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RESUMEN

Se prepararon dos sistemas de electrolito polimérico a base de policaprolactona, nitrato de plata y
nitrato de magnesio con diferentes composiciones de sal mediante evaporacion lenta de disolvente
y electrohilado. Se emplearon técnicas de Difraccién de Rayos X, Calorimetria Diferencial de
Barrido y Espectroscopia de Impedancia Compleja para caracterizar las muestras obtenidas por
ambas técnicas y Microscopia Electrénica de Barrido, ensayo de traccion y citotoxicidad a
muestras obtenidas por la técnica de electrohilado. En general, se evidencié una disminucién en la
cristalinidad de las muestras cuando se aument6 el contenido de sal tanto para la evaporacion lenta
del disolvente como para la técnica de electrohilado. EI andamio de PCL sin sales mostro perlas
junto con fibras finas, mientras que para los andamios de PCL con sales s6lo se observaron fibras.
La adicion de sal a las soluciones empleadas para electrohilar cambia significativamente la
estabilidad del cono de Taylor. Las inestabilidades en el cono de Taylor dan como resultado el
aumento del didmetro de las fibras (~200 nm) en comparacion con PCL sin sal (~98 nm), fibras
ramificadas y porosas. Los defectos en las fibras tienen un enorme impacto en las propiedades
mecanicas de los andamios. Para las muestras obtenidas por evaporacién lenta del disolvente, las
conductividades mas altas se encontraron para una composiciéon del 20% para ambas sales. Sin
embargo, para las muestras obtenidas por electrohilado no fue el caso. Las conductividades mas
altas para el andamio con nitrato de plata y nitrato de magnesio se encontraron para 10% y 5% de
composicion de sal, respectivamente. Se encontr6 que el didametro de las fibras y la concentracion
de sales juegan un papel importante en las propiedades eléctricas de los andamios. La muestra de
PCL-5Mg-EL mostr6 mayor similitud con las propiedades Oseas descritas en la literatura,
especialmente con el hueso trabecular. Por lo tanto, tiene potencial para aplicarse en la ingenieria
de tejidos dseos
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ABSTRACT

Two polymer electrolyte systems based on polycaprolactone, silver nitrate and magnesium nitrate
with different compositions of salt have been prepared by slow solvent evaporation and
electrospinning. X-ray diffraction (XRD), Differential Scanning Calorimetry (DSC) and complex
impedance spectroscopy techniques were employed to characterize the samples obtained by both
techniques and Scanning Electron Microscopy (SEM), tensile test and cytotoxicity test to samples
obtained by electrospinning technique. In general, a decrease in the crystallinity of the samples was
evidenced when the salt content was increased for both slow solvent evaporation and
electrospinning technique. The scaffold of PCL without salts showed lots of beads along with fine
fibers, while for the scaffolds of PCL with salts only fibers were observed. The addition of salt to
solutions employed for electrospinning significantly changes Taylor's cone stability. Instabilities in
the Taylor's cone results in the increase in the diameter of the fibers (200nm) by comparison with
of PCL without salt (98nm), branched and porous fibers. Defects in fibers have an enormous
impact the mechanical properties of the scaffolds. For samples obtained by slow solvent
evaporation, the highest conductivities were found for 20% composition for both salts. However,
for samples obtained by electrospinning this was not the case. The highest conductivities for
scaffold with silver nitrate and magnesium nitrate found for 10% and 5% composition respectively.
It was found that fibers diameter and concentration of salts play an important role in the electrical
properties of the scaffolds.PCL-5Mg-EL sample showed greater similarity to the bone properties
reported in the literature, especially with the trabecular bone. Therefore, it has potential to be
applied in bone tissue engineering
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INTRODUCCION

Millones de pacientes sufren de defectos 6seos causados por tumores, infecciones, traumatismos o
trastornos genéricos que conducen a un desarrollo esquelético anormal. Aunque el hueso tiene
propiedades auto-regenerativas, cuando los defectos son de un tamafio considerable o el paciente
sufre de alguna enfermedad, estos defectos no pueden sanar correctamente y se convierte en un
desafio clinico resolver el problema. El uso de injertos o espaciadores surgen como elementos
reparadores a partir de estudios en ingenieria de tejidos [1,2].

Actualmente en la ingenieria de tejidos Oseos se emplean auto-injertos, alo-injertos y
biomateriales. Los auto-injertos son considerados el “estandar de oro” en los procedimientos
clinicos ya que son mas eficaces para la regeneracion ésea promoviendo la formacion del hueso
sobre su superficie por unién dsea directa induciendo a la diferenciacion de células madres sin
ninguna respuesta inmune [1]. Sin embargo, someter al paciente a la extraccién del auto-injerto
conlleva a la intervencion quirurgica, riesgo de infeccién o dolor a largo plazo presentandose una
tasa de complicacion entre el 13-30%. [2,3] Otra de las alternativas exploradas ha sido los alo-
injertos pero con estos aun existen barreras inmunoldgicas que tratar, prevaleciendo el riesgo de
transmision de enfermedades, ademas de escasez de donantes [3,4].

Una de las alternativas mas novedosas es la de sintetizar biomateriales capaces de reemplazar a los
auto-injertos y/o alo-injertos. Dentro de los materiales mas populares empleados en ingenieria de
tejidos 6seos estan los ceramicos de fosfato de calcio como la hidroxiapatita o el trifosfato de
calcio, estos se caracterizan por tener semejanza a la composicién del hueso permitiéndole una
mejor interaccion. Los inconvenientes que sin embargo presentan los materiales ceramicos son su
pobre resistencia a la traccion y susceptibilidad a la fractura [3]. Los materiales poliméricos
también han tenido gran acogida en aplicaciones de ingenieria de tejidos 6seos principalmente por
permitir la construccién de andamios con diferentes propiedades. Sintetizar polimeros, por
ejemplo, permite ajustar y disefiar el material de acuerdo a las necesidades, tales como cambiar los
pesos moleculares, la configuracion y conformacién de cadenas poliméricas, controlar la tasa de
degradacion, entre otras posibilidades.

Por otra parte, las propiedades eléctricas del hueso han sido ampliamente estudiadas a partir de lo
cual se ha planteado que estimulos electromagnéticos generados dentro del mismo juegan un papel
importante en el control de los procesos de formacion y remodelacion. Debido a esto la ingenieria
de tejidos dseos ha involucrado el uso de polimeros conductores, los cuales pueden emular dichas
propiedades [5]. Los polimeros conductores idnicos son electrolitos sélidos y una alternativa poco



explorada en la ingenieria de tejidos, su propiedad de conduccién eléctrica se debe a la migracion
de iones provenientes de una sal o un acido. La literatura de conductores i6nicos se centra en la
obtencidn de estos polimeros para posibles aplicaciones en dispositivos electronicos, sensores 0
celdas electroquimicas. Dentro de este contexto las investigaciones se han abierto al uso de
polimeros biodegradables y amigables con el ambiente. Se puede encontrar el uso de polimeros
como la policaprolactona y quitosano que juegan un papel importante en la ingenieria de tejidos
6seos. Sin embargo, las sales empleadas en estos trabajos como son el triocianato de amonio
NH,SCN, triocianato de litio LISCN y perclorato de Litio LiCIO,4, no se reportan en la literatura
como sales biocompatibles.

Algunas sales biocompatibles como AgNO; [6-9] 0 Mg (NOs), [10,11] han sido mezcladas con
otros polimeros para obtener polimeros conductores ibnicos, por tanto, mezclar materiales
biodegradables como policaprolactona o quitosano con estas sales puede ser una nueva alternativa
para obtener polimeros biodegradables conductores aplicables a la ingenieria de tejidos dseos. El
objetivo principal de este trabajo es evaluar un biomaterial polimérico de conduccién iénica basado
en policaprolactona para posibles aplicaciones en ingenieria de tejidos Gseos. Los sistemas
evaluados fueron policaprolactona- nitrato de plata y policaprolactona- nitrato de magnesio por las
técnicas de evaporacion lenta de disolvente y electrohilado.

La técnica de evaporacion lenta de disolvente, empleada cominmente en la obtencion de peliculas
de semiconductores, constituye la base de partida para comprender la dindmica de los iones a
través de la policaprolactona debido a que el estudio de estos sistemas no se encuentra reportado en
la literatura. Las membranas obtenidas bajo esta técnica fueron caracterizadas estructural, térmica 'y
eléctricamente. Los resultados demostraron la exitosa formacion de los complejos polimero-sal, el
efecto de la sal en la cristalinidad y en las propiedades eléctricas de las membranas humedecidas.

Por otra parte, con la técnica de electrohilado fue posible obtener nanofibras de diversas
caracteristicas debido a los cambios generados en la estabilidad del cono de Taylor por la adicion
de sal a la soluciones. Los andamios obtenidos por ambas sales fueron caracterizados por
difraccion de rayos X Calorimetria Diferencial de Barrido, Microscopia Electrénica de Barrido,
pruebas de tensién mecanica, espectroscopia de impedancia compleja y citotoxicidad para conocer
finalmente el sistema que presenta propiedades similares al hueso y posible aplicacion en la
ingeniera de tejidos 0seos.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Evaluar un biomaterial polimérico de conduccidn iénica basado en policaprolactona para posibles
aplicaciones en ingenieria de tejidos ¢seos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Obtener un sistema biopolimérico con caracteristicas de conduccion i6nica basado en
policaprolactona con sales tipo nitrato (Ag, Mg) con miras en aplicaciones de ingenieria en tejido
0seo.

- Evaluar las propiedades mecéanicas, eléctricas, morfoldgicas y citotoxicas de andamios
construidos a partir del biomaterial obtenido.

- Comparar las propiedades obtenidas del biomaterial con las propiedades de tejido 6seo
reportadas en la literatura para analizar posibles aplicaciones en la ingenieria de tejidos.



1. CAPITULO UNO: MARCO TEORICO

1.1 ASPECTOS TEORICOS

1.1.1 TEJIDO OSEO-HUESO

El tejido 6seo o hueso es un material duro, anisétropo que forma la base del esqueleto y sus
funciones son soportar la estructura del cuerpo y protegerlo contra cargas externas [5,12].

El hueso puede considerarse un material complejo formado por un componente mineral y un
componente organico. EI componente mineral corresponde a un 60-70% del tejido Gseo y es
reconocido cristalograficamente como mineral apatita, especificamente hidroxiapatita impura de
baja cristalinidad Ca;o(PO,)s(OH), la cual le da la dureza que caracteriza al hueso. El 30-40% del
tejido restante es el componente organico con un 90% de colageno tipo | y un 10% de otras
proteinas, brindando la flexibilidad al hueso. Posee una humedad de hasta el 30% de su masa total
Los cristales de hidroxiapatita estan en forma de aguja, placas y varillas con tamafios de decenas de
nanémetros de largo y ancho, y con espesor de 2 0 3 nm, estas se sitGan dentro de las fibras de
colageno (aproximadamente 15 mm de largo 50-70 nm de diametro) formando dos tipos de
estructuras 6seas [5,12].

Hay dos tipos de tejidos 6seos: hueso trabecular o esponjoso y hueso cortical o compacto. El hueso
trabecular se encuentra en los extremos y zonas intermedias de los huesos largos y en el interior de
los huesos planos o pequefios, constituyendo placas y barras interconectadas formando una red que
da origen a su segundo nombre. El hueso cortical representa aproximadamente el 80% de toda la
masa esquelética y esta formado por capas con canales vasculares rodeadas por hueso laminar [12].

En el tejido 6seo se encuentran cuatro tipos de células: osteoprogenitoras, osteoblastos, osteocitos
y osteoclastos. Las células osteoprogenitoras son células mesenquimales que poseen la capacidad
de proliferar y diferenciar en osteoblastos los cuales construyen la matriz 6sea. Los osteoblastos se
diferencian de los osteocitos en que estos permiten la trasmision de informacion a través de una red
celular donde establecen contacto con otros osteocitos y osteoblastos permitiendo la formacion del
hueso [13]. Para la remodelacion del hueso las principales células actuantes son los osteoclastos
encargados de la resorcidn 6sea. La accion de los osteoclastos esta dada por la disminucion del pH
en la zona a remodelar donde la produccion de iones de hidrégeno genera un ambiente &cido que
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permite la solubilidad de los cristales de apatita, luego la accion de los osteoblastos produce la
matriz 6sea y se termina el proceso de remodelacion [12].

Las propiedades mecénicas del hueso dependen de la densidad dsea y su arquitectura. La densidad
aparente del hueso cortical es 1,85 g/cm® y la del hueso trabecular es 0,30 g/cm® [5,12]. Esta
diferencia se refleja en las propiedades mecénicas como el modulo de Young, la resistencia a la
compresién y la resistencia a la flexion (Tabla 1.1).

Tabla 1.1 Propiedades mecénicas del hueso cortical y trabecular [14]

Tino de hueso Médulo de Young Resistencia a la Resistencia a la flexién
P (GPa) compresion (MPa) (MPa)

Cortical 7-30 100 - 230 50 - 150

Trabecular 0,01-0,5 2-12 -

Las propiedades eléctricas del hueso también han sido estudiadas y se ha planteado que estimulos
electromagnéticos generados dentro del hueso juegan un papel importante en el control de los
procesos de formacion y remodelacién. Los mecanismos para generar estos estimulos eléctricos
dentro del hueso son el fendmeno electrocinético y la piezoelectricidad. ElI fendmeno
electrocinético se debe a la formacidn de una doble capa electrostatica compuesta de una superficie
cargada (proteinas en la superficie) y una capa difusa con iones positivos y negativos (fluido
corporal). EI movimiento de este fluido cargado genera entonces una corriente eléctrica que
provoca una diferencia de potenciales denominada potencial de flujo. Por otra parte, el fenémeno
piezoeléctrico fue observado por Fukada et al. y es atribuido al estrés en el hueso que produce
deslizamiento de las fibras de colageno generando un estimulo eléctrico [5].

