvieron constantes, el factor variante fue la velocidad de inyeccién en el

electrohilado.

Figura 2.1. (a) Soluciones poliméricas colocadas sobre la plancha térmica, (b) Soluciones de

PHB listas para electrohilar.
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2.2.2. Proceso de electrohilado

Para el proceso de electrohilado se hizo uso del equipo del Area de Polimeros (T-
125), se empleé una maquina “Nanofiber Electrospinning Unit “marca NaBond asi
como una bomba de inyeccién modelo TCI-1V, como se muestra en la figura 2.2.
Para realizar el suministro de la solucion polimérica se empled una jeringa de 20 ml
en la cual se vertio la solucién, el orificio de la jeringa se acoplé a una manguera de
plastico con un didmetro de 5 mm y una longitud de 50 cm aproximadamente en el
extremo de la manguera se coloc6 una aguja, ambos extremos de la manguera fueron
cubiertos con parafilm para evitar cualquier tipo de escurrimiento de solucion
polimérica durante el proceso de electrohilado. Una vez terminado este proceso se
procedi6 a colocar la jeringa en la bomba de inyeccidn para abastecer la solucién. Los
pardmetros empleados para los tres distintos electrohilado se muestran en la tabla
2.6.

Figura 2.2 Maquina de Electrohilado.
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Electrohilados

Razo6n de inyeccion 10,5y 3 ml/h
“w” del colector 1723 rpm
Distancia entre aguja y colector 12 cm
Temperatura 30°C
Voltaje aplicado 15 kV

Tabla 2.6 Parametros de los tres diferentes electrohilados

Para la recoleccion de las fibras se us6 un colector de tipo cilindrico recubierto con
una hoja de papel aluminio, cada uno de los diferentes procesos se realizaron en el

interior de la camara del equipo de electrohilado.

2.3 Polimerizacion por Plasma

La modificacion superficial se realizdé a uno solo de los andamios electrohilados, la
malla a la cual se realiz6 dicho cambio fue cuya razén de inyeccion fue de 3 ml/h, en
el siguiente capitulo se detalla el procedimiento para elegir este andamio.

La modificacion superficial se llevd a cabo en un reactor de plasma como se muestra
en la figura 2.3

Bomba de
vacio

Pirrol

Pirani

o EETEEE

LI

Figura 2.3. Esquema del reactor de plasma.
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El reactor esta conformado por un tubo de cristal de 16 cm de largo por 9 cm de
diametro asi como 5 mm de espesor, los extremos se encuentran sellados por dos
tapas de acero inoxidable, en cada una de ellas se encuentran dos electrodos
redondos de acero inoxidable de 7 cm de diametro.

Fue necesario cortar segmentos del andamio los cuales fueron colocados dentro del
reactor de plasma, una vez colocados los segmentos de andamio se procedio a sellar
el reactor con ambas tapas, un extremo del reactor se conectd a un sensor de vacio
asi como a una trampa para gases, el otro extremo se conecto al Pirrol y al yodo por
medio de manguera de latex, la sintesis se realiz6 a una potencia de 20W, 3.4x101

Torr de presion por un tiempo de 25 minutos. Ver figura 2.4

Figura 2.4 Muestras de fibras electrohiladas de PHB dentro del reactor de

plasma.
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2.4 Técnicas de espectroscopia vibracional

2.4.1 Espectroscopiade Infrarrojo por Transformada de Fourier por Reflectancia
Total Atenuada (FTIR-ATR)

El analisis fisicoquimico de las fibras electrohiladas de PHB se realiz6 con un
espectrofotometro infrarrojo por Transformada de Fourier, marca Pekin Elmer modelo

Spectrum Gx (200 FTIR-System) como se observa en la figura 2.5.

Este modelo tiene un rango de resolucion de 0.2-64 cm* el cual emplea un haz IR con
beamsplitter de Bromuro de potasio (KBr) con un rango de 7000-50 cm™ como las
muestras a analizar son sélidas el equipo cuenta con una punta para sélidos marca

Smiths (Smith Detection) modelo DuraSamplIR I1.

Una de las ventajas de esta técnica es que no se requiere una preparacion especifica
de las muestras, por lo que solo se requirié recortar secciones de los tres diferentes
andamios de 2x2 cm como se muestra en la fig. 2.5 los cuales fueron colocados en

el dispositivo de ATR como se ilustra en la figura 2.5.

Los parametros de medicion se mantuvieron constantes durante todas las mediciones,
se realizaron 32 barridos a una longitud de onda de 4000-700 cm-* para cada muestra,
obteniendo asi un espectro de FTIR-ATR para cada una de las muestras analizadas.
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Figura 2.5. Espectrémetro de Infrarrojo por Transformada de Fourier empleando el
dispositivo ATR.

2.4.2 Microscopia Confocal Raman

Esta técnica es complementaria al andlisis de FTIR-ATR las cuales miden modos
vibracionales de las moléculas presentes en los andamios electrohilados de PHB. Esta
técnica cuenta con la ventaja de qgue podemos analizar una zona en especifico debido
a la parte Confocal del microscopio. Las muestras fueron analizadas con un
microscopio de la marca WITec (Focus Innovations), modelo Alpha 300RA, el equipo
cuenta con dos tipos de laseres, uno que emite a 633 nm (rojo) y el segundo con una
longitud de onda de 532 nm (verde),empleando un laser verde (532 nm) con una

resoluciéon de 200 nm.

En la figura 2.6 podemos observar el microscopio empleado para el analisis Raman
de las fibras electrohiladas de PHB.
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Figura. 2.6 Microscopio Confocal-Raman.

Para este tipo de analisis no es necesario preparar las muestras de una manera en
especial, se cortaron segmentos de andamios de 4x4 cm aproximadamente, cada
muestra se sitlo en un porta objeto fijaAndose con cinta adhesiva doble cara. Para
poder realizar el analisis fue necesario enfocar una fibra en especifico para poder
tomar la sefial de la muestra, una vez enfocado el andamio se procedi6 a prender el
laser hasta alcanzar la intensidad maxima del laser verde con un intervalo de longitud
de onda de 0- 4000 cm™.
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2.5 Cristalografia en polvo

2.5.1 Difraccion de Rayos X

Por medio de esta técnica es posibles obtener el grado de cristalinidad de nuestro
polimero, asi como observar los picos caracteristicos del PHB, para ello se emple6 un
equipo de DRX con un difractometro marca BRUKER, modelo D (ADVENCE ECO el
cual se puede apreciar en la fig. 2.7 con una radiacion tipo Ka de Cu. Para poder
analizar las muestras fue necesario depositar un segmento en forma de pelicula sobre
un porta muestras de bajo fondo cubriéndolo por completo. Las muestras se

manejaron con un angulo de barrido de Rayos X de 26 = 2° a 70°.