Estudios de fotoconductividad, resonancia paramagnética electrénica y fluorescencia han mostrado
gue el hueso posee propiedades de estado solido y se comporta como un semiconductor. El hueso
seco tiene resistividades en el intervalo de 10%° - 10" Qcm vy la energia de activacion de mas de
6,7eV. Las caracteristicas semiconductoras del hueso estan asociadas a cada uno de los
componentes de la matriz 6sea y del agua presente en la estructura [5].

1.1.2 INGENIERIA DE TEJIDOS OSEOQOS

El término “ingenieria de tejidos™ ha sido definido de diversas formas durante la historia. En la
década de 1980 el uso del término era escaso y solo se referia a la manipulacién quirdrgica de los
tejido y drganos o cuando se empleaban prétesis o biomateriales [15]. Para 1989 Langer y
Vaccanti definieron ingenieria de tejidos de la siguiente forma “La ingenieria de tejidos es un
campo interdisciplinario que aplica los principios de ingenieria y ciencias de la vida hacia el
desarrollo de sustitutos biolégicos para restaurar, mantener o mejorar la funcion del tejido u érgano
completo” [3,16, 17]. Mé&s tarde, Laurencin en 1999, incluyé en la definicion el uso de
biomateriales, células y otros factores para las funciones de reparacion y regeneracion. [16,18].



En 2010, Laurenci redefinié ingenieria de tejidos en términos de ingenieria regenerativa como "La
integracion de la ciencia de los materiales e ingenieria de tejidos con la biologia celular y la
medicina regenerativa hacia la regeneracion de tejidos, sistemas de drganos o de drganos
complejos” [16,19].

En la ingenieria de tejidos Gseo hay tres estrategias terapéuticas para el tratamiento de tejido
enfermo o perdido. La primera estrategia denominada regeneracion in situ pretende regenerar el
hueso con la incorporacion de un andamio o estimulacién externa para que la regeneracion se
realice con las células del propio cuerpo. La segunda estrategia es la implantacion de células recién
aisladas donde se inyectan directamente en la region dafiada con o sin andamio desplegable y la
tercera es la implantacion de un tejido similar al hueso ensamblado in vitro con células y andamios
el cual es implantado una vez alcanzada la madurez [4].

El producto de ingenieria de tejidos debe ser tridimensional, que permita la integracion y desarrollo
del tejido favoreciendo el area superficial expuesta a comparacion del volumen, aumentando la
porosidad. Debe ademas soportar el cultivo celular antes de ser incorporado al cuerpo o promover
la osteoinduccion, mediante el uso de factores de crecimiento, hormonas, farmacos, estimulos
fisicos, etc y por Gltimo debe funcionar fisiolgicamente y cumplir con las propiedades exigidas en
el defecto a rellenar, es decir, biodegradabilidad y propiedades mecanicas. La velocidad de
degradacion y sus subproductos también deben ser compatibles. Una alta velocidad de degradacion
no permite la regeneracion completa del tejido y los subproductos deben ser sintetizados o
eliminados por el cuerpo [3,20-22].

1.1.3 BIOMATERIALES POLIMERICOS

Los biomateriales usados para tratamientos 6seos pueden ser poliméricos, ceramicos o metalicos.
Se caracterizan por ser no toxicos tanto local como sistematicamente, de baja densidad, resistentes
mecanicamente, rigidos, resistentes a la abrasion y a los golpes, de dificil corrosién y no deben ser
alergénicos [23]. La aplicacion de implantes metdlicos es muy comdn y considerablemente
econdmica y por tanto se ha cuadruplicado su uso en los Gltimos 20 afios. Estos materiales se usan
principalmente para el tratamiento de fracturas y la artroplastia. Los biomateriales ceramicos por
su parte, permiten tener superficie de baja friccion y son aplicados en procedimientos ortopédicos,
como material de relleno 6seo y revestimientos en forma activa. Por Gltimo los polimeros han
tenido una gran acogida por sus diversas aplicaciones en este campo, ya sea como superficies de
friccion, material de relleno y fijacion, materiales reabsorbibles, entre otros [24].

En general, todos los biomateriales deben ser biocompatibles. La biocompatibilidad segun David
Williams se define como la habilidad de un material para llevar a cabo una respuesta del huésped
apropiado en una situacion especifica [25].

Para la seleccion de un material para aplicaciones a pacientes se debe tener en cuenta los siguientes
aspectos: materiales, quimica del bulto, quimica de la superficie, rugosidad de la superficie,
energia superficial, cargas superficiales, estabilidad quimica, quimica de productos de degradacion,
caracteristicas fisicas de los productos de degradacién, tamarfio, forma, médulo elastico / rigidez,
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tipo de tejido y la ubicacion, en relacion al paciente influye la edad, sexo, estado general de salud y
técnica quirdrgica [26].

En relacion a los materiales poliméricos, estos surgieron en 1920 cuando Staudinger lleg6 a la
conclusion de que el almidén, caucho natural y celulosa estan compuestos por cadenas gigantes de
atomos de carbono unidos por enlaces covalentes. Sin embargo, el término solo fue aceptado hasta
1930 cuando W. H. Carothers sintetiz6 polimeros lineales [23].

Los biopolimeros empleados para aplicaciones médicas se pueden clasificar en inertes y bioactivos
segun su funcion y en sintéticos y naturales segun su origen. Los biopolimeros inertes son
utilizados en aplicaciones donde el material esta en el cuerpo por largo tiempo y no tienen ningln
cambio quimico. Los polimeros bioactivos se caracterizan por estimular procesos celulares. Los
polimeros de origen natural como colégenos, polisacaridos, fibrinas, alginatos, quitina y quitosano
se caracterizan por tener actividad bioldgica innata [23].

Sintetizar polimeros permite ajustar y disefiar el material de acuerdo a las necesidades por ejemplo
cambiar los pesos moleculares, configuracién y conformacion de cadenas de polimero, la tasa de
degradacion, entre otros [20]. Los polimeros biodegradables y conductores han tenido mucha
acogida en la ingenieria de tejidos 6seos. El término “polimeros biodegradables™ indica que un
polimero por medio de reacciones quimicas en el cuerpo se convierte poco a poco en material
soluble o sintetizable por el organismo. En ingenieria de tejidos éseos, el material se sustituye
gradualmente con el tiempo con el hueso normal, y la restauracion sea no se ve obstaculizada por
la presencia del material [20,23].

Ante las propiedades eléctricas del hueso el campo de la ingenieria de tejidos 6seos ha involucrado
el uso de polimeros conductores para el desarrollo de andamios con propiedades eléctricas que
estimulen la regeneracion [27].

1.1.4 CONDUCCION IONICA EN POLIMEROS

Los polimeros son materiales aislantes donde en su estructura la banda de valencia llena esta
separada de la banda de conduccién vacia por un intervalo grande de energia, por tanto, a
temperatura ambiente solo pocos electrones podrian excitarse a través de las bandas lo cual explica
su baja conductividad. La conductividad de los polimeros puede estar en un intervalo 10° — 10"
S/m o menores [28]. Sin embargo, es posible obtener polimeros conductores a partir de acidos o
sales dentro de una pelicula polimérica, es decir, el polimero actia como disolvente para el acido o
sal que se disocia parcialmente en la matriz dando lugar a un comportamiento electrolito. El grado
de aumento en los niveles de conductividad dependera de la energia y el ordenamiento estructural
del polimero formado. La conduccidn ionica de este nuevo polimero se debe a la migracion o
difusion de los iones adicionados de la sal o acido cuando se aplica un campo eléctrico. Por lo
tanto, el movimiento neto de los iones cargados resultara en una corriente eléctrica. Desde luego,
las migraciones de los aniones y cationes seran en direcciones opuestas. La conductividad idnica
de un electrolito polimérico estd alrededor de 100 a 1000 veces menor a un electrolito liquido
[28,29]. Los polimeros conductores idnicos solo presentan movilidad rapida de iones cuando se



encuentra por encima de su temperatura de transicion vitrea en el cual los segmentos poliméricos
tienen la capacidad de moverse permitiendo la movilidad de los iones [30].

La Ecuacidn. 1.1 se presenta la reaccion solido/sélido para la formacién de complejos polimero-
sal necesario para obtener un sistema de electrolito sélido.

mMX + (—RY =), » (MX),, - (—RY =), Ecuacion. 1.1

Donde (-RY-) es el mondémero y MX la sal metélica.

La cinética de reaccion es desfavorable incluso cuando el complejo es estable. Dos métodos
pueden ser empleados para acelerar la reaccion, uno de ellos es mezclar mecanicamente o moler
los reactivos y el otro, usualmente empleado, consiste en disolver la sal y el polimero en un
solvente comun para luego remover el solvente y obtener el electrolito polimérico sélido [30].

No todos los polimeros pueden formar complejos con sales metalicas. Para esto se deben tener en
cuenta las siguientes condiciones que favorecen la formacion de complejos [30].

- La alta presencia de grupos polares béasicos en la cadena del polimero son necesarios
solvatar la sal efectivamente.

- El polimero debe presentar una energia de cohesion baja y alta flexibilidad (indicada por
una baja temperatura de transicion vitrea) que permitan la reorientacién de coordinacion
local que logra la solvatacién de forma eficaz.

En general, la obtencion de electrolitos poliméricos estd basada en oxigenos contenidos en los
monomeros u otras bases de Lewis que permiten coordinar los cationes de la sal. Por tanto, el ion
metalico representa un papel importante en la conductividad ionica. En la Figura 1.1 se presenta un
catién de Litio coordinado por oxigenos de una cadena polimérica, luego de un tiempo t se
presenta un “salto” del cation a otra posicion, lo cual representa el mecanismo de conduccion
iGnica de un electrolito polimérico [30].
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Figura 1.1. Representacion de movilidad de iones en un electrolito polimérico. Tomada de [30]
La cristalinidad de los sistemas poliméricos juega un papel muy importante en la movilidad de los

iones a través de la estructura. La presencia de fase amorfa facilita la movilidad de los segmentos
poliméricos mejorando asi la conductividad [30].
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La dependencia de la temperatura de la conductividad i6nica indica un proceso activado. Asi, la
conductividad aumenta con el aumento de la temperatura. Diversos modelos fenomenol6gicos han
sido empleados para analizar el comportamiento de la conductividad con la temperatura. EI modelo
Arrhenius (Ecuacion. 1.2) representa una linea recta, mientras el modelo de Vogel-Tammann-
Fulcher (VTF) (Ecuacién. 1.3) representa una linea curva.

E
o(T)=0, eXp{— 2 } Ecuacion. 1.2
KgT

Donde oes la conductividad, E, es la energia de activacion y Kz es la constante de Boltzmann

E
o(T) =0, eXp{_TiT)} Ecuacion. 1.3
B o

Donde oes la conductividad, Ep y T, son pardmetros de ajuste y Kg es la constante de Boltzmann

La Figura 1.2 muestra las gréficas de Log (o) vs 1000/T de sistemas poliméricos basados en
polietilenglicol con sales de litio, a la izquierda se representa el modelo VTF y la derecha el
modelo Arrhenius.
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Figura 1.2. Graficos de los modelos VTF (izquierda) y Arrhenius (derecha) para los complejos
PEO-LiSCN y PEO-L.il respectivamente. Tomada de [30].



1.2 TECNICAS PARA ELABORACION DE MEMBRANAS
POLIMERICAS

1.2.1 EVAPORACION LENTA DE DISOLVENTE (SOLVENT CASTING)

La técnica de evaporacion lenta de disolvente (solvent casting) se caracteriza por ser muy simple
facil y econémica. No requiere ningln equipo robusto y se basa en la evaporacion de un disolvente
para finalmente obtener una membrana polimérica. Puede realizarse por dos métodos: el primero
consiste en sumergir un molde en una solucion polimérica para luego extraer y obtener una capa de
membrana y el segundo, consiste en afiadir la solucion polimérica en un molde y luego de un
tiempo suficiente para la evaporacion del disolvente extraer el polimero adherido al molde. La
desventaja de ésta técnica es que puede permanecer disolvente en el interior que puede generar
toxicidad. Sin embargo, esto se puede corregir sometiendo la membrana a vacio para eliminar los
residuos liquidos [31].

1.2.2 ELECTROHILADO (ELECTROSPINNING)

El electrohilado o electrospinning es una técnica que ha ganado mucha popularidad en la Gltima
década especialmente en el area de ingenieria de tejidos en la construccién de andamios
poliméricos de diversas caracteristicas como nanofibras, fibras hibridas, fibras huecas etc.,
obtenidas mediante la modificacion de parametros de operacion del equipo [32].

Los estudios sobre campos eléctricos en el siglo XIX son el origen de esta técnica, patentada
originalmente en 1902 y considerada en 1934 como un medio para el procesamiento textil. Taylor
fue quien en su trabajo comprendié la influencia de un campo eléctrico en un pequefio volumen de
liquido [32].

Cuando un campo eléctrico es aplicado a una gotita de liquido, la carga electrostatica se acumula
en la punta de la gotita, por tanto, la repulsién de carga trabaja en contra de la tensién superficial
cambiando la forma esférica de la gota a un cono alargado denominado cono de Taylor donde
luego se libera un chorro. El chorro puede tomar un camino complejo debido a inestabilidades
inducidas por el campo eléctrico. Si el soluto es un liquido no viscoso se generan pequefias gotas y
en el caso de polimero se obtienen pequefias fibras que llegan a formar estructuras entrecruzadas
con forma de andamio [32].

La Tabla 1.2 presenta una relacion de los efectos que puede generar en el hilado, los cambios en
los pardmetros del sistema de electrohilado.
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Tabla 1.2.Efectos en la morfologia y el didmetro de la fibra con cambios en los pardmetros [32]

Parametros

Efectos en la morfologia y el didmetro de la fibra

Solucion

Procesamiento

Ambiente

Concentracion

Viscosidad
Peso molecular

Conductividad

Voltaje
Velocidad de
flujo

Tipo de colector
Punta
temperatura
Humedad

Incrementa el diametro de la fibra con el Incremento de la
concentracion

Se pueden generar particulas incrementando la viscosidad

Con alto peso molecular la morfologia es muy uniforme

Disminuye el didmetro de fibra con el incremento de la
conductividad

Disminuye el diametro de fibra con el incremento del voltaje

Alta velocidad produce fibras con grandes diametros o las fibras
no estén secas al alcanzar el colector

Es posible alinear las fibras

Se pueden obtener huecos 0 mezclas

Incremento de la temperatura disminuye el didmetro de fibra
Alta humedad resulta en formacion de poros

El equipo de electrohilado es un equipo simple, consta de tres componentes: el suministro de
energia de alta tension, una jeringa y el colector, que puede ser tan simple como una hoja de papel
de aluminio (Figura 1.3).

Solucion de Colector
Polimero
Fuente  ——=

Figura 1.3. Componentes del sistema de electrohilado. Tomada de [32]



1.3 TECNICAS DE CARACTERIZACION

1.3.1 DIFRACCION DE RAYOS X (XRD)

La difraccion de rayos X (por sus siglas en inglés XRD) es una técnica que permite identificar
cualitativamente los compuestos cristalinos, el ordenamiento y espaciado de los atomos en
materiales cristalinos, se basa en el hecho de que cada sustancia cristalina presenta un diagrama de
difraccion unico. Los rayos X son ondas electromagnéticas de corta longitud. La técnica consiste
en hacer incidir una muestra con un haz de rayos X y la interaccién entre la onda y los electrones
del material dan lugar a una dispersion. Las ondas dispersas interfieren generando interferencia
tanto constructiva como destructiva obteniéndose un patrén de diversas intensidades que esta
ligado a la ubicacion de los a&tomos en el cristal, de forma que puede interpretarse por medio de la
ley de Bragg. Esta ley establece que cuando un haz de rayos X incide sobre una superficie
perteneciente a un cristal formando un angulo 0, parte de este se dispersa por la capa de atomos
gue se encuentran alojados en la superficie. La parte del haz que no se dispersa ingresa en la
segunda capa de 4&tomos donde ocurre un proceso similar y una porcion de este es dispersada. El
proceso se repite de manera sucesiva con todas las capas hasta una profundidad aproximada de
1000 nm, lo que lo hace una técnica masica. El efecto de la dispersion acumulada generada por los
centros regularmente espaciado del cristal es la difraccion del haz. En 1912, W. L. Bragg traté la
difraccion de rayos X por cristales, como se muestra en la Figura 1.4 [33].

Figura 1.4. Interaccion entre los rayos X y la estructura cristalina de un material. Tomada de [34]

Un delgado haz de radiacion golpea la superficie del cristal formando un angulo 0, la dispersion
genera una interaccion de la radiacion con los atomos en O, P, y R. De esta manera se puede
expresar que las condiciones para que se origine la interferencia constructiva del haz, son: nA =
2 dsen 6 donde n es un numero entero que representa el orden de la difraccion y d es la distancia
interplanar del cristal. Es importante resaltar que los rayos X son reflejados por el cristal solo si el
angulo de incidencia satisface la condicion 6 = A 2. Para cualquier otro valor se producen
interferencias destructivas. De esta manera las condiciones para la difraccion de rayos X son:
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. El espacio entre las capas de &tomos debe ser similar a la longitud de onda de la radiacion.
. Los centros de dispersion deben estar distribuidos en el espacio de una manera muy regular
[34].

Finalmente, el reconocimiento de las especies mediante el diagrama, tiene como principio la
posicién de lineas en sus intensidades relativas

1.3.2 CALORIMETRIA DIFERENCIAL DE BARRIDO (DSC)

La calorimetria diferencial de barrido (DSC por sus siglas en inglés) significa “...la medida del
cambio de la diferencia en la tasa de flujo de calor a la muestra y a una muestra de referencia,
mientras que estan sometidos a un programa de temperatura controlada”. Esta técnica nos permite
determinar la cantidad de calor absorbido o liberado de una sustancia a una temperatura constante
en un tiempo determinado o cuando es calentada o enfriada a una velocidad constante en un rango
de temperaturas determinado [35,36].

En la DSC se dispone de dos céapsulas, una de ellas contiene la muestra a analizar y la otra
generalmente estd vacia (capsula de referencia). Se disponen calefactores individuales en cada
capsula y se comprueba si hay una diferencia de temperatura con un sistema de control. Cuando
hay una diferencia los calefactores se corregirdn para tener la misma temperatura en ambas
capsulas [36].

Como las reacciones quimicas y transiciones fisicas estan asociadas al consumo o liberacion de
calor, este método es universal para la investigacion de tales procesos. Entre las diversas utilidades
de DSC se encuentran: medidas de capacidad calorifica aparente (fendmenos de relajacion
estructural), determinacién de temperaturas caracteristicas de transformacion o de transicion
(transicion vitrea, transicion ferro-paramagnética, cristalizacion, trasformaciones poliférmicas,
fusion, ebullicién, descomposicion, etc.), estabilidad térmica de los materiales y cinética de
cristalizacion de los materiales [35,36].

1.3.3 ESPECTROSCOPIA DE IMPEDANCIA COMPLEJA

Las mediciones eléctricas para evaluar el comportamiento electroquimico de los materiales se
hacen habitualmente en una celda de dos electrodos idénticos (electroquimicamente inertes)
aplicados a las caras de una muestra en forma de cilindro circular. Las mediciones pueden hacerse
en una atmosfera de vacio, inerte como argén o una atmdsfera oxidante. El principio general de la
técnica es aplicar un estimulo eléctrico a los electrodos y observar la respuesta [37].

Una gran cantidad de procesos microscopicos tienen lugar en toda la celda cuando se estimula
eléctricamente. Los procesos fundamentales que ocurren pueden ser el transporte de electrones a
través de los conductores electronicos, la transferencia de electrones en las interfases electrodo-
electrolito hacia o desde especies atdmicas cargadas 0 no cargadas que se originan a partir de los



materiales de la celda y su medio ambiente atmosférico (reacciones de oxidacién o de reduccion)
y atomo aglomerados a través de defectos en el electrolito [37].

Por otra parte, la espectroscopia de impedancia compleja permite determinar la conductividad
idnica de electrolitos sélidos a partir de los datos de impedancia compleja (Z) que se obtienen. La
impedancia compleja Z (®) es definida por la razén entre el voltaje aplicado y la corriente
originada durante la prueba (Ecuacion. 1.4) [37].

/4
Z(w) = @ Ecuacion. 1.4

I(w)

Donde o es la frecuencia angular de la senal aplicada.

La impedancia compleja puede expresarse en funcion de la parte real Z' = |Z|cos6 y la parte
imaginaria Z'' = |Z|senf, donde O es el angulo de desfase entre ¢l voltaje aplicado y la corriente
originada. Los resultados suelen presentarse en un grafico Z’ vs Z’’ el cual permite obtener la
informacidn suficiente para describir el comportamiento eléctrico del electrolito sélido [37]. En la
Figura 1.5 se presenta la grafica Z’ vs Z”* de un sistema de electrolito solido con comportamiento
ideal, en la cual el semicirculo representa las interacciones en el bulto y la linea recta las
interacciones en la interface. La interseccion del semicirculo con el eje x indica la resistencia
eléctrica del bulto, con el cual y a partir de los datos de espesor y area transversal de la muestra, es
posible calcular la conductividad iénica [37].

% J
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Figura 1.5. Grafica de Z’ vs Z’’. Tomada de [38].

Los resultados obtenidos en estas pruebas son usualmente ajustados a circuitos equivalentes que
permiten conocer mas informacion del comportamiento eléctrico de las muestras evaluadas. La
Figura 1.6-a) muestra el montaje empleado para las pruebas eléctricas, en esta se presenta la
formacion de una doble capa eléctrica en la interface entre la muestra y los electrodos metalicos.
Por otra parte, la Figura 1.6-b) describe el circuito equivalente para el caso ideal presentado como
ejemplo.
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Figura 1.6 a) Esquema del montaje de la muestra y b) Representacion del montaje en forma de
circuito equivalente. Tomada de [38].

1.3.4 PRUEBA DE TENSION

La resistencia de un material depende de su capacidad para soportar una carga sin deformacion
excesiva o falla. Es una caracteristica propia del material y debe determinarse por experimentacion.
Para llevar a cabo esta prueba se prepara un espécimen o probeta de forma y tamafo “estandar”. Se
toman mediciones tanto del area de la seccion transversal del espécimen como de la longitud
calibrada, luego se utiliza una maquina que permita aplicar una carga axial y que pueda leer la
carga requerida para un alargamiento uniforme. Finalmente con los resultados es posible graficar el
esfuerzo vs deformacion como los muestra la Figura 1.7 [39].
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Figura 1.7. Diagrama esfuerzo- deformacion. Tomada de [39]

De la figura se puede extraer informacién como el Modulo de Young el cual es la pendiente de la
recta de la region eldstica, el esfuerzo final, la deformacion a la rotura, entre otros.



1.3.5 MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO (SEM)

El microscopio electronico de barrido - SEM (por sus siglas en inglés) es uno de los instrumentos
mas versatiles disponibles para examinar y analizar las caracteristicas microestructurales de un
objeto solido. Los principales componentes del SEM son la columna de electrones y la consola de
control. La columna de electrones consiste de un cafién de electrones y dos o més lentes que
influyen en la trayectoria de los electrones a través de la columna. La fuente de electrones consiste
en un filamento de tungsteno el cual tiene un diametro alrededor de 0.1mm y esta doblado en
forma de v. La base de la columna debe tener un vacio cerca de 10“Pa donde se encuentra el
soporte de las muestras. El soporte de las muestras permite sujetar varias muestras de varios
centimetros. La consola de control consta de una pantalla de visualizacion, perillas y teclado que
controlan el haz de electrones y el movimiento del soporte de muestras en direccion X, Y y Z,
ademas de poder rotar en cada uno de los ejes. Las muestras a examinar deber ser conductoras de
la electricidad [40].

Con el SEM es posible obtener imagenes con apariencia tridimensional y de este modo observar la
topografia de las muestras. Para esto, el area a examinar es irradiada con un fino haz de electrones
el cual barre un patron rectangular a través de la superficie de la muestra. Las sefiales producto de
la interaccion electrones-muestra son electrones secundarios, electrones retrodispersados, rayos X
caracteristicos y otros fotones que permiten la caracterizacion del material (topografia superficial,
cristalografia, composicién, etc.) [40].

Los electrones secundarios y retrodispersados son de gran interés para la formacién de la imagen
puesto que varian segln las diferencias en la topografia superficial. La apariencia tridimensional de
la imagen se debe a la profundidad de campo de SEM como también del efecto de estas dos
sefiales. El andlisis de los rayos X caracteristicos, permite identificar cualitativa y
cuantitativamente los elementos presentes en la muestra [40].

1.3.6  PRUEBAS CITOTOXICAS

Una prueba de citotoxicidad es una prueba de evaluacion bioldgica y de deteccion de células in
vitro para observar el crecimiento, reproduccion y efectos morfoldgicos de un material que se
desea evaluar. La norma ISO 10993-5 tiene reglamentada las pruebas de citotoxicidad in vitro en la
cual se especifican tres tipos de ensayos: pruebas de extracto, contacto directo y contacto indirecto.
En general, el ensayo de extracto es adecuado para detectar la toxicidad de sustancias solubles de
dispositivos médicos y suele ser coherente con los resultados de ensayos de toxicidad animal.

La citotoxicidad se determina comparando porcentualmente los resultados del medio de cultivo
contra el extracto del material. EI material se considera con potencial citotoxico si su viabilidad
esta por debajo de 70% [41].
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2. CAPITULO DOS: ESTADO DEL ARTE

2.1 BIOMATERIALES POLIMERICOS USADOS EN
INGENIERIA DE TEJIDOS OSEOS

Un gran namero de polimeros son utilizados en la ingenieria de tejidos 6seos. Los polimeros
naturales fueron los primeros en ser empleados para aplicaciones médicas y de estos hay dos tipos
los polisacaridos y los polipéptidos. La principal ventaja del uso de polimeros naturales es que
normalmente contienen moléculas biofuncionales que ayudan a la proliferacion y diferenciacion
celular. Sin embargo, su degradacion no es facilmente controlable y pueden inhibir la célula.
Ademas, dada la complejidad de sus moléculas es dificil realizar cambios en su estructura o
composicién para modificar sus propiedades [16,21].

Uno de los polimeros naturales mas usados en areas de ingenieria de tejidos es el colageno, ésta es
una de las proteinas mas abundantes de la matriz extracelular del cuerpo (ECM) y se encuentra
ampliamente en el tejido muscoloesquelético. Hay cerca de 22 diferentes tipos de colageno que
existen en el cuerpo humano, los tipos I —IV son los mas comunes [16,21].Andamios elaborados de
colageno son ideales en la ingenieria de tejidos 6seo ya que es uno de los principales componentes
del hueso. Fibras de colageno con hidroxiapatita se han encontrado viables para la diferenciacion
de osteoblastos. Una de las desventajas de este polimero es que tiende a degradarse abruptamente
lo que limita su uso a largo plazo [21].

Otro polimero muy usado es la seda, ésta la forman las proteinas, fibroinas y sericina. Fini et al.
[16] en su trabajo implantd exitosamente fibroinas de seda para curar el tamafio de defecto critico
de hueso esponjoso y Kim et al. mejoraron la osteoconductividad de células madres Oseas
incorporando fosfatos de calcio a un andamio de fibroinas [16]. La enorme fuerza mecénica es la
razon principal del gran interés que despierta este material para ser usado como un andamio, a
pesar de que algunos componentes pueden causar una respuesta alérgica [21].