Figura 2.7 Difractometro de Rayos X
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2.6 Caracterizacion Térmica

2.6.1 Calorimetria Diferencial de Barrido

Esta técnica nos permite conocer transiciones del material bajo flujo de calor. El
analisis térmico se realizo con la ayuda de un equipo DSC-2929 marca TA Intruments
como se muestra en la fig. 2.8.

Para poder realizar el estudio fue necesario tomar muestras de 3 a 10 mg, para
posteriormente encapsularlas en “charolas” de aluminio. El equipo cuenta con dos
celdas en una se coloca la charola de referencia para su analisis térmico cada una de
las muestras se depositd en la celda vacia del equipo, se oper6é con una atmosfera

controlada de N2 en forma de gas.

Las condiciones para el ciclo fueron las siguientes.

e Calentamiento a 10 °C/min desde 50 °C- 200 °C.

e Se borra la historia térmica precedente, manteniendo la temperatura por 3
minutos a 200 °C.

e La tercera etapa corresponde al enfriamiento de 200 °C a 0 °C con una razon
de cambio de 10 °C /min.

e Por ultimo se realiza el segundo calentamiento de 0 °C a 200 °C a 10 °C/min.
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Figura 2.8 Equipo de Calorimetria Diferencial de Barrido DSC-2920

marca TA Instruments

2.7 Tensiony energia superficial (Propiedades de mojado)

2.7.1 Angulo de contacto

Es necesario saber el grado de hidrofobicidad de nuestros electrohilados de PHB ya
que serdn empleados como andamios para cultivos celulares, y tendran interaccion
con el medio de cultivo de las células (medio acuoso).

El angulo de contacto es una propiedad superficial de los solidos que cuantifica su
tendencia a la hidrofobicidad como parametro importante para analizar los

mecanismos de interaccion entre las fases sélida y liquida.

Dado que los andamios que fabricamos contaran con poros, estos pueden absorber
liquidos, por lo que el &ngulo de contacto cambiara como funcién del tiempo, para ello
emplearemos el angulo de contacto dindAmico. Para medir este angulo de contacto
dindmico, asi como el rango o grado de absorcién y de expansion, es necesario captar
una secuencia de imagenes durante la interaccion [60]. Para realiza las mediciones
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se tomaron 3 muestras de 3x3 cm de cada andamio, posteriormente se les coloco una
gota de agua con un volumen de 20 pl por medio de una micropipeta, este
procedimiento de se repitio cinco veces para cada una de las muestras, las fotografias

se tomaron con la ayuda de una camara digital de 12x.

El &ngulo de contacto se determiné con un software libre ImageJ® con el cual se
midi6é el angulo de contacto de cada una de las fotografias y se obtuvo un promedio

para cada uno de los andamios analizados.

2.8 Caracterizacion morfologica

2.8.1 Microscopia Electronica de Barrido

Para poder visualizar la morfologia de las fibras elaboradas con PHB y las recubiertas
con PPy-l por plasma se emple6 un microscopio electrénico de barrido de alta
resolucién, marca HRSEM Jeol 7600F, con una resolucién de 4nm y un voltaje de 30
kV el equipo se puede observar en la figura 2.9.

Las muestras necesitaron una preparacion previa la cual consistié en un recubrimiento
de oro con la ayuda de un equipo marca Baltec, modelo SCD-050 Sputter Coater, (ver
fig. 2.10) aplicando un voltaje de 200 V durante 2 minutos, posteriormente las

muestras se colocaron en el interior de la cAmara del microscopio.
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Figura 2.9 Microscopio Electrénico de Barrido. Figura 2.10 Equipo para el recubrimiento de oro.

2.9 Cultivos celulares

Para la evaluacion biolégica de los andamios electrohilados fue necesario cultivar
células sobre ellos para evaluar su biocompatibilidad, empleando cultivo secundario,
es decir se empled una linea celular para la evaluacion bioldgica; las células usadas
fueron células betas pancreéticas de la linea Rin-M (ATCC® CRL2057 ™).

Los medios para preservar los cultivos fueron preparados por medio de mezclas
establecidas por el proveedor, los cuales proporcionan los nutrientes y factores de
crecimiento adecuados para este tipo de células [77].

La prueba se realizo por triplicado para lo cual se necesito tener tres muestras de cada
andamio de 3x3 cm las cuales se esterilizaron por medio de luz ultravioleta con una
longitud de onda de 254nm por un periodo de dos dias.
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2.9.1 Linea celular Rin-M

El uso de lineas celulares nos facilita su identificacion, ya que hay una sola especie
de células es decir son homogéneas.

Se utilizé linea celular RIN-M correspondientes a células beta de rata adquirida en
ATCC®. Esta linea celular es proveniente de un insuloma de rata macho de la espacie
Rattus Norvegicus; el tumor fue ocasionado por altas dosis de radiacion [78]
posteriormente se realizé un trasplante en diferentes ratas (macho) de la misma
especie para lograr estabilizar la linea celular [79]. Este tipo de células son secretoras

de insulina y somatostatina [80], tienen una morfologia epitelial.

La proliferacion celular se llevé a cabo siguiendo el protocolo de ATCC®, empleando
RPMI-1640 como medio de cultivo base adicionalmente se agregd suero fetal bovino
y antibidtico con antimicético al 10% y 1% del volumen total, respectivamente. La linea
celular se incubo en un ambiente recomendado de 5% de CO2 a 37 °C, empleando

cajas de cultivo (petri) de 100x20 mm y cambiando el medio de cultivo cada tercer dia.

2.9.2 Cultivo celular sobre los andamios

Una vez que se tenian los andamios esterilizados (tres muestras para cada tipo de
electrohilado) se procedié a realizar los cultivos sobre cada una de las muestras
usando cajas petri de 35x10 mm. Todos los cultivos se mantuvieron bajo las
condiciones 6ptimas, a 37 °C y con un ambiente himedo al 5% de CO2, empleando
su medio de cultivo correspondiente y cambiando el medio cada tercer dia por un

lapso de diez dias.