El quitosano es otro polimero natural muy empleado en la ingenieria de tejidos 6seos y es usado
cominmente en mezcla con otros polimeros ya sean naturales o sintéticos. Algunos trabajos por
ejemplo, han mezclado quitosano con &cido polilactico—co-glicélico (PLGA) para crear andamios
y apoyar la proliferacion de células similares a los osteoblastos [16]. También se ha mezclado con
gelatina, otro polimero natural implementado en la ingenieria de tejidos, para ensayos con cultivos



de osteoblastos de rata, obteniendo un andamio muy prometedor. El quitosano sin mezclar también
ha mostrado ser prometedor para aplicaciones ortopédicas. Los principales inconvenientes de
guitosano son su baja resistencia mecanica e insolubilidad en agua [16,21]. Por ultimo, el alginato,
un polisacéarido lineal derivado de las algas se ha implementado en aplicaciones biomédicas por su
biocompatibilidad y poca accién inmune. Las propiedades mecénicas de alginato pueden ser
controlada e incluso mejoradas [16,21].

Actualmente se ha incrementado el uso de polimeros sintéticos en la ingenieria de tejidos 6seos,
esto, debido a que los polimeros sintéticos pueden ser disefiados y controlados segin las
especificaciones que se requieran. Sin embargo, estos polimeros no poseen biomoléculas que
ayuden a la union celular como es el caso de algunos polimeros naturales [16].

El 4cido poliglicélico (PGA) es un polimero degradable obtenido a partir del acido glicolico el cual
se produce durante el metabolismo normal del cuerpo. La versatilidad del poli (&cido gliclico) en
el campo de la medicina ha llevado a su uso como andamios para aplicaciones de ingenieria de
tejidos [21]. Si el PGA sufre una alta degradacion puede generar zonas con pH acido y ocasionar
inflamacion del tejido circundante. Otro polimero sintético es el acido polilactico (PLA) con alta
resistencia a la traccién y alto médulo de tension, por lo que se considera un biomaterial ideal para
aplicaciones de soporte de carga. Sin embargo, las investigaciones han demostrado que las células
se adhieren menos al PLA en comparacion a otros polimeros, tales como PGA [16,21].

Un copolimero muy conocido es PLGA que se copolimeriza a partir de poliglicolido y con I-lactico
0 D-lactico. Se han elaborado diferentes andamios de PLGA que han permitido la adhesion celular,
y también se ha combinado con hidroxiapatita obteniendo mejoras en proliferacion de osteoblastos
[21, 42].

La policaprolactona (PCL) es un poliéster semicristalino que puede hacerse a partir de la
polimerizacion de apertura de anillo de la “e-caprolactona” [16,43]. En comparacion con otros
polimeros, tiene un tiempo de degradacion relativamente largo de hasta 2 6 3 afios. En los Gltimos
afios, PCL ha sido ampliamente estudiado como material para aplicaciones de ingenieria de tejidos.
Yoshimoto preparé electrohilado de PCL como un potencial candidato para andamios aplicable a
la ingenieria de tejidos 6seos [21,44]. Otros polimeros sintéticos como poli (fumarato de
propileno) (PPF) y polihidroxibutirato también han sido investigados. En la Tabla 2.1se presentan
diversas propiedades encontradas para algunos de los polimeros sintéticos mas utilizados en
ingenieria de tejidos.

Tabla 2.1. Propiedades térmicas, mecénicas y de degradacion de algunos polimeros sintéticos
[14,45]

Propiedades térmicas y mecanicas Propiedades de degradacién
. Temperatura de Temperatura de Modulo .
Polimero . L -, Tiempo
reblandecimiento transicion vitrea traccion (Meses) Productos
(°C) (°C) (GPa)
PLA 173-178 60-65 1,5-2,7 12-18 Acido I-lactico
PGA 225-230 35-40 5-7 3-4 Acido glicélico
PCL 58-63 -60 0,4-0,6 >24 Acido caproico
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Poli-lactico-

co-glicélico Acido D, L-
PLGA Amorfa 50-55 1,4-2,8 3-6 Iactlﬁzéﬁiaczldo
(50/50) g

Acido D, L-
PLGA Amorfa 50-55 1,4-2,8 3-6 lactico y acido
(85/15) e
glicolico
PLGA Amorfa 50-55 - <3 Ié@tcil(?oo Dé;cli_c;o
(90/10) 0y
glicdlico
PPF 30-50 .60 23 Depende cido fumarico,
propilen glicol

2.2 ESTIMULACION ELECTRICA PARA TEJIDOS OSEQOS

A finales de 1700 Galvani gener6 contracciones musculares en ranas con electricidad obtenida de
las tormentas eléctricas y generadores de electricidad estatica. Luego, en 1794 descubrié que
tocando con el extremo de un bisturi los nervios de una de las patas de las ranas podria generar
movimiento en el miembro opuesto. Con los experimentos surgi6 la idea de la bioelectricidad o
una fuerza mistica que Galvani denomino “vis vitalis” [46]. Pero solo en la década de 1990 con el
desarrollo de herramientas moleculares y celulares fue posible conectar la biologia celular con el
fenémeno de la bioelectricidad [46]. En 2007 Levin demostr6 que campos eléctricos que se
generaban por los canales idnicos de K*, H* y Ca*" proporcionaban sefiales especificas que
regulaban el comportamiento celular para la regeneracion de tejidos [47]. Los campos
electromagnéticos afectan varios tejidos como el cardiaco, muscular, 6seo, nervios y piel, y estos
desempefian un papel en los procesos bioldgicos de la angiogénesis, la divisién celular,
sefializacion celular, germinacion del nervio, el desarrollo prenatal, y cicatrizacion de heridas [27].

Dadas las caracteristicas eléctricas del hueso, éste puede ser influenciado por estimulos eléctricos
externos. Actualmente hay dos hipotesis que sugieren la respuesta del hueso a estimulos eléctricos.
La primera hipotesis dice que la presion trasmitida a través del tejido es recibida por la célulay la
segunda hipotesis y més aceptada indica que el estrés mecénico genera sefiales eléctricas que
indican el acontecimiento posterior. Esto se ha explicado debido a las propiedades piezoeléctricas
del hueso y los hallazgos del efecto de la corriente eléctrica sobre el crecimiento 6seo y su
remodelacién [5]. Investigadores como Bassett y Becker en 1962 sugieren que la estimulacion
proporciona un medio para acelerar la velocidad y capacidad para la curacién de fracturas [4,5].

Todos los cambios en las condiciones ambientales ya sean internas o externas son considerados
como estimulos que se convierten en estimulos eléctricos [5].

Diferentes estudios se han realizado en relacion a los efectos de los campos electromagnéticos en
los sistemas bioldgicos a nivel de 6rganos, tejidos y células y han demostrado ser tiles para la
formacidn de hueso y tratamientos clinicos para consolidacion de fracturas. Esto es debido a que



los campos electromagnéticos provocan una corriente inducida en el hueso que carga la membrana
celular y afecta los ciclos intracelulares [48]. Esfuerzos mecénicos, magnéticos y ondas
ultrasénicas también se han aplicado con los mismos objetivos [49].

Yasuda en 1953 aplicé una corriente eléctrica continua a un fémur de conejo que luego de tres
semanas se evidencié formacién de hueso nuevo cerca al catodo [50]. Brighton et al. en 1981
realizaron experimentos usando estimulos a diferentes corrientes con cuatro catodos implantados
en una fractura por 12 semanas, encontrando una recuperacion de la fractura de 76,8% con una
corriente de 20 pA [51,52]. Martini et al., en 2003 examinaron los efectos de campos magnéticos
en osteoblastos donde encontraron que 24 horas de tratamiento aumenta significativamente la
produccién de osteocalcina y el 6xido nitrico, las cuales son vias bioquimicas de las células dseas
activas[5]. Las células tienen una fuerte selectividad con campos electromagnéticos que alcanzan
frecuencias de 15- 50 Hz, por su parte los campos eléctricos tan bajos como 0.01mV / cm afectan
la remodelacion [46]. En la Tabla 2.2 se presenta un resumen sobre los efectos en osteoblastos de
estimulos eléctricos y magnéticos.

Con los avances tecnoldgicos en este tema se han desarrollado terapias para la restauracion de
fracturas con base en los diferentes campos electromagnéticos. Una de ellas es el acoplamiento
capacitivo la cual consiste en colocar dos electrodos en la piel cercana a la fractura y pasar una
corriente alterna generando un campo eléctrico dentro del sitio de fractura. Otra técnica es el
acoplamiento inductivo que usa una bobina de alambre en la cual pasa una corriente eléctrica que
genera un campo magnético e induce un campo eléctrico en el interior donde se encuentra la
fractura [22, 49, 53,54].

Tabla 2.2. Efectos de diferentes estimulos de campo eléctrico y corriente eléctrica sobre los
osteoblastos [22]

Efecto de diferentes intensidades de campo Efecto de diferentes intensidades de corriente
eléctrico (V/mm) eléctrica (A/m?)

., L Mejora proliferacion, incremento de expresion
Reduccidn de la osteoclastogénesis

4,8x107 en cultivos de médula Gsea VEGF, sin regulacion de los marcadores 6seos
en los osteoblastos
Reduccion de la proliferacion pero 0,015 Mejora proliferacién, incremento de expresion
6x107 incremento de la actividad ALP de ’ VEGF, sin regulacion de los marcadores 6seos
osteoblastos en los osteoblastos una semana después de la
estimulacién
2x10°  Inhibe el crecimiento de osteoblastos Incremento de la expresion VEGF
Mejora de la proliferacion y
2x107 expresion de TGF-B1 en 0,15 Mala proliferacion de células madre

osteoblastos

35



migracion de fibroblastos encima de un mayor aumento en el contenido de ADN de
este umbral osteoblastos
Orientacién de fibroblastos encima 42 Mejora en la proliferacion y expresién de
de este umbral ’ osteoblastos
Mejora de la formacién mineral en
6 osteoblastos, mejora de la 5
proliferacion , actividad ALP

0,01
0,04

Necrosis en osteoblastos por encima de este
umbral

Descubrir el efecto positivo de diferentes estimulos eléctricos sobre el hueso ha involucrado
materiales conductores en la ingenieria de tejidos 6seos para acelerar el proceso de regeneracion.
Por ejemplo, Shi et al. [55] estudiaron el comportamiento de fibroblastos con una corriente directa
de 0,05 V/mm por 24-48 horas usando un andamio conductor de PPy (Polipirrol) /PLA donde se
mejor6 la adhesién y proliferacién celular. En otro trabajo, se evaluaron peliculas conductoras de
polipirrol / quitosano para la estimulacion eléctrica con 200mA DC durante 4 horas por dia. En
este caso se incrementd 1,8 veces la actividad metabolica de osteoblastos comparada con la
actividad sin estimulacion DC [56]. Similar a los trabajos anteriores, también se evalud la
viabilidad de diferentes materiales conductores, especialmente polimero para la construcciéon de
andamios aplicables a ingenieria de tejidos dseos [57,58].

2.3 POLIMEROS CONDUCTORES APLICADOS A LA
INGENIERIA DE TEJIDOS OSEOS

Dentro de los biomateriales existe una clasificacion denominada “biomateriales electroactivos”,
que permiten entregar a las células estimulos eléctricos, electroquimicos o electromecanicos para
mejorar la respuesta celular ante un material desconocido [59]. Uno de los materiales mas
aplicados a la ingenieria de tejidos 6seos son los polimeros conductores. Como se explicd en
secciones anteriores, los polimeros son malos conductores de la electricidad y son empleados como
aislantes térmicos y eléctricos. Sin embargo, se han desarrollado diferentes métodos para
brindarles algun nivel de conductividad a estos aislantes.

Los polimeros conductores como polipirol (PPy), polianilina (PANI) y politiofeno (PEDOT) se
caracterizan por tener conductividades del orden de 200 a 10000 S/m. Las propiedades eléctricas
son adquiridas cuando los polimeros son oxidados o reducidos y de este modo ionizan la cadena
principal. La desventaja més grande que tienen estos polimeros es que no son biodegradables lo
que limita sus aplicaciones para ingenieria de tejidos dseos [27,60]. Varias alternativas se han
planteado para resolver este problema, una de ellas es combinar estos polimeros conductores con
otros biodegradables, dandoles propiedades eléctricas y permitiendo manipular las propiedades
mecanicas, de degradacion y otras segun la necesidad. Una mezcla PPy/PLA es un ejemplo de ello.
También el uso de oligbmero ha permitido obtener polimeros biodegradables conductores [27,61].

También se han fabricado peliculas y andamios de polimero biodegradables con nanotubos de
carbono (CNT). Los CNT poseen propiedades mecénicas, térmicas y eléctricas excepcionales, lo
gue facilita su uso como refuerzos o aditivos de distintos materiales mejorando sus propiedades



[62]. Por ejemplo, Shao et al. [63] fabricaron nanofibras conductoras de PLA y CNT de pared
multiple [63] con excelente resultados en la estimulacidn eléctrica de osteoblastos.

Una alternativa poco explorada en la ingenieria de tejidos son los polimeros conductores ionicos.
Como se explico en secciones anteriores, los polimeros conductores idnicos son electrolitos
solidos, donde las propiedades de conduccion eléctrica se dan por la migracion de iones
provenientes de una sal o un acido.

2.4 ELECTROHILADO PARA LA CONSTRUCCION DE
ANDAMIOS PARA TEJIDO OSEO

La técnica de electrohilado y las matrices fibrosas han ganado mucha popularidad debido
principalmente a la similitud de los andamios obtenidos con la matriz extracelular de los tejidos del
cuerpo. Casi todos los tejidos y érganos del cuerpo se sintetizan y se organizan con estructuras
fibrosas de tamafios micro y nano [32]. Usar el sistema de electrohilado es un enfoque biomimético
a la ingenieria de tejidos 6seos [32].