Previo al sembrado celular se depositaron en un tubo eppendorf con medio de cultivo
obteniendo un volumen de 2 ml, este se centrifugd 1200 rpm por 5 minutos dando
como resultado un “botdn” celular el cual fue disociado con ayuda de una pipeta, las
células se depositaron sobre una camara Neubauer para su conteo, este se realizd

con la ayuda de un microscopio éptico. Se sembraron 4x102 células en cada uno de
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los andamios, se tomaron fotografias de los cultivos celulares (sobre los andamios)
con ayuda de un microscopio Optico y una camara de 10 mega pixeles. El cultivo

celular sobre los andamios fue por un periodo de diez dias.

2.9.3 Viabilidad celular

La viabilidad celular se realiz6 mediante pruebas de viabilidad LIVE/DEAD, empleando
un kit de Calceina-AM y Homodimero de Etidio-1(EthD-1) adquirido en AccesoLab®,
como material adicional se emplearon pipetas con puntas con un diametro de 4mm

para no destruir los agregados celulares formados sobre los cultivos celulares.

Antes de agregar Calceina-AM y EthD-1 las células de nuestros cultivos celulares
fueron fijadas con Formaldehido (CH20), para ello se llevd a cabo el siguiente

procedimiento:

e Retirar el medio de cultivo de cada una de las cajas petri con el debido cuidado.
e Agregar y retirar 3ml de PBS (para realizar lavado).
e Agregar 1 ml de CH20 y dejarlo actuar por 5 minutos, posteriormente retirar.

e Lavar con 3 ml de FBS.

Para la solucion de viabilidad, se preparé una solucion de PBS con Calceina-AM y
EthD-1 en una concentracién de 1uM y 2 uM correspondientes a las indicadas por el
kit. Enseguida se tomaron 500 ul y se depositaron en cada una de las cajas petri,
cubriéndolas para protegerlas de la luz, se dejaron por un lapso de treinta minutos,
para después ser analizadas con un microscopio Confocal.

Esta técnica nos permite diferenciar células vivas y células muertas, ya que Calceina-
AM y Homodimero de Etidio-1 hace que los nucleos de las células viables fluorescen

en color verde mientras que las células muertas fluorescen en color rojo.
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CAPITULO 3

RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Razo6n de Inyeccidon y Microscopia Electronica de Barrido

Se determiné la razoén de inyeccion adecuada para un andamio electrohilado de PHB,
para posteriormente realizar modificacion superficial por polimerizacion por plasma
con PPy-lI esperando una mejor adherencia y proliferacién celular; se emplearon
micrografias de SEM para poder observar la morfologia y determinar el diametro

promedio de cada uno de los andamios electrohilados de PHB.

En las figuras 3.1 se muestran micrografias del primer andamio electrohilado a una
razén de inyeccion de 10 ml/h obtenidas por SEM, en 3.1(a) es posible apreciar la
estructura del andamio en forma de “hebras” largas, las cuales presentan
aglomeraciones asi como rosarios (perlas) a lo largo de su longitud, las cuales
muestran una rugosidad estas imperfecciones se atribuyen a la velocidad de
inyeccion, la cual no permiti6 la evaporacion adecuada del solvente. Las fibras no
muestran una orientacion privilegiada, el diametro de las fibras no es uniforme a lo
largo de su longitud. En 3.1 (b) es posible apreciar perlas que se formaron a lo largo
de las fibras las cuales se muestran aglomeraciones rugosas en segmentos de las
fibras, ademas se puede observar fibras delgadas comparadas con la perlas
formadas. En la figura 3.1 (c) se puede observar que existe separacion entre las fibras,
también se observan poros sobre los rosarios. Por medio de las micrografias es
posible conocer al diametro promedio de las fibras electrohiladas como se muestra en
el histograma de la figura 3.1 (d) el diametro hallado fue de 1.72+ 15 ym lo cual nos
indica que son fibras delgadas las cuales se pueden apreciar en las distintas

micrografias.
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Figura 3.1 Microfotografias obtenidas por SEM (a), (b), (c) y (d) diametro de las fibras; del andamio de PHB con

una razoén de inyeccion de 10 mi/h.
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Debido a los resultados encontrados anteriormente se decide bajar la razén de
inyecciéon de 10 ml/h a 5 ml/h. Los resultados encontrados fueron los siguientes:

En la figura 3.2 se muestran microfotografias del andamio electrohilado a una
velocidad de 5 ml/h; en 3.2(a) es posible apreciar la formaciéon de cumulos de
polimero, las fibras presentan una orientacion al azar, la formacion de rosarios a lo
largo de su longitud es persistente se puede observar una mejor distribucion de fibras
sobre todo el andamio en comparacion con el andamio anterior, en 3.2 (b) es posible
observar poros sobre las fibras asi como en las perlas, es posible identificar que las
fibras se encuentran entre cruzadas entre si.

Mientras que en 3.2 (c) se observan los rosarios que se formaron durante el proceso
de electrohilado, la formacién de estos rosarios se debe a que el solvente no alcanzo
a evaporarse en su totalidad ocasionando este tipo de formaciones sobre todo el
andamio, es posible apreciar que los rosarios tienen poros sobre toda su superficie.
El didmetro promedio es de 2.16 + 0.32 um el cual se muestra en el histograma de la
figura 3.2 (d).
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Figura 3.2 Microfotografias SEM (a), (b) y (c) y (d) diametro de las fibras del andamio de PHB

con una razén de inyeccion de 5 mi/h.
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Dado que los andamios que se obtuvieron no muestran homogeneidad se opta por

reducir la razén de inyeccion a 3 mi/h encontrando los siguientes resultados.

Las fibras se encuentran distribuidas sobre todo el andamio ver fig. 3.3 (a), también
podemos observar que las fibras muestran una mejor orientacion privilegiada, las
fibras se encuentran con una mayor distribucién sobre el andamio disminuyendo las
separacion entre ellas, a pesar de ello aun sigue presente la formacion de rosarios
sobre el andamio, en la figura 3.3 (b) es posible apreciar poros sobre la superficie de
las fibras también es posible apreciar en la parte inferior de la microfotografia el
segmento de la formacion de una perla, en 3.3 (c) se pueden observar fibras, las
cuales presentan poros en su superficie, ademas es notable que el tamafio no es
homogéneo. En 3.3 (d) se muestra el diametro promedio de este andamio el cual es
de 2.49+ 0.09 pm.
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Figura 3.3 Microfotografias SEM (a), (b) , (c) y (d) diametro de las fibras del andamio de PHB con una razoén

de inyeccién de 3ml/h.
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3.2 Polimerizacion por plasma.

Una vez analizados los tres andamios electrohilados por medio de SEM, fue posible
determinar que andamio era el mas apropiado para modificar su superficie por medio
de polimerizacion por plasma, empleando Pirrol y Yodo como dopante.

El andamio empleado para este proceso del experimento fue el andamio electrohilado
con una velocidad de inyeccion de 3 ml/h debido a que el andamio mostré una mejor
distribucion y tamafio, ademas de que las fibras se encontraron distribuidas sobre todo
el andamio.

Durante la sintesis se pudo observar la reaccion que se llevaba en el interior del
reactor, al inicio de la reaccion el color era azul, posteriormente el color paso a ser
morado. Al finalizar la sintesis se obtuvieron fibras recubiertas con PPy-I fue notable
el cambio de apariencia ya que los andamios pasaron de tener un color blanco a ser

de color café como se observa en la figura 3.4.

En la figura 3.4 (a) se observa el andamio con modificacion superficial en el cual se
pueden observan fibras que sufrieron fracturas, la modificacién superficial cubrié la
superficie de las fibras, mientras que en 3.4 (b) aun es posible apreciar poros sobre la
superficie de las perlas presentes; la figura 3.4 (c) nos muestra que la superficie de
las fibras se volvié rugosa y el recubrimiento se realizé de manera satisfactoria. Debido
al recubrimiento superficial se logré un aumento en el diametro de las fibras, como se
observa en el histograma de la figura 3.4 (d) el cual nos muestra que el diametro
promedio es de 2.87 + 0.05 um.
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Figura 3.4 Microfotografias obtenidas por SEM(a), (b) y (c) , (d) y diametro de las fibras del andamio

de PHB-PPy-I.
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3.3 Técnicas de Espectroscopia Vibracional

3.3.1 Espectroscopia de Infrarrojo por Transformada de Fourier por
Reflectancia Total Atenuada (FTIR-ATR)
Se realizo el estudio para cada uno de los andamios para poder determinar los grupos

funcionales presentes.

En la fig. 3.5 se muestran los espectros de infrarrojo de cada uno de los andamios se
observan los modos Vvibracionales de los diferentes grupos funcionales
correspondientes al polimero empleado (PHB), asi como los grupos funcionales de
Pirrol en el caso del andamio con modificacion superficial, la tabla 3.1 muestra los

valores obtenidos asi como el grupo funcional correspondiente.

Acm ! (longitud de onda) Modo de vibracion
2935 Estiramiento asimétrico CH3
2977 Estiramiento asimétrico CHs
1721 Estiramiento C=0
1451 Deformacién asimétrica CH
1383 Deformacion simétrica CHz y
Estiramiento C-H
1300-1000 Estiramiento C-O-C

Tabla 3.1(a), (b) y (c). Bandas caracteristicas atribuidas a los andamios de PHB

En la figura 3.5 (a), (b) y (c) se presenta el espectro de infrarrojo de poli(3-
hidroxibutirato) (PHB) electrohilado a diferentes velocidades de inyeccion se
presentan dos bandas en 2977 y en 2935 cm correspondientes al estiramiento
asimétrico del enlace CHs. También aparecen una banda en 1721 cm debido al

estiramiento del enlace C=0 perteneciente a compuestos carboxilicos.
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La banda que aparece en 1451 cm se debe a la deformaciéon asimétrica del enlace
CH de grupos metilenos, en 1383 cm™ ocasionado por el estiramiento del enlace C-H
de grupos metilos, asi como deformacion simétrica de CHsz y las bandas que
comprenden de 1300-1000 cm! son originadas por el estiramiento del enlace C-O del

grupo éster.

En la figura 3.5 (d) se muestra el espectro infrarrojo del andamio polimerizado con
PPy-I, en el podemos notar en 3781-3052 cm® una banda intensa correspondiente al
grupo aminas, la banda de 1721 cm* aumento lo cual nos indicia la presencia de

mas grupos CHa. El resto del espectro se mantiene igual que el resto.

Los resultados encontrados corresponden a los reportados en la literatura [81-82]
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Figura 3.5 Espectros FTIR-ATR: (a), (b) y (c) Espectros de infrarrojo de los andamios

electrohilados de PHB, (d) espectro de infrarrojo del andamio de PHB polimerizado con

PPy-I.
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3.3.2 Microscopia Confocal- Raman

La caracterizacion Raman nos permite hallar el espectro de los diferentes enlaces
quimicos que conforman el polimero, asimismo se empled un microscopio Confocal el
cual no permite tener una imagen de la zona en especifico de la cual proviene el

espectro obtenido.

En la figura 3.6 se puede apreciar el espectro Raman de los cuatro diferentes
andamios electrohilados de PHB en (a), (b) y (c), se muestran los andamios
electrohilados a las diferentes velocidades de inyeccion, se puede apreciar que
presentan los mismo picos caracteristicos entre ellos, los picos mas notables se
encuentran alrededor de 216 cm* en el cual aprecia un pico correspondiente al enlace
CHzs (torsién), en 1720 cm™ aparece una banda debido al estiramiento cristalino del
enlace C=0, aparecen tres sefiales en 2945, 2987 y 3015 cm™ debido al estiramiento
asimétrico del enlace CHs. La informacién hallada es consistente con lo reportado por
Tsuyoshi Furukawa [83] y Celly M.S [84], dado que la informacién es consistente con

la informacién obtenida por medio de FTIR-ATR.

En la figura 3.6 (d) se muestra el espectro correspondiente del andamio polimerizado,
debido a que el pirrol fluoresce es notable una banda alrededor de 1600- 3600 cm™ la
cual enmascara cualquier otra sefial que pudiera indicarnos la presencia de enlaces
caracteristicos de PHB, sin embargo se intensificaron dos sefiales una en 1346 cm
atribuida al enlace CH (deformacién) y una sefial en 1590 cm debido al enlace CHs

(deformacion simétrica).