Diferentes polimeros, tanto naturales como sintéticos se han usado para crear andamios con la
técnica de electrohilado para la ingeniera de tejidos 6seos. En los Gltimos afios se han involucrado
nanoparticulas inorganicas en la técnica, como CaCOs, Fe;0, hidroxiapatita, nanotubos de
carbono, entre otros. [32,63] A continuacion, se mencionan algunos trabajos de construccion de
andamios con la técnica de electrohilado.

Shahini et al. [67] crearon andamios conductores con poli (3,4-etilendioxitiofeno) poli (sulfonato
de 4-estireno) (PEDOT: PSS). El material obtenido mostré estabilidad fisicoquimica, mejorando
las propiedades mecéanicas y la resistencia a la biodegradacion. Zhang et al. [68] prepararon
nanofibras compuestas de PLA con nanoesferas de fosfato de calcio amorfo y nanobarras de
hidroxiapatita. Los andamios exhibieron mineralizacion favorable en fluido bioldgico simulado
(SBF).

Ren et al. [69] crearon fibras de gelatina / siloxano (GS) y evaluaron el crecimiento de las células
madre mesenquimales derivadas de médula 6sea. Los resultados indican que la estructura y el
tamafio de fibra porosa de las esterillas fibrosas GS se puede ajustar con precisién mediante la
variacion de la viscosidad de la solucién. Ademas, se evidencié proliferacion y diferenciacion de
las celulas de mesenquimales. Liu et al. [70] elaboraron nanofibras de anilina pentdmero-injerto-
gelatina (AP-g-GA) vy poli(L-lactico) (PLLA). Las nanofibras exhibieron buena electroactividad,
estabilidad térmica y biodegradabilidad.

Un altimo ejemplo es el andamio fabricado por Neto et al. [71] con poli (adipato de butileno-co-
tereftalato) (PBAT) y nanoparticulas de HA. Este estudio mostr6é que el material compuesto tenia
una morfologia adecuada, la estructura y buenas propiedades mecénicas, proliferacion y
diferenciacion en células Oseas.
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3. CAPITULO TRES: METODOLOGIA

En este capitulo se describe de forma detallada todo el proceso experimental que se realizé para
obtener los resultados mostrados en el capitulo 4. Se inicia exponiendo los materiales empleados
en este estudio y el motivo de su seleccién.

Posteriormente se describen los procedimientos seguidos para obtener las membranas por
evaporacion lenta de disolvente y por la técnica de electrohilado para los materiales seleccionados,
considerando las cantidades de reactivos, concentraciones y cuidados que se tuvieron en cuenta
para su ejecucion.

La tercera parte de este capitulo hace referencia a las técnicas empleadas para la caracterizacion de
las membranas, los equipos empleados, los parametros de operacion y como fue el manejo de los
resultados para su posterior analisis.

3.1 MATERIALES

Para la fabricacion de polimeros de conduccién iénica son necesarios tres elementos: un polimero,
una sal o acido como fuente de iones y un disolvente comdn para ambos sélidos. En este trabajo de
investigacion se emplearon policaprolactona, sales de nitrato (plata y magnesio) y acetona.

La policaprolactona (PCL) con formula molecular (CsH100,), es un poliéster semicristalino de bajo
punto de reblandecimiento entre 59-64°C y una temperatura de transicion vitrea de -60°C. Es
soluble en &cido acético, &cido férmico, cloroformo, entre otras y parcialmente en acetona [72]. Ha
sido ampliamente usado en investigaciones para aplicaciones en ingenieria de tejidos por su lenta
velocidad de degradacion, buena permeabilidad y biocompatibilidad [16]. Es un buen candidato
para ser usado en la elaboracion de polimeros de conduccion idnica para ingenieria de tejidos
debido a que la temperatura corporal se encuentra entre el intervalo de temperatura de transicion
vitrea y de reblandecimiento, ademéas consta con una base de Lewis (grupo éster) que permite
formar complejos con la sal [16].



Ambas sales, nitrato de plata (AgNQOs) y nitrato de magnesio (Mg(NQOs),) han sido empleadas para
la construccion de biomateriales [73-76]. Por las propiedades antimicrobianas del ion plata, esta sal
es utilizada para impedir la formacion de biopelicula en los biomateriales limitando la aparicion de
infecciones [77,78]. Por otra parte los iones magnesio tienen gran relevancia en las funciones
bioguimicas de las células, indispensable para el funcionamiento del ndcleo, estabilidad fisica,
actuador como cofactor para enzimas de &cido ribonucleico y papel esencial en las funciones
mitocondriales, entre otras funciones [79].

Debido a que ambas sales contienen como anién al nitrato es posible analizar el comportamiento
de los cationes quienes se esperan formen el complejo con los oxigenos del grupo éster, en la
Figura 3.1 se muestra el esquema del complejo formado con uno de los oxigenos. Con respecto a la
solubilidad de estas sales en acetona, el nitrato de magnesio es soluble mientras el nitrato de plata
lo es parcialmente.

Figura 3.1. Formacion del complejo a) polimero-Ag+ y b) polimero-Mg+2. Elaboracion propia

La acetona (C3H¢O) es un disolvente comuln para el polimero y las sales, es sustentable y no téxico
y ha sido poco utilizado para electrohilar por la dificultad de encontrar los pardmetros adecuados
de operacidn, particularmente para la policaprolactona [80]. Sin embargo, por sus propiedades es
adecuada en comparacion a otros disolventes altamente toxicos.

En la Tabla 3.1 se encuentran las caracteristicas de los reactivos empleados en este estudio y en la
Figura 3.2 se encuentra los patrones de XRD del nitrato de plata y nitrato de magnesio necesarios
para los analisis de las secciones 4.1.1.1,4.1.2.1,4.2.1.1y 4.2.2.1.

Tabla 3.1. Reactivos utilizados en el estudio

Reactivos Marca Caracteristicas
Policaprolactona (PCL) Sigma Aldrich  Mn= 80kDa
AgNO; Alfa Aesar Grado ACS
Mg(NOs), 6H,0 Sigma Aldrich  Grado ACS
Acetona Merck Para analisis
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Figura 3.2. Patrén de difraccion para el nitrato de plata. Ref. 96-210-5349. Tomada de [81] y el
nitrato de magnesio hexahidratado Ref. 00-014-0101. Tomada de [82]

3.2 OBTENCION DE MEMBRANAS

3.2.1 EVAPORACION LENTA DE DISOLVENTE (SOLVENT CASTING)

La Figura 3.3 muestra el procedimiento paso a paso para la obtencion de membranas por el método
de evaporacion lenta de disolvente con la sal de nitrato de magnesio. Se agitaron 0,69 de PCL en
10ml de acetona a 40°C por 30 min para su disolucion. Luego, 0,067g de Mg (NO3), 6H,0 en 10ml
de acetona se agitaron por 30min para conseguir una relacion con el polimero de 5%(mol de
sal/mol de mondmero de PCL). Las soluciones anteriores fueron mezcladas y agitadas por 24h.
Posteriormente la solucion final se vertid en una caja Petri, se tapd y dejo reposar a temperatura
ambiente por aproximadamente 3 dias en los cuales se elimino todo el disolvente. Finalmente, la
muestra fue extraida de la caja Petri y almacenada en un desecador. Se repite el procedimiento para
las relaciones de sal-polimero 7, 10,14 y 20%. Estas membranas estan nombradas en el documento
como PCL-xMg-SC, donde la x corresponde al porcentaje de relacion sal-polimero y SC se refiere

a solvent casting.
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Figura 3.3. Procedimiento para obtencion de membranas PCL-xMg-SC. Elaboracion propia.

Las membranas con sal de nitrato de plata fueron elaboradas de forma similar. Sin embargo, para
diluir la sal fue necesario utilizar 100ml de acetona debido a la poca solubilidad del nitrato de plata
en el disolvente. Luego de agitar la solucion por 24h, se dejo al aire libre para disminuir la cantidad
de disolvente hasta 20ml, proceso que puede tardar hasta 3 dias. Se verificd que no se presentara
ningn precipitando de la sal, lo que da indicios de la formacién del complejo polimero-sal.
Finalmente se vierte la solucion en la caja Petri para posterior extraccion y almacenamiento (el
procedimiento fue realizado con cuidado de no exponer las soluciones o las membranas a la luz,
dadas las propiedades fotosensibles de esta sal). Se obtuvieron membranas para las
concentraciones de 5, 7, 10,14 y 20% todas siguiendo el procedimiento anterior. EI nombre
asignado para estas membranas fue PCL-xAg-SC. En la Figura 3.4 se muestra la etapa adicional al
procedimiento. Para la obtencion de la membrana del polimero puro se realizaron los mismos
pasos.

Aproximadamente 3 dias
para evaporacion del
disolvente

e

Figura 3.4. Procedimiento para obtencién de membranas PCL-xAg-SC. Elaboracion propia.

Membrana PCL-xAg-SC

3.2.2 ELECTROHILADO (ELECTROSPINNING)

Para obtener las membranas hiladas se utilizo el sistema de electrohilado FLUIDNATEKTM LE
100 de Biolnicia, del laboratorio de Biomateriales y Electromedicina del Instituto Tecnoldgico
Metropolitano.
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Para determinar los parametros de operacion del equipo y obtener membranas electrohiladas de
caracteristicas definidas fue necesario realizar los ensayos preliminares para cada una de las
soluciones, al modificar la PCL con las sales, fueron modificadas las propiedades y con esto los
parametros de hilado necesarios para tener la estabilidad del cono de Taylor, estos resultados son
ampliados en la Secciones 4.2.1y 4.2.2.

Los parametros utilizados en el sistema de electrohilado con los que fueron obtenidos los andamios
nanoestructurados fueron:

Tasa de flujo: 1ml/h

Distancia punta a colector: 10cm
Voltaje en la punta: +10kV
Voltaje en colector: -15kv

La concentracion de la solucion debié diluirse en mayor grado en comparacion a lo reportado en la
literatura, esto dados los efectos ocasionados por la presencia de la sal. Para el electrohilado fue
entonces necesario contar con una concentracion entre el polimero y la acetona de 3%w/v en lugar
del 10%wi/v reportado [80]. Las soluciones sal-polimero obtenidas fueron 5, 7, 10,14 y 20%. La
Figura 3.5 muestra el sistema de electrohilado y los pardmetros establecidos.

@ 10KV ~-15kV

10cm

Figura 3.5. Parametros de operacion establecidos para el sistema de electrohilado. Tomado del
Manual del equipo

Cada solucion sal-polimero fue cargada en la jeringa de 5 ml y puesta en la bomba del sistema de
electrohilado. Sobre el colector fue colocada una hoja cuadrada de papel aluminio de 30cm de lado
donde el andamio va siendo construido. Dado que la jeringa solo puede contener 5ml esta es
recargada continuamente. El proceso para obtener un andamio de espesor entre 150 y 200um
puede tardar aproximadamente 12h. Al finalizar, el andamio es removido del aluminio con sumo
cuidado y almacenado en un desecador. Al interior del sistema de electrohilado se cuenta con un



medidor de humedad y temperatura el cual registrdé en todos los casos un rango de 25-37% de
humedad relativa y 20-43°C de temperatura durante el uso del equipo®. En el caso de las soluciones
con contenido de nitrato de plata, el equipo fue cubierto para evitar la exposicién de la solucion y
del andamio construido, a la luz. Los andamios obtenidos por este método se denominan PCL-
XAg-EL y PCL-xMg-EL, donde EL indica electrohilado.

3.3 CARACTERIZACION DE MEMBRANAS

En la Tabla 3.2 se especifican las pruebas de caracterizacion realizadas a las membranas obtenidas
por evaporacion lenta y por electrohilado

Tabla 3.2. Pruebas de caracterizacion realizadas a las membranas obtenidas por evaporacion lenta
de disolvente y electrohilado

Prueba

Membrana SEM Prueba de Espectroscopia Prueba de
tension de impedancia citotoxicidad

pad
Py
O
O
723
@

PCL-SC
PCL-5Ag-SC
PCL-7Ag-SC

PCL-10Ag-SC
PCL-14Ag-SC
PCL-20Ag-SC
PCL-5Mg-SC
PCL-7Mg-SC
PCL-10Mg-SC
PCL-14Mg-SC
PCL-20Mg-SC

PCL-EL
PCL-5Ag-EL
PCL-7Ag-EL

PCL-10Ag-EL
PCL-14Ag-EL
PCL-5Mg-EL
PCL-7Mg-EL
PCL-10Mg-EL
PCL-14Mg-EL

X X X X X X X X X X

X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X
X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X

X X X X X X X X X
X X X X X X X X X
X X X X X X X X

3.3.1 CARACTERIZACION ESTRUCTURAL

Esta prueba fue realizada tanto para las membranas con evaporacion lenta de disolvente como para
los andamios electrohilados.

1 El equipo no dispone de control de temperatura y humedad
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Para las pruebas de XRD, se extrajo una muestra de 1cm de diametro de cada membrana. Se usé
un Difractometro de Rayos X (DRX) XPert PANalytical Empyrean Serie 1l - Alphal, Modelo
2012 del Laboratorio de Difraccion de rayos-X de la Universidad de Antioguia. La prueba se
realizo entre un angulo 26 de 10 °a 33°a un paso de 0,013° y 61,2 s por paso con tubo de cobre.

Los difractogramas obtenidos fueron comparados con los patrones encontrados en la literatura del
polimero puro y los mostrados en la Figura 3.2 para su respectivo analisis.

3.3.2 CARACTERIZACION TERMICA

Esta prueba fue realizada tanto para las membranas con evaporacion lenta de disolvente como para
los andamios electrohilados.