La parte complementaria de esta técnica fue el uso de un microscopio Confocal el cual
nos permitié visualizar el segmento de una fibra de la cual se obtuvo el espectro que
nos permitié identificar las distintas sefiales Raman. La figura 3.7 muestra las
diferentes imagenes obtenidas por medio del microscopio confocal de cada uno de los

andamios analizados en esta parte del trabajo.
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En 3.7 (a) se puede percibir fibras y aglomeraciones correspondientes al andamio de
10 ml/h las cuales se observaron con una mayor resolucion en SEM, al ser visibles
en Confocal es notable que el tamafio de los rosarios son de tamafio mayor al de las
fibras, el espectro fue tomado sobre uno de los rosarios ya que las fibras al ser muy
delgadas eran quemadas por el laser antes de poder obtener la sefial Raman
correspondiente, en 3.7 (b) se muestra la imagen correspondiente al electrohilado con
una razon de inyeccion de 5 ml/h, en cual se observan un par de fibras las cuales se
encuentran demasiado separadas entre si, igualmente se llega a observar un rosario
de menor volumen que en el caso del andamio de 10 ml/h, ademas de mostrar una
mayor uniformidad en el diametro de las fibras, la figura 3.7 (c) pertenece al andamio
que fue electrohilado con una rapidez de 3ml/h en la cual se observan fibras delgadas
pero con mayor uniformidad que en los andamios anteriores, fue posible tomar el
espectro sin ninguna dificultad, como en los andamios anteriores, para el caso de la
figura 3.7 (d) se pueden observar las fibras modificadas superficialmente las cuales
muestran un cambio de color en su superficie, a diferencia de las otras muestras
debido a la modificacion superficial que se le realizo no fue posible obtener un espectro
gque nos permitiera identificar los grupos de Polipirrol asi como los grupos

correspondientes a PHB.
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Figura 3.6. Espectros Raman de los andamios de PHB. (a) Andamio electrohilado a 10
mi/h, (b) Andamio electrohilado a 5 mi/h, (c) Andamio electrohilado a 3 mli/h y (d)

Andamio polimerizado con PPy-I.
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Figura 3.7.Imagenes Confocal de los andamios electrohilados de PHB. (a) Andamio electrohilado
a 10 ml/h, (b) Andamio electrohilado a 5 ml/h, (c) Andamio electrohilado a 3 ml/h y (d) Andamio

polimerizado con PPy-I.
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3.4 Cristalografia de Rayos X

3.4.1 Difraccién de Rayos X

Para analizar la cristalinidad de los andamios electrohilados de PHB, asi como el

andamio polimerizado se empleo difraccion de rayos X.
El patron de difraccion se puede observar en la figura 3.8.

Se detectaron dos picos de intensidad fuerte alrededor de 20 = 17° y 13° asignados
para (110)y (020) de la celda unitaria ortorrombica respectivamente [85-86]. Sefiales
mas débiles ubicadas alrededor de 21° y 22° correspondiente a (101) y (111) [85].
Otros picos que se detectaron en torno a 25° y 27° se reportan en la literatura como
(130) y (040) respectivamente [86]. Finalmente en 26= 20° se puede percibir un pico

de difraccién atribuido a los cristales de forma beta [86].

En términos de estructuras de cristales de PHB, las estructura cristalina de la
molécula de PHB es la forma a, que se produce bajo condiciones tipicas de fusion,
frio o cristalizacion en solucién [87]. Lo reportado por Laycok et al. [87], la forma de
obtener el tipo B del cristal de PHB, se puede obtener en peliculas con estiramiento
uniaxialmente, es una forma metaestable y puede volver a la forma a a 130°C con un

aumento en la cristalinidad.
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Figura 3.8. Patron de difraccion de DRX de los andamios de PHB.

3.5 Caracterizacion Térmica

3.5.1 Calorimetria Diferencial de Barrido

Se empled un calorimetro diferencial de barrido para determinar la temperatura de
fusion y de cristalizacion de los distintos andamios electrohilados. Las muestras se
sometieron a un programa térmico consistente en un primer calentamiento para borrar
la historia térmica. Los resultados obtenidos se pueden observar en la figura 3.9 la
cual nos muestra una temperatura de fusion (Tr) de 177 °C para los tres andamios
electrohilados a diferentes razones de inyeccion, mientras que el andamio que sufrio
modificacion superficial mostro una Tr 172 °C, son temperaturas cercanas a los rangos

reportados que van de 170-175 °C.
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Figura 3.9. Termogramas obtenido por DSC del primer calentamiento de los andamios de

PHB. (a) PHB a 10 ml/h, (b) PHB a 5 ml/h, (c) PHB a 3 ml/h y (d) PHB-PPy-!.
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Segunda fase: Enfriamiento

Después de la primera fase (calentamiento) se realiza una etapa de enfriamiento para
conocer la temperatura de cristalizacion (Tc), los termogramas obtenidos se ilustran
en la figura 3.10, donde es posible apreciar los rangos de temperatura para cada uno
de los andamios de PHB y PBH-PPy-I; para el andamio de 10 ml/h se obtuvo una Tc
de 88 °C, para el caso del andamio 5 ml/h su Tcfue de 89 °C y para el andamio de 3
mi/h fue de 87 °C, la Tc varian entre cada uno de los andamios pero no de manera
muy significativa, a diferencia del termograma del andamio polimerizado, el cual
muestra una Tc de 78 °C, una diferencia de 9 °C comparado con el andamio que no
sufrio modificacién superficial, (el cual fue hilado a 3 ml/h), la Tc para el PHB esta
reportada en los 97 °C lo cual nos indica que el PHB en forma de fibras requieren
menor temperatura para formar cristales. Los desplazamientos presentados en este
tipo de temperatura se encuentran relacionados a la diferencia en la movilidad de las

cadenas y su capacidad para formar cristales.

Tercera fase: Segundo calentamiento

Para conocer la Tt fue necesario realizar un primer calentamiento el cual nos
permitiera borrar el historial térmico de nuestro material, el segundo calentamiento nos
permite conocer la Trde nuestras fibras electrohiladas a base de PHB asi como la del
andamio con recubrimiento con PPy-I. Los termogramas se muestran en la figura 3.11
en el cual podemos observar que a diferencia del primer calentamiento todos los
termogramas muestran dos picos a diferentes temperaturas, en el primer pico existen
cristales que se funden a esa temperatura sin embargo el segundo pico el cual
muestra la temperatura de cristalizacion, en la figura 3.11(a) se observa que la Trpara
el andamio de 10 ml/h corresponde a 170°C, en 3.11(b), (c) y (d) se observa que la Tt
es la misma de 172 °C para los andamios de 5 mil/h, 3 ml/h y el andamio polimerizado
con PPy-I; las temperaturas de fusion de los cuatro diferentes andamios de encuentran

dentro del rango de datos ya reportados (170- 175 °C).
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Figura 3.10. Termogramas obtenido por DSC de cristalizacion de los andamios de PHB. (a)
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3.6 Propiedades de mojado
3.6.1 Angulo de contacto

Las propiedades hidrofilicas e hidrofobicas son de gran importancia debido a que se
busca que los andamios tengan aplicaciones biomédicas, y en este trabajo se
realizaron pruebas bioldgicas las cuales se llevaron a cabo en un medio acuoso. Por

lo tanto las muestras fueron examinadas por angulo de contacto.

En la figura 3.12(a) podemos observar la grafica correspondiente al andamio de 10
mi/h el cual nos muestra un angulo de contacto igual a 86°+2° indicAndonos que el
material tiene un comportamiento hidrofilico de acuerdo a lo reportado en la literatura,
el cual es coherente con la fotografia de la parte superior izquierda en la cual es
notable que la gota tiene una forma esférica indicandonos que el material no absorbe

el liquido que se la ha suministrado.
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Figura 3.12 (a) Angulo de contacto del andamio de PHB a 10 ml/h, (b) angulo de contacto del
andamio de PHB a 5 ml/h
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La figura 3.12(b) muestra el resultado obtenido para el andamio con una velocidad de
inyeccion de 5ml/h, la grafica nos muestra el comportamiento del material al depositar
la gota de agua sobre su superficie, se puede observar como el &ngulo de contacto
siempre es mayor a los 80° durante las cinco mediciones, obteniendo un angulo final
de 87°+ 2° el cual nos indica que el material mantiene un comportamiento hidrofilico

como el andamio anterior ya que la diferencia entre los &ngulos de contacto es de 1°.

Por otra parte observamos en la parte superior izquierda la fotografia correspondiente

a esta medicion en la cual se observa una gota muy bien definida y con una forma

esférica.
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3.13 (c) Angulo de contacto del andamio de PHB a 3 ml/h, (d) angulo de contacto del andamio

de PHB polimerizado.
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Para el caso de la figura 3.13(c) la cual muestra los resultados obtenidos para las
fibras de PHB con una razon de inyeccion de 3 ml/h observamos como en la primera
medicion se obtiene un dngulo de contacto mayor a 80°, posteriormente decrece hasta
obtener un angulo de contacto final de 77°+1°, notando que el angulo de contacto a
disminuido en al menos 10° con respecto a los dos andamios anteriores. Para este
caso la gota generada al final de la medicion se muestra en la parte superior izquierda

de la gréfica, es notable su distribucién en el andamio asi como su forma esférica.

Finalmente el andamio con modificacion superficial (ver figura 3.13(d) ) se muestra
como solo dos valores estan por arriba de 70° y los otros tres valores se encuentran
por debajo de los 65°, por lo cual se obtiene un angulo de contacto igual a 65°+1°, en
cuanto a la fotografia resultante se puede observar como la forma esférica ha
disminuido y como la gota se ha expandido permitiendo que el angulo de contacto sea
menor en comparacion con el resto de los andamios esto puede deberse a que la
modificacion superficial disminuya el comportamiento hidrofilico de nuestros andamios
electrohilados de PHB.

Los resultados obtenidos nos muestran un comportamiento hidrofilico, los resultados
obtenidos son menores a los reportados por otros grupos de trabajo los cuales oscilan
entre los 115.5 +3.4° , 102° [90] y 130.3° para fibras electrohiladas, estos resultados
son favorables para nuestro trabajo ya que nos indica que son andamios viables para

la interaccion con medios liquidos.
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3.7 Cultivos celulares

3.7.1 Cultivo celular sobre los andamios de PHB

Una vez que los andamios se encontraban esterilizados se procedié a realizar un
cultivo celular sobre cada uno de ellos realizando observaciones por medio de un
microscopio optico por un lapso de 7 dias tiempo suficiente para evaluar viabilidad y
biocompatibilidad, a continuacion se muestran los resultados obtenidos durante este
periodo. Las fotografias se tomaron sobre las orillas de los andamios debido a que no

fue posible visualizar la superficie de los mismos.

La figura 3.14 muestra los cuatro diferentes andamios al primer dia del cultivo celular,
en la figura 3.14(a) podemos observar el andamio correspondiente a la velocidad de
inyeccion de 10 ml/h en el cual se encuentran células sobre la superficie, de igual
manera en 3.14(b) se observan células sobre el andamio, pero estas se encuentran
agrupadas a diferencia del andamio anterior, para el caso de 3.14(c) se observan
células sobre toda la orilla del andamio con razén de inyeccion de 3 ml/h y finalmente
en 3.14(d) que corresponde al andamio polimerizado muestra una mayor cantidad de

células sobre toda su orilla ademas las células se encuentran agrupadas.
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Dia 1

Figura 3.14 Fotografias dpticas del primer dia de cultivo de células beta Rin-M sobre los andamios

de PHB; (a) 10 mi/h, (b) 5 mi/h, (c) 3 ml/h y (d) PHB-PPy-I.
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Dia 4

Figura 3.15 Fotografias dpticas del cuarto dia de cultivo de células beta Rin-M sobre los

andamios de PHB: (a) 10 ml/h, (b) 5 ml/h, (c) 3 mi/h y (d) PHB-PPy-I.