En las pruebas DSC se empled un SDT Q600 de TA Instruments del Laboratorio de Ciencias
Térmicas del Instituto Tecnoldgico Metropolitano con un flujo de nitrégeno 100ml/min y una
rampa 5.00 °C/min hasta 90.00 °C a muestras de (5-6) mg. Con los termogramas obtenidos vy el
Software Universal Analysis 2000 de TA Instruments fue posible obtener las entalpias de
reblandecimiento (4H;) y temperaturas de reblandecimiento para cada una de las muestras (ver
ANEXO 1), y se calcul6 con la Ecuacion. 3.1 el porcentaje de cristalinidad relativa % x para su
posterior analisis.

AH;

0, — 14
Y% X Al * 100 Ecuacién. 3.1

0

Donde y es la cristalinidad relativa, AH; es la entalpia de reblandecimiento de la muestray 4H, es
la entalpia de reblandecimiento de referencia el cual sera el polimero puro segun la técnica
empleada.

3.3.3 CARACTERIZACION MORFOLOGICA

Esta prueba fue realizada solo para los andamios electrohilados, dado que de las membranas
obtenidas por evaporacion lenta, no se obtienen nanoestructuras.

La morfologia de las superficies electrohiladas fue observada con un Microscopio electrénico de
barrido marca JEOL JSM-7100 con cafién de electrones auxiliado por campo (Field Emission Gun,
FEG) del Laboratorio de Microscopia Electronica de Barrido del Instituto Tecnoldgico
Metropolitano. Las muestras fueron recubiertas previamente con una capa gruesa de oro por un
Sputtering Quorum Q300td del mismo laboratorio.

Con las micrografias obtenidas y el software ImageJ se midieron los didmetros de alrededor 1000
fibras para cada una de las muestras electrohiladas con el fin de obtener un histograma confiable y
diametro de fibra promedio.



3.3.4 CARACTERIZACION MECANICA

Esta prueba fue realizada solo sobre los andamios electrohilados abordando los objetivos del
trabajo de investigacion.

Las pruebas de tensién fueron realizadas con una Maguina Universal marca SHIMADZU /
Modelo: AG-100NKX con una celda de 500N del Laboratorio de Materiales Poliméricos del
Instituto Tecnoldgico Metropolitano. Las dimensiones de cada muestra fueron de 7 cm de largo, 5
mm de ancho y espesor mayor a 100um. Cada muestra fue sometida a pruebas de tension en
longitud calibrada de 5¢cm y con velocidad de 20mm/min (Norma ASTM D882-12 para peliculas
delgadas) a temperatura ambiente. El resultado se derivd del promedio de cinco (5) especimenes
por cada andamio evaluado.

Debido a las dimensiones del equipo fue necesario utilizar porta-muestras elaborados en carton
paja como lo muestra la Figura 3.6. La muestra es pegada de sus extremos por encima de lineas
marcada asegurando una longitud calibrada de 5cm. Las dimensiones de las muestras fueron
realizadas con un micrometro digital con incertidumbre de 0,01mm.

2Cm

Figura 3.6. Porta-muestras para pruebas mecanicas. Fotografia.

Con los resultados de la fuerza aplicada fueron calculados los esfuerzos, utilizando la Ecuacion.
3.2, para posteriormente graficar esfuerzo vs deformacion y determinar el médulo de Young, el
esfuerzo final y la deformacion a la rotura, tal como se expone en la Seccion 1.3.4.

F .,
Esfuerzo = a Ecuacion. 3.2

Donde F es la fuerza aplicada y A es area transversal de las muestras.

3.3.5 CARACTERIZACION ELECTRICA

Esta prueba fue realizada tanto para las membranas con evaporacion lenta de disolvente como para
los andamios electrohilados. A la policaprolactona pura no le fueron realizadas estas pruebas dado
su carécter hidrofobo.

45



De cada muestra fue obtenido un circulo con 1cm de diametro (las dimensiones de las muestras
son medidas con un micrometro digital) que fueron humedecidas en agua desionizada hasta
alcanzar 30% de su peso en agua para simular la humedad del hueso. El equipo utilizado fue un
impedanciometro HIOKI 3532-50 LCR HIiTESTER del Laboratorio de Ceramicos y vitreos de
Ingeominas de la Universidad Nacional de Colombia- Sede Medellin. El voltaje aplicado fue de 1V
y el barrido de frecuencias entre 42 Hz a 5MHz. La pelicula es puesta entre dos electrodos de oro
de igual diametro en una celda con control de temperatura para un barrido de 24-48°C cada 3 °C, es
decir se realizaron 9 medidas de temperatura para cada tipo de membrana. La Figura 3.7 muestra el
procedimiento realizado.

Membrana

Muestra de
Alcanzar 30%w de
Icmde A
gua agua en la muestra

r\ didmetro desionizada

()
~d-

Impedancimetro
HIOKI

Electrodos
de oro
Muestra

Control de
Celda

Figura 3.7. Procedimiento pruebas eléctricas. Elaboracién propia

En el proceso de humedecer las muestras se usa agua desionizada y no un fluido biol6gico
simulado como normalmente es usado en los estudios en biomateriales, esto debido a que los iones
presentes en este tipo de fluidos participarian en el proceso de conduccién iénica y no permitirian
un estudio adecuado de los iones involucrados en las sales.

Con los resultados obtenidos para cada una de las pruebas se grafica la impedancia real Z’ vs la
impedancia imaginaria Z*’. El corte de la curva con el eje X representa la resistencia del bulto con
la cual se calcula la conductividad ionica (o) a partir de la Ecuacion. 3.3

Ecuacion. 3.3

|~
x| -

Donde | es el espesor de la muestra, A el area transversal y R la impedancia del bulto.

Posteriormente es graficado el Log (o) vs 1000/T (donde o estd en S/my T en K) sobre el que se
analiza el comportamiento de la conductividad respecto el aumento de temperatura. A partir del



segmento recto de las graficas de cada una de las concentraciones se halla la energia de activacion
del proceso al ajustar la Ecuacion. 1.2 de Arrhenius y obtener el valor de la pendiente de la recta.
El modelo Arrhenius fue seleccionado sobre el modelo VTF por su buena aproximacion al ajuste
de resultados y simplicidad. La tangente de perdida normalizado Tan & / (Tan 8)max € calcula con
el objetivo de analizar la ubicacion del pico de tangente de perdidas respecto a la frecuencia, la
cual relaciona la frecuencia donde se da la mayor conductividad i6nica (Ecuacion. 3.4).

Tan & =§ Ecuacion. 3.4

Finalmente, se realiza un ajuste del circuito equivalente a los resultados de impedancia con el
software Z view para determinar la resistencia asociada a cada ion y sus energias de activacion.

3.3.6 CARACTERIZACION CITOTOXICA

Las pruebas de citotoxicidad de las muestras se realizaron como prestacion de servicio en el
Laboratorio de Terapia Celular y Biobanco de la IPS Universitaria de la Universidad de Antioquia.
Para el estudio se utilizo la norma “International Organization for Standardization” (ISO) 10993:
“Biological Evaluation of Medical Devices, Part 5 — Anexo C”. Las muestras fueron esterilizadas
con etanol al 70% (3 inmersiones de 30 segundos seguidos por lavados con Lactato de Ringer) y
sumergidas en la sustancia extractora (c(MEM-RF’). cMEM-RF" es la sigla de Minimal Essential
Medium -MEM-, sin Rojo Fenol -RF-, sin glutamina, suplementado al 10% con Suero Bovino
Fetal y al 5% con Penicilina/Estreptomicina. Los extractos preparados se incubaron con las
monocapas de células L929 a 37 °C, CO, 5%, durante 24 h. Después de este periodo se determind
la viabilidad celular por medio de la técnica de punto final MTT.
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4. CAPITULO CUATRO: RESULTADOS Y
DISCUSIONES

Los resultados y analisis se dividen en cuatro partes, en la primera parte se refiere a los resultados
de caracterizacién de las membranas por evaporacién lenta de disolvente o solvent casting (SC)
para los sistemas PCL-Ag y PCL-Mg. Dado que no se encuentran en literatura el estudio de estos
sistemas, los resultados obtenidos en esta etapa constituyen la base de partida para comprender la
dinamica de los iones a través de la policaprolactona. Para cada sistema se encuentran los graficos
XRD, DSC y de espectroscopia de impedancia.

En la segunda etapa se presentan los resultados de caracterizacion para los andamios construidos
por la técnica de electrohilado. Los graficos XRD, DSC, micrografias SEM, propiedades
mecanicas, espectroscopia de impedancia, y de citotoxicidad son mostrados para cada sistema.

En la Seccion 4.3 partiendo de una misma concentracién se comparan las diferentes propiedades
obtenidas de cada membrana cuando estas son construidas por la técnica de evaporacion lenta y
por electrohilado y en la Seccion 4.4 partiendo igualmente de una misma concentracion, se
comparan las propiedades obtenidas al cambiar el tipo de sal.

Por ltimo, este capitulo concluye con la confrontacion entre las propiedades del hueso reportadas
en la literatura con las mejores propiedades encontradas en los andamios para finalmente elegir el
material y caracteristicas del andamio con mayor potencial de aplicacion en la ingenieria de tejidos
0seos.

4.1 MEMBRANAS OBTENDIDAS POR EVAPORACION
LENTA DE DISOLVENTE

411 SISTEMA PCL-Ag-SC

Las membranas construidas fueron de aproximadamente 6cm de didmetro, de las cuales fueron
extraidas partes de 1cm de didmetro para cada prueba. EI espesor promedio de las membranas fue



de (0,81+0,03) mm y fue realizada una inspeccion visual para verificar caracteristicas de superficie
lisa sin imperfecciones notorias. El color de las muestras fue similar al del polimero puro (blanco).
Sin embargo, por las propiedades fotosensibles que adquirié el polimero al tener iones de plata se
torna de color café cuando es expuesta a la luz, como se muestra en la Figura 4.1.

1cm

—~—

Figura 4.1. Membrana obtenida (blanca) y muestra expuesta a la luz (café). Fotografias.

4.1.1.1 Analisis XRD

La Figura 4.2 presenta los difractogramas XRD del polimero puro y del sistema PCL-Ag-SC con
diferentes contenidos de sal. Para el PCL puro se observan los picos caracteristicos tipicos del PCL
en 20 21,5° y 23,8° correspondientes a los planos (110) y (200) debido a su estructura semi-
cristalina [83-85]. El pico observado cerca de 19,3° puede asociarse al tiempo que toma la
evaporacion lenta del disolvente dejando que las cadenas poliméricas se reorganicen.
Adicionalmente, se logré la formacion de los complejos polimero-sal, dado que, los picos
caracteristicos del AgNO; (Figura 3.2-a) estan ausentes en la Figura 4.2 [6, 9, 86].

Para todas las concentraciones de AgNO; en el polimero se evidencié una disminucion
significativa de los picos de la policaprolactona, lo que indica la disminucion de la fase cristalina
ante la presencia de esta sal; de igual forma se evidencia que cuanto mayor es la concentracion de
la sal es menor la intensidad de los picos, reflejando la coexistencia de la fase amorfa y cristalina,
supeditada a una mayor fase amorfa cuanto mayor formacion de los complejos polimero-sal exista.
Un pequefio desplazamiento hacia &ngulos mayores de los picos principales y la aparicion del pico
en 20=29,9° pueden asociarse al cambio de las coordenadas de las moléculas del PCL con la
presencia de los iones Ag* y NOs™ cuando forman el complejo con el polimero [83].
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Figura 4.2. Difractogramas XRD del polimero puro y del sistema PCL-Ag-SC con diferentes
contenidos de sal

4.1.1.2 Analisis DSC

La Figura 4.3 presenta los termogramas DSC del polimero puro y del sistema PCL-Ag-SC con
diferentes contenidos de sal. De las curvas DSC se obtienen los picos endotérmicos
correspondientes a la temperatura de fusion o de reblandecimiento de las muestras evaluadas. Los
cambios en la temperatura de reblandecimiento del sistema respecto al polimero puro son muy
leves y puede generarse debido a la reorganizacion de las cadenas poliméricas por la presencia de
los iones de la sal. Las temperaturas de reblandecimiento se encontraron en el rango de 62-65°C
para las membranas con las diferentes adiciones de esta sal.
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Figura 4.3. Termogramas DSC del polimero puro y del sistema PCL-Ag-SC con diferentes
contenidos de sal



Con el termograma de la Figura 4.3 y mediante el software Universal Analysis fueron
determinadas las entalpias de reblandecimiento (AHs) y con esta, el porcentaje de cristalinidad
relativa %y a partir de la Ecuacion. 3.1. En la Tabla 4.1 se reportan: las entalpias de
reblandecimiento (AHy), temperaturas de reblandecimiento (Tm) y cristalinidad relativa (y) del
PCL-SC y del sistema PCL-Ag-SC con diferentes contenidos de sal. De la tabla se observa como al
incrementar la concentracion de sal disminuye AH:. y % y indicando un incremento de la fase
amorfa del sistema polimérico, tal como se observd en los resultados de XRD.

Tabla 4.1. Entalpias de reblandecimiento (4Hj), temperaturas de reblandecimiento (Tm) y
cristalinidad relativa (y) del PCL-SC y del sistema PCL-Ag-SC con diferentes contenidos de sal

Muestra AH:[Jlg] Tm[C] /%]
PCL-SC 98,70 61,99 100,0
PCL-5Ag-SC 96,17 63,93 97,4
PCL-7Ag-SC 93,78 63,34 95,0
PCL-10Ag-SC 94,07 64,10 95,3
PCL-14Ag-SC 78,09 64,94 79,1
PCL-20Ag-SC 73,90 64,33 74,9

4.1.1.3 Conductividad i6nica

Previo a la evaluacion de conductividad idnica, las membranas poliméricas fueron humedecidas
con agua desionizada para simular la humedad del hueso. Es importante mencionar que la
policaprolactona se caracteriza por ser un polimero hidr6fobo [24]. Sin embargo, cuando se
humedecié el polimero-sal con agua desionizada se noté un aumento en su peso. Esto puede
deberse a que los iones de la sal de plata que se encuentran formando un complejo con el polimero
pueden ser solvatados por las moléculas de agua, permitiendo que el polimero almacene agua en su
estructura en algun porcentaje.

En la Figura 4.4 se muestra el esquema del ion de plata con un radio iénico de 125pm rodeado de
cuatro moléculas de agua. De acuerdo a lo reportado en la literatura un ion de plata tiene la
capacidad de coordinar hasta cuatro moléculas de agua en configuracion tetraédrica, su entalpia de
hidratacion (4Hg) es de - 473 kd/mol (reaccion exotérmica) y una tasa de cambio del agua mayor
a 5x10° M's™ que est4 relacionada con el tiempo de permanencia de las moléculas de agua en el
complejo [87-90]. De esta forma es posible explicar la acumulacion de agua en las muestras.
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Figura 4.4. Esquema de hidratacion del ion plata. Elaboracién propia

La Figura 4.5 presenta los resultados Z’ vs Z’’ de las pruebas de impedancia eléctrica para las
muestras evaluadas a 24°C y 36°C (temperatura corporal). La figura estda compuesta por dos
semicirculos, uno asociado a las interacciones en el bulto y el otro (incompleto) a la interface de la
superficie electrodo-electrolito. Cuando se aument6 la concentracion de sal en las membranas se
obtuvo una disminucién en la resistencia del bulto para las dos temperaturas mostradas, lo que
indica un aumento de la conductividad iénica del sistema. Por ejemplo, se obtuvo una disminucion
de 1000Q2 en la resistencia del bulto entre las concentraciones de 14% a 20% con 36°C.
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Figura 4.5. Impedancia real Z’ vs Impedancia imaginaria Z’’ de las muestras evaluadas a 24 y
36°C del sistema PCL-Ag-SC

La conductividad ionica se calcul6 con la resistencia del bulto (punto de interseccion con el eje x)
y la Ecuacion. 3.3jError! No se encuentra el origen de la referencia. De acuerdo a la Figura 4.6-
a). Se evidencia una disminucién en la inclinacién de la linea recta a concentraciones mas altas,
esto es posible explicarlo considerando que la movilidad de los iones puede verse limitada por la



presencia de ellos mismos. Para el rango de temperatura de 39 a 48°C no se evidencié un aumento
0 disminucion de la conductividad, esto puede ocurrir por dos efectos que pueden ser
compensatorios. El primero es la perdida de agua por evaporacion para las altas temperaturas lo
cual deberia disminuir los valores de conductividad, pero esta disminucion es compensada ante el
aumento de temperatura, que conlleva a aumentar la conductividad, provocando un
comportamiento estable para el rango de 39 a 48°C.

El comportamiento de la conductividad entre 24 y 39°C sigue el comportamiento ideal de
Arrhenius para determinar la energia de activacion, mientras que para los valores de temperatura
superiores no se cumple este comportamiento, dado esto y por simplicidad se decidio ajustar a la
Ecuacion. 1.2 para el rango de temperatura entre 24 y 39°C. En la Figura 4.6 se observa el
comportamiento de la energia de activacién y la conductividad, ambas variando en relacion a la
concentracién de sal de plata. En la energia de activacion se observa un salto descendente al pasar
de la concentraciéon de 5 a 7% Yy posteriormente al aumentar la concentracion hasta 20% no se
observan cambios significativos, esto parece ser debido a disminuciones en las fuerzas de
interaccion interna al aumento de concentracion de sal. En relacién a la conductividad se
encuentran tres situaciones: 1) el paso de concentracién de 5% a 7% presenta un crecimiento
rapido de conductividad, esto debe estar asociado a la disminucion en la energia de activacion
efecto que permite una mayor movilidad de iones; 2) para el rango entre 7 'y 14% el aumento en la
conductividad es leve y 3) para la mayor concentracion (20%) la conductividad aumenta
significativamente, esto debido a su bajo porcentaje de cristalinidad relativa tal como se encontr6
en el analisis térmico, Tabla 4.1 y por tanto aumentd la fase amorfa, en la cual las cadenas
poliméricas tienen mas flexibilidad, resultando en mayor facilidad de movimientos para los
segmentos poliméricos y mejorando asi la conductividad [30].
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Figura 4.6. a) Log (o) vs 1000/T y b) Log (o) vs concentracion - Ea vs concentracion del sistema
PCL-Ag-SC

En las Figura 4.7 y Figura 4.8 se encuentran las graficas de tangente de pérdidas dieléctricas
normalizada a diferentes concentraciones y temperaturas. Para todas las graficas se evidencia un
pico maximo de tangente de pérdidas, el cual separa las frecuencias donde se tienen lugar los
efectos de polarizacién en el electrodo (bajas frecuencias) y los efectos en el bulto (altas
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frecuencias), es decir, existen dos regiones de dinamica molecular [64]. El aumento de temperatura
no se encontr6 como factor significativo para la tangente de pérdidas como se presenta Figura 4.7
donde el desplazamiento de los picos es despreciable. Para todos los casos, al aumentar la
concentracién de esta sal, se tiene un desplazamiento del pico hacia la zona de mayor frecuencia,
debido al aumento en su fase amorfa, dado que cuando un polimero es mas amorfo sus cadenas
poliméricas vibran con mayor facilidad presentdndose mayor conductividad lo cual ya ha sido
demostrado experimentalmente [30].
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Figura 4.8. Tangente de perdidas normalizado para las temperaturas de 24, 30, 36 y 42°C a
diferentes concentraciones del sistema PCL-Ag-SC

Los analisis de impedancia, energia de activacion y tangente de perdida realizados, representan el
comportamiento eléctrico del bulto. Sin embargo, la impedancia eléctrica de la membrana suele ser
representada por las resistencias que sean asociadas a cada ion para determinar las energias de
activacion de cada una de ellas.

De esta forma, los resultados de impedancia del bulto tal como se muestra en la Figura 4.5, estan
representados en un gran semicirculo, cuya caracteristica de alargado denota que lo componen méas
de un semicirculo y con esto mas de una impedancia. De esta manera se realiz6 el ajuste del
circuito equivalente integrado por dos componentes una relativa a la resistencia del ion plata y la
otra a la resistencia del ion nitrato. En la Figura 4.9 se presenta un esquema de los dos
componentes encontrados para la impedancia de la membrana con una concentracion PCL-5Ag-SC
a 36°C, la linea negra en semicirculo representa el ajuste realizado.
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Figura 4.9. Circuito equivalente empleado para ajustes. Ejemplo de ajuste a muestra PCL-5Ag-SC
a 36°C

Las conductividades de cada ion (Ag” y NO5’) fueron calculadas con las resistencias obtenidas por
el ajuste del circuito equivalente. Estas fueron calculadas para cada concentracién y cada
temperatura entre 24 y 48°C (ver ANEXO 2). La Figura 4.10 presenta el comportamiento de la
conductividad en relacion a la temperatura para ambos iones en las diferentes concentraciones.
Para el ion Ag" la temperatura se observa como un factor influyente en la conductividad, en
comparacion al ion NO3' esto puede estar relacionado con que el tamafio del ion nitrato es mayor y
se limita su movilidad a través del polimero.
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Para el célculo de la energia de activacion de cada ion, también son considerados solo los puntos
gue conforman la linea. La Figura 4.11 presenta el comportamiento de la energia de activacién
para ambos iones respecto a la concentracion. EI comportamiento para ambos es similar en cuatro
de las cinco concentraciones. En la concentracion més alta (20%) la energia de activacion para el
ion de plata aumenta significativamente, lo que puede estar relacionado con el aumento de fuerzas
electrostaticas.
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Figura 4.11. Energias de activacion para los iones Ag” y NO5” vs la concentracion para el sistema

4.1.2 SISTEMA PCL-Mg-SC

PCL-Ag-SC

Tal como en el sistema anterior, las membranas construidas fueron de aproximadamente 6cm de
diametro y extraidas partes de 1 cm de didmetro para las diferentes pruebas. El color de la



membrana fue blanco y el espesor de (0,64+0,02) mm. Al aumentar la concentracion de sal de
magnesio se presentaron defectos en la membrana como se muestra en la Figura 4.12. Los poros
pueden estar asociados a la presencia de agua en la sal, dado que el agua no es un solvente para el
polimero al mezclar: polimero, acetona y sal (con agua), el agua no se integra con el polimero de
donde al dejar secar la membrana, se evapora el agua dejando marca en la membrana.

Figura 4.12. Membrana obtenida y defectos porosos del sistema PCL-Mg-SC. Fotografias.

4.1.2.1 Andlisis XRD

La Figura 4.2 presenta los difractogramas XRD del polimero puro y del sistema PCL-Mg-SC con
diferentes contenidos de sal. Al igual que el sistema anterior se presentan los picos caracteristicos
de la policaprolactona correspondientes a los planos (110) y (200). Sin embargo el efecto de la sal
de magnesio en la intensidad de los picos no es tan significativo como se evidencié cuando el
polimero fue mezclado con la sal de plata (este analisis se detalla en la Seccidn 4.4). Por otra parte
es evidente la ausencia de los picos de la sal de magnesio (Figura 3.2-b) lo que indica que el
complejo polimero-sal fue formado.

Puede observarse también que para la concentracion de 5% se favorece la intensidad del pico
correspondiente al plano (110) mientras disminuye para el pico en el plano (200). Para las
concentraciones de esta sal a 7% y 10%, no se presentaron diferencias significativas en la
intensidad de los picos en comparacion con el polimero puro. Sin embargo, para concentraciones
mayores 14% y 20% se percibe una disminucion en los picos indicando una reduccién en la
cristalinidad de la muestra. Se puede sugerir que concentraciones bajas de sal pueden pasar
desapercibidas en la estructura formada por las cadenas poliméricas de la policaprolactona y
concentraciones mas altas generan entonces una redistribuciéon de la estructura ocasionado una
diminucion en la cristalinidad de esta.
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Figura 4.13. Difractogramas DRX del polimero puro y del sistema PCL-Mg-SC con diferentes
contenidos de sal

4.1.2.2 Analisis DSC

La Figura 4.14 presenta los termogramas DSC del polimero puro y del sistema PCL-Mg-SC con
diferentes contenidos de sal. Aunque los cambios en las temperaturas de reblandecimiento son
pocos con respecto al polimero puro, se observa un comportamiento particular para la muestra
PCL-14Mg-SC el cual puede estar asociado a una reorganizacion de los iones de forma especial
gue aumenta la temperatura a la cual el polimero se reblandece, es decir, existe una mayor energia
asociada a alguna fase de la estructura interna y por tanto necesitaria mayor energia térmica para
destruir dicha fase, esta particularidad se ve reflejada en resultados posteriores.
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Figura 4.14. Termogramas DSC del polimero puro y del sistema PCL-Mg-SC con diferentes
contenidos de sal



La Tabla 4.2 reporta las entalpias de reblandecimiento y la cristalinidad relativa para el sistema
PCL-SC y para diferentes concentraciones de esta sal. En la concentracion de 5% se encuentra un
pequefio aumento de la cristalinidad (tal cual se mostr6 en la seccion anterior). Por su parte la
cristalinidad de la muestra de 20% se reduce considerablemente en comparacion a las demas
concentraciones, confirmando el comportamiento descrito previamente.

Tabla 4.2. Entalpia de reblandecimiento (4H;), temperatura de reblandecimiento (Tm) y
cristalinidad relativa (y) del PCL-SC y el sistema PCL-Mg-SC con diferentes contenidos de sal

Muestra AH:[3lg] Tm[C] x/%]
PCL-SC 98,70 61,99 100,0
PCL-5Mg-SC 99,21 63,55 100,5
PCL-7Mg-SC 90,19 62,52 91,4
PCL-10Mg-SC 90,58 62,96 91,8
PCL-14Mg-SC 91,03 64,53 92,2
PCL-20Mg-SC 71,20 61,28 72,1

4.1.2.3 Conductividad iénica

La membrana PCL-Mg-SC fue igualmente humedecida como lo fue la PCL-Ag-SC, encontrando
gue también la PCL-Mg-SC se hidratd gracias a la solvatacion del ion magnesio por las moléculas
de agua. La Figura 4.15 muestra el ion magnesio rodeado por moléculas de agua, este ion tiene un
radio de 72 pm y por su pequefio tamafio y carga (+2) tiene la capacidad de coordinar hasta 6
moléculas de agua en configuracién octaédrica en la primera capa de hidratacion y puede formar
una segunda capa de hidratacién con hasta 20 moléculas de agua. [87, 89 ,91] La tasa de cambio de
agua esté alrededor de 5,3x10° M's™ y su entalpia de hidratacion es de (4Hxiq) es de - 1921 kJ/mol
[90].
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Figura 4.15. Esquema de hidratacién del ion magnesio. Elaboracion propia

La Figura 4.16 presenta los resultados de las pruebas de impedancia para 24 y 36°C. Al igual que
en el sistema anterior se observa una disminucién en la resistencia del bulto para ambas
temperaturas ante el aumento de la concentracién, tal como se evidencia en la Figura 4.16-a).
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Figura 4.16. Impedancia real Z’ vs Impedancia imaginaria Z’” de las muestras evaluadas a 24 y
36°C del sistema PCL-Mg-SC

Al graficar Log (o) vs 1000/T para todas las concentraciones se aprecid un aumento de la
conductividad con el aumento de la temperatura, pero no es muy significativo, tal como se observé
en la grafica anterior. Para este sistema la conductividad estd mas favorecida por la
concentraciones de iones presentes que por la energia que se le puede entregar.

Para las temperaturas superiores a 36°C, la conductividad disminuye en todas las concentraciones,
lo que se debe probablemente a la liberacion de agua desde la membrana (fundamental para la
conduccion). Cuando se realizd la humectacion de la membrana en agua desionizada se espera
alcanzar un 30% en peso, desconociendo si el agua pertenece a la primera o segunda capa de
hidratacion de los iones de magnesio. Es probable que la disminucion en la conductividad se deba
a la pérdida de la segunda capa de hidratacion ya que ésta se encuentra mas alejada del ion y puede
perderse facilmente. Entre 45 y 48°C puede observarse una zona de estabilidad alli al parecer se
presentan los dos efectos compensatorios, es decir, el aumento de temperatura equilibra la pérdida
de conduccion por disminucion del agua. EI comportamiento lineal obtenido sobre la membrana de
14% no presenta un crecimiento tan pronunciado como el resto de las concentraciones, esto puede
estar relacionado con la particularidad observada en los resultados DSC para esta misma
concentracion, en los que la temperatura de reblandecimiento aument6 para esta concentracion. Es
decir que la organizacion en particular de las cadenas poliméricas en este contenido de sal esta
impidiendo la flexibilidad de los segmentos poliméricos para moverse, afectando asi la
conductividad y la temperatura de reblandecimiento.

En la Figura 4.17 se reportan la conductividad y la energia de activacion vs la concentracion. En
ella se presenta un comportamiento aproximadamente lineal entre la concentracion y la
conductividad. Por su parte, la energia de activacion se presenta alta para bajas concentraciones y
disminuye para las dos concentraciones mayores, con un pico inferior en la concentracion de 14%.
Esto nos indica que el aumento de la conductividad estd méas asociado a la concentracién de los



iones que el cambio en las energias de activacion, si la conductividad estuviera favorecida por la
energia de activacion se observaria un aumento apreciable de la misma a partir de la concentracion
de 14% donde disminuye abruptamente.
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Figura 4.17. a) Log (o) vs 1000/T y b) Log (o) vs concentracion - Ea vs concentracion del sistema
PCL-Mg-SC

Las Figura 4.18 y Figura 4.19 muestran la tangente de pérdidas normalizado para las
concentraciones 5 y 20% a diferentes temperaturas y a 24, 30, 36 y 42°C a diferentes
concentraciones del sistema PCL-Mg-SC respectivamente. En ellas se observa como con el
aumento de concentracién se produce un desplazamiento del pico de tangente de pérdidas a
frecuencias mas altas para las temperaturas de 24 ,30 y 36°C, esto debido a que los iones y
segmentos poliméricos puede vibrar facilmente. Sin embargo, para la temperatura de 42°C la
pérdida de agua genera que los picos se desplacen hacia la izquierda ya que los iones no tienen la
misma facilidad para moverse. Por otra parte, el desplazamiento de los picos hacia la derecha con
el aumento de temperaturas para las muestras de 5 y 20% no es muy significativo, lo que indica el
sistema no requiere energia térmica para ser activado.
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Figura 4.18. Tangente de perdidas normalizado para las concentraciones 5y 20% a diferentes
temperaturas
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Este sistema fue igualmente ajustado a un circuito equivalente que identifique la resistencia de
cada ion. En este caso, se empled el mismo circuito del sistema PCL-Ag-SC para las temperaturas
de 24 a 30°C, y para las temperaturas por encima se empled el circuito mostrado en la Figura 4.20.
El no ajuste del circuito pudo estar relacionado con la pérdida de agua en las temperaturas
mayores. Razon por la cual la constante de fase CPE fue reemplazada por una capacitancia pura,
en el rango de temperatura por encima de 30°C.

Es importante destacar que la resistencia del ion NO3” mostrados en la Figura 4.20, no es tan grande
como en la Figura 4.9 en comparacion al cation acompafante, debe considerarse que a
comparacion del sistema anterior por cada cation de magnesio hay dos aniones de nitrato y puede
estar disminuyendo la resistencia asociada a este ion.
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Figura 4.19. Tangente de perdidas normalizado para las temperaturas de 24, 30, 36 y 42°C a
diferentes concentraciones del sistema PCL-Mg-SC
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de ajuste a muestra PCL-5Mg-SC a 36°C

La Figura 4.21 muestra el incremento de la conductividad al aumentar la concentracion. Este
comportamiento se evidencia hasta los 36°C donde comienza a decaer (por la pérdida de agua
descrita anteriormente). En la grafica representativa del ion Mg (a) se observa una mayor
pendiente de la recta en comparacion con el comportamiento del bulto, mostrando que el ion es
mas sensible al cambio de temperatura y ademas presenta valores mas altos de conductividad en

comparacion al ion de nitrato.
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Figura 4.21. Log (o) vs 1000/T de los iones Mg*? (a) y NO3™ (b) del sistema PCL-Mg-SC

En la Figura 4.22 se muestran las energias de activacion para cada ion. Igual que en los casos
anteriores el comportamiento es similar para ambos iones hasta la concentracion de 14%, que
posteriormente aumenta a 20% para el ion Mg lo cual puede estar relacionado con los complejos
formados y la pérdida significativa de cristalinidad.
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Figura 4.22. Energias de activacion para los iones Mg*? y NO5™ vs la concentracion para el sistema
PCL-Mg-SC

4.2 MEMBRANAS OBTENDIDAS POR ELECTROHILADO

4.2.1 SISTEMA PCL-Ag-EL

La

Figura 4.23 muestra una membrana eletrohilada aun en el colector de aluminio. La dimension
utilizada de la membrana fue de 6 cm de didmetro, sobre la cual se recortan diferentes secciones
para realizar las pruebas. Visualmente las muestras son lisas sin imperfecciones, con espesor de
(0,16+0,01) mm. En la

Figura 4.23 se puede observar una de las muestras usadas para las pruebas mecénicas, cuya parte
inferior fue expuesta a la luz, tomando coloracion café, comportamiento similar a las membranas
del sistema PCL-Ag-SC. El andamio de PCL-20Ag-EL no logr6 obtenerse, pues esta
concentracién no permitié obtener el cono de Taylor estable (esto ser& explicado mas adelante).




Figura 4.23. a) Membrana electrohilada en el colector de aluminio y b) Muestra empleada para
pruebas mecanicas. Fotografias

4.2.1.1 Analisis XRD

La Figura 4.24 presenta los difractogramas XRD del polimero puro y del sistema PCL-Ag-EL con
diferentes contenidos de sal. En los andamios con la sal se encuentran pequefios picos (no
encontrados en el polimero puro) en 20 19,6% 24,25°% 2826°% 29,65° estos picos son
caracteristicos de la sal AgNO; al compararlos con los picos que se muestra en la Figura 3.2-a).

La aparicién de los picos de la sal indica la no formacién de los complejos polimero-sal, es decir,
cierta cantidad de sal afiadida se encuentra formando el complejo con el polimero y otra parte no.
Dado que este efecto no se observo en la membrana sin hilar, puede asociarse que la no formacion
del complejo depende de la técnica y no de la presencia de la sal. Debido a que la técnica de
electrohilado genera una alta diferencia de voltaje entre la punta y el colector, este campo eléctrico
podria ser el causante de romper los complejos formados por la repulsion de cargas. Sin embargo,
esta hipdtesis deberia ser comprobada ante otras condiciones de campo eléctrico.

Por otro lado, se aprecia una leve diminucion en las intensidades de los picos en (110) y (200) para
los andamios de 5% y un poco mas significativa los de 10 y 14%. En el andamio de 7% se presenta
un aumento en la intensidad de los picos respecto a la concentracion anterior, lo que indica un
aumento de la fase cristalina. Estos comportamientos se deben a la evaporacion del solvente y la
presencia de sal en el proceso de electrohilado, lo cual se explicara en la Seccién 4.2.1.3.
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Figura 4.24. Difractogramas XRD del polimero puro y del sistema PCL-Ag-EL con diferentes
contenidos de sal
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4.2.1.2 Analisis DSC

La Figura 4.25 muestra los termogramas DSC del polimero puro y del sistema PCL-Ag-EL con
diferentes contenidos de sal. Los resultados presentan un segundo pico endotérmico cerca de 62°C,
el cual es més evidente a mayor concentracion de sal y que se puede asociar a la formacion de una
fase cristalina que aumento la temperatura de reblandecimiento por el cambio generado en la
estructura al adicionar AgNOs y la técnica empleada [8]
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Figura 4.25. Termogramas DSC del polimero puro y del sistema PCL-Ag-EL con diferentes
contenidos de sal

En la Tabla 4.3 se presentan la entalpia de reblandecimiento (4H;), temperatura de
reblandecimiento (Tm) y cristalinidad relativa (y) del PCL-EL y el sistema PCL-Ag-EL. En el
porcentaje de cristalinidad se encuentran valores superiores al 100% debido a la presencia de otras
fases favorecidas por la adicion de sal y por la sal que no formé complejo con el polimero (como
se mostro en la Figura 4.24). Es importante también resaltar que el electrohilado para el polimero
con sal modifico el proceso de evaporacion del disolvente al formar los hilos, modificando la
cristalinidad y organizacion de la estructura en los andamios, esto se explicard mas afondo en la
siguiente seccion.

Para la concentracién de 7% (igual que en los resultados XRD) se obtiene la mayor entalpia de
reblandecimiento en comparacién a las otras concentraciones, es decir, que se requiere mayor
energia para debilitar las fuerzas intermoleculares. Esta caracteristica se verd reflejada en las
propiedades mecanicas y de conduccién ionica en las Secciones 4.2.1.4y 4.2.1.5

Tabla 4.3. Entalpia de reblandecimiento (4H;), temperatura de reblandecimiento (Tm) y
cristalinidad relativa (y) del PCL-EL y el sistema PCL-Ag-EL con diferentes contenidos de sal

Muestra AH: [JIg] Tm[X] /%]
PCL-EL 57,90 57,90 100,0




PCL-5Ag-EL 62,26 58,59  107,5
PCL-7Ag-EL 67,05 59,28 1158
PCL-10Ag-EL 63,22 59,30  109,2
PCL-14Ag-EL 61,02 57,44 1054

4.2.1.3 Analisis morfoldgico

La Figura 4.26 muestra las micrograficas SEM del polimero puro electrohilado. En ellas se puede
apreciar la formacién de gotas e hilos, es decir, bajo los parametros de operacién establecidos se
obtiene electrohilado y electrospray [32]. Debido a que el polimero se encuentra tan diluido, a baja
concentracién el andamio hilado presenta este tipo de comportamiento [80], aunque no es comun
encontrar trabajos relacionados con el electrohilado de PCL con acetona como Unico disolvente
debido a su volatilidad y moderada solubilidad del polimero.
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Figura 4.26. Micrografias SEM e histogramas de la muestra PCL-EL

67



La Tabla 4.4 presenta algunos reportes de diametros obtenidos del electrohilado del PCL con
diferentes disolventes. En general los didmetros obtenidos son mayores de 200nm y hasta 3um de
diametro siendo los Gltimos de gran tamafio para lo esperado por la técnica de electrohilado. Esto
es debido a que la mayoria de reactivos que disuelven el polimero son volatiles generando un
aumento en la concentracion en la punta del chorro por la evaporacion rapida del disolvente
ocasionado diametros mayores [92].

Tabla 4.4. Didmetros de fibras de PCL por electrohilado reportados en la literatura

Concentracion PCL Solvente Dlametr_o REF.
promedio

10% wiv Acido acético glacial 112nm [93]
10%w/v Cloruro de metileno / dimetilformamida (4/1) 603nm [93]
10%wiv Acido férmico y acetona 100nm [93]

10 wt % Cloroformo 400 a 200 nm [94]
12,5% wiv Cloroformo 1,5a6 um [95]

12 wt % Cloroformo 200 a500 nm [96]

20 wt % Acido acético lpa2m [93]
8%w/v Cloroformo 3,10 um [97]

En las Figura 4.27 y Figura 4.28 se observan las micrografias SEM vy los histogramas de los
andamios 5, 7, 10 y 14% en contenido de sal de plata, en estos no se presentaron gotas en el hilado
y los didmetros de las fibras aumentaron en promedio de 98 nm a 200 nm con la adicion de esta
sal. Segun la literatura la adicion de sal tiene dos efectos sobre el proceso de electrohilado, primero
al aumentar el nimero de iones en la solucion resulta en un aumento en la densidad de carga
superficial y en la fuerza electrostatica generada por el campo eléctrico y segundo aumenta la
conductividad de la solucién polimérica que en muchos reportes significa una disminucion en el
diametro de la fibra [98-100]. Sin embargo, para el caso de los andamios evaluados la adicion de
sal favorecié el aumento del diametro de las fibras y no su reduccién. Este efecto también fue
encontrado por muchos autores que sugieren que el aumento en el tamafio de las fibras se debe al
mismo incremento de la fuerza electrostatica que aumenta el flujo de masa hacia el hilo [98, 101,
102]. Las inestabilidades generadas por la adicion de sal por los efectos antes mencionados no
permitieron obtener el andamio PCL-20Ag- EL de forma homogénea Para comprender méas los
efectos de la sal es necesario realizar pruebas de viscosidad, tensién superficial y conductividad de
las soluciones con diferentes concentraciones de sal no abordados en este trabajo de investigacion.

Otra particularidad en los andamios es la aparicion de fibras ramificadas (como lo muestra la
flecha naranja en la Figura 4.28) y el cambio de diametro en una sola fibra (flecha azul de la
misma figura). Debido a los cambios que puede ocasionar la presencia de sal en la tension
superficial y fuerzas eléctricas, generan un chorro inestable. Para que el chorro pueda reducir su
carga local por unidad de &rea, expulsa un chorro més pequefio de la superficie del chorro primario
obteniendo dos fibras de un diametro menor [103]. Una fibra puede presentar diferentes diametros
debido a la inestabilidad en el chorro generado por el flujo de masa y por aumento de las fuerzas
electrostaticas como se explicd anteriormente [98,101].
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Figura 4.27. Micrografias SEM e histogramas de la muestra PCL-5Ag-EL y PCL-7Ag-EL

Entre los andamios a 5y 7% de esta sal (ver Figura 4.27) se presenta un aumento del diametro