-91-



La figura 3.15 nos muestra los andamios al cuarto dia del cultivo celular en el cual el
andamio de 10 ml/h fig. 3.15(a) no se observa proliferacion celular lo cual nos podria
indicar que las células no se pudieron adherir al andamio de manera exitosa, mientras
que en la fig. 3.15 (b) se pueden observar células sobre alguna de las fibras del
andamio, pero en poca cantidad, contrario a lo que se observa en la fig. 3.15 (c) en la
cual se aprecia un agregado de células en una de las orillas del andamio, y por ultimo
podemos observar en la figura 3.15 (d) como se encuentra una gran cantidad de
células sobre un segmento de fibras del andamio, con lo que nos percatamos en el
andamio con modificacion superficial logra una mayor proliferacién celular asi como

mayor cantidad de células sobre su superficie.
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Figura 3.16 Fotografias épticas del sexto dia de cultivo de células beta Rin-M sobre los

andamios de PHB: (a) 10 ml/h, (b) 5 ml/h, (c) 3 mi/h y (d) PHB-PPy-I.
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En la figura 3.16 podemos observar el avance del sexto dia de cultivo celular sobre
los cuatro diferentes andamios electrohilados de PHB, en (a) podemos observar como
hay células sobre el andamio y se comienzan a observar células agrupadas, en 3.16(b)
podemos observar un agregado de células agrupadas sobre la orilla del andamio
electrohilado de PHB a 5 ml/h comportamiento que no se habia observado en los dias
anteriores, mientras en 3.16(c) se puede observar una de las orillas del andamio
electrohilado a 3 ml/h el cual muestra una respuesta favorable en cuanto a la
proliferacion y adhesion celular, en la figura 3.16(d) se muestra el andamio con
modificacion superficial en el cual se observa una gran cantidad de células sobre la
orilla del andamio asi como en algunas fibras que estdn separadas del resto del

andamio.
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Dia 8

Figura 3.17 Fotografias épticas del octavo dia de cultivo de células beta Rin-M sobre los andamios

de PHB: (a) 10 ml/h, (b) 5 ml/h, (c) 3 ml/h y (d) PHB-PPy-I.
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Se puede observar en la figura 3.17 resultados del dia 8 del cultivo celular en cada
uno de los diferentes andamios de PHB electrohilados, en 3.17(a) podemos observar
que hay células distribuidas sobre el andamio también hay células dispersas sobre la
caja de cultivo, mientras que en 3.17(b) se puede observar una de las esquinas del
andamio en el cual se observan células agrupadas y adheridas a la superficie del
andamio, 3.17(c) nos permite visualizar como las células se agrupan en ciertas zonas
del andamio, manteniendo buena adherencia a lo largo de ocho dias de prueba, la
figura 3.17 (d) nos muestra el andamio polimerizado con PPyl en el cual se visualiza
como las células se encuentran muy bien adheridas y distribuidas sobre la orilla del

andamio.
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Dia 10
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Figura 3.18 Fotografias opticas del décimo dia de cultivo de células beta Rin-M sobre los

andamios de PHB: (a) 10 ml/h, (b) 5 ml/h, (c) 3 ml/h y (d) PHB-PPy-I.

-97-



La figura 3.18 nos muestra el tltimo dia de cultivo celular, en la cual podemos observar
que en 3.18(a) hay pocas células adheridas al andamio, ese comportamiento se
observo durante los diez dias del cultivo, a pesar de ello siempre se observaron células
en el andamio, en el caso de 3.18(b) podemos observar como la cantidad de células
adheridas a lo largo del experimento y en el dia diez hay células incorporadas a lo
largo de la orilla del andamio, mientras en 3.18(c) se observan células adheridas sobre
las orillas del andamio, de igual manera se encuentran agrupadas y en la figura 3.18(d)
nos muestra como las células se han adherido y agrupado de manera organizada

sobre la orilla del andamio cubriéndola en su totalidad.
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3.7.2 Viabilidad celular

Figura 3.19 Prueba de viabilidad celular de los andamios de PHB: (a) 10 ml/h, (b) 5 ml/h, (c) 3

mi/h y (d) PHB-PPyl. Las células vivas se muestran en color verde y las células muertas en

rojo.
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La imagen 3.19 nos presenta los resultados obtenidos tras realizar el ensayo de

viabilidad con calceina y EthD-1 para los cuatro andamios electrohilados de PHB.

Los resultados del andamio electrohilado a una razéon de inyeccién de 10 ml/h se
visualizan en la imagen 3.19(a) en la cual se pueden observar células sobre el
andamio es notable que la cantidad de células muertas (rojas) es similar las células
vivas (verdes) es acorde a lo que se observd en el microscopio Optico la poca
proliferacion y adhesion celular sobre el andamio de PHB, aun asi hubo células que
lograron adherirse y vivir por un lapso de diez dias sobre este andamio.

La figura 3.19 (b) muestra las células vivas y muertas después de diez dias de cultivo
celular sobre el andamio de PHB electrohilado con una velocidad de inyeccién de 5
ml/h en el cual es posible apreciar que la cantidad de células vivas es mayor que las
células muertas presentes en este andamio, las células que se observan se

encuentran dispersas sobre el andamio.

La figura 3.19 (c) nos permite visualizar los resultados obtenidos para el andamio
electrohilado a una razon de 3 ml/h en la cual se puede observar fibras que se ven en
color rojo las cuales se observan orientadas, y entre las fibras es posible ver células
vivas y células muertas a lo largo del andamio, sin embargo es posible ver que algunas

células se encuentran agrupadas.

Por ultimo en la figura 3.19 (d) nos permite las células viables después de los diez
dias de cultivo celular para el andamio electrohilado de PHB con modificacién
superficial por medio de polimerizacion por plasma con PPyl, en la cual se logran
apreciar algunas de las fibras del andamio y entre ellas se observan gran cantidad de
células vivas, podiamos decir que las células que se observan en su totalidad se
encuentran viables ademas de mostrar que en su mayoria estan agrupadas formando

varios agregados celulares.

-100 -



CAPITULO 4

Conclusiones y Perspectivas

Con base en los estudios realizados a los andamios electrohilados de
Polihidroxibutirato, fue posible por medio de caracterizaciones obtener la razén de
inyeccion oOptima para la elaboracion de fibras de PHB, por medio de la técnica
electrohilado la velocidad de inyeccién adecuada fue de 3 ml/h, con un voltaje de 15
kV, a una temperatura de 30°C, a 1723 rpm y la distancia entre aguja y colector de 12
cm, bajo estas condiciones fue posible obtener fibras con una orientacion y con una
morfologia méas definida, y con diametro promedio de 2.49+ .09 pm, mostrando
porosidad a lo largo de las fibras, esto permitio realizar modificacion superficial a este
andamio por medio de la técnica de polimerizacion por plasma empleando el
mondmero de Pirrol y como dopante Yodo bajo condiciones controladas, una potencia
de 20W, 3.4x10 Torr de presién y por un lapso de 25 minutos.

Por medio de Microscopia Electronica de Barrido, se logré encontrar que el diametro
de las fibras cambia con la razén de inyeccién en el proceso de electrohilado, el
diametro aumenta con forme disminuye la velocidad de inyeccion, ademas de mostrar
mejoria en la orientacion entre las fibras del andamio (se aprecia una orientacion
horizontal), asi como la disminucion de la formacién de estructuras tipo perlas

(rosarios) a lo largo de las fibras.

Para el andamio de PHB a 10 ml/h se pudo observar que presentaba mayor cantidad
de rosarios sobre todo el andamio asi como una menor cantidad de fibras y éstas se
encontraban separadas entre ellas asi como un didmetro promedio de 1.72+ 0.15 um.
El andamio de PHB a 5 ml/h mostr6 un aumento en el diametro de las fibras
electrohiladas de 2.16+ 0.32 um, la formacion de rosarios sigue presente pero en

menor cantidad.

Para el caso del andamio electrohilado a 3 mil/h se pudo observar un aumento en el

diametro de las fibras, mejorando la orientacion horizontal de las fibras, la formacién
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de rosario permanecio viéndose reducida asi como la separacion entre las fibras fue
menor considerablemente, se observo porosidad sobre las fibras. Mientras que el
andamio al que se le realizo polimerizacion mostro un cambio visible en cuanto a la
coloracién del mismo pasando de un color blanco a un color café, aumentando el
diametro de las fibras, se observo el recubrimiento de los poros presentes en las fibras,

la polimerizacién volvio a las fibras més fragiles y por lo tanto quebradizas.

El andlisis de Espectroscopia FTIR-ATR permitié analizar la composicion quimica de
los andamios de PHB, la cual confirma la existencia de los diferentes grupos
caracteristicos de la molécula de PHB, mostrando bandas caracteristicas asociadas
al estiramiento de grupos carboxilicos (C=0), asi como la presencia de enlaces tipo
CH:2 debido a la deformacién asimétrica de este enlace, asi como la presencia de
enlaces de CHs debido a la deformacion simétrica de este grupo, asi como la

presencia del grupo éster debido al estiramiento del enlace C-O.

El andlisis por Espectrometria Raman mostro que al realizar polimerizacion por
plasma con Pirrol no es posible identificar las bandas caracteristicas del PHB debido
a la fluorescencia del material, sin embargo el resto de los andamios mostr6 la
presencia de seflales Raman mostrando la parte cristalina del PHB, asi como los
modos de deformacion correspondientes a la parte amorfa del material.

La parte cristalina del polimero se pudo corroborar por medio del analisis de Difraccién
de Rayos X ya que fue posible obtener los espectros de difraccidon los cuales nos
muestran la parte semicristalina del polimero empleado para los andamios
electrohilados, los espectros muestran la presencia de cristales en forma ortorrombica
con formacién de cadena helicoidal, las fibras de PHB también poseen una pequefa

cantidad de cristales tipo B como lo muestra la sefal en 26=20°.

Las propiedades térmicas adquiridas, se examinaron en las tres diferentes etapas del

ciclo.

El primer calentamiento mostro una Trde 177 °C para los andamios electrohilados a
10, 5y 3 ml/h mientras que el andamio polimerizado presenté una Trde 172 °C valores

que se encuentran dentro del rango reportado. En la etapa de enfriamiento los
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andamios sin modificacion superficial no mostraron cambios significativos en su Tc
entre ellos mostrando 88 °C, 89 °C y 87 °C para 10, 5 y 3 ml/h respectivamente,
mientras que el andamio de PHB polimerizado mostré una Tc de 78 °C lo que nos
indica que el recubrimiento por polimerizacion con pirrol facilita la formacién de zonas
cristalinas. La ultima etapa del ciclo (segundo calentamiento) los cuatro andamios
presentaron una doble T: las temperaturas para las Trencontradas fueron 160 y 170
°C para el andamio electrohilado a 10 mi/h, 164 y 172°C para el andamio de 5 ml/h,
las temperaturas para el andamio de 3ml/h fueron 162 y 172 °C, finalmente el andamio
polimerizado presentd las siguientes temperaturaslé4 y 172 °C, estas dobles
temperaturas nos indican que existen dos fases cristalinas en el polimero. Asi mismo

las Tt se encuentran en el rango de la literatura (170-175 °C).[81,82]

Las pruebas de cultivo celular in vitro con la linea celular RIN-m mostraron que los
andamios electrohilados de PHB son andamios biocompatibles, ya que permitieron la
adherencia y proliferaciéon celular sobre ellos, la prueba de viabilidad permitid
determinar al andamio con mejores propiedades para el cultivo celular, siendo el
andamio de PHB-PPyl el que mostr6 una mayor cantidad de células viables
organizadas en agregados de células sobre el andamio. Como perspectiva a futuro se
elegiria elaborar andamios a una razén de inyeccién menor a 3 ml/h y realizar
polimerizacion por plasma con PPy-l para cultivar células beta (Rin-M) y medir la

secrecion de insulina, para un posible parche en personas con diabetes.
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Apéndice

A

Calceina- AM y Homodimero de Etidio-1

La calceina-AM es una molécula no fluorescente que al hidrolizarse se separa en
calceina y acetoximetil, el cual es permeable a la membrana celular y en presencias de
enzimas que rompen enlaces esteres (esteras) ocasionando que la divisiébn ocurra mas rapido.
Una vez dividida la calceina (molécula no fluorescente) se excita a 494 nm y emite a 517 nm
(en verde), debido a esto es que la calceina-AM resulta ser un buen marcador para las células

viables.
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Figura A1. Molécula de Calceina-AM y Calceina
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El Homodimero de Etidio-1 es una molécula fluorescente y no permeable a la membrana
celular, pero es capaz de cruzarse con acidos nucleidos y puede llegar a mejorar la
fluorescencia cuarenta veces, se excita a 528 nm y emite a 617 nm (en rojo) al poder entrar
solo en células con membrana dafiada, resulta ser un buen marcador para las células no

viables.

Es por ello que la Calceina- AM y Homodimero de Etidio-1 se emplean como

marcadores en las pruebas de viabilidad celular. [88]
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Figura A2. Molécula de Homodimero de Etidio-1
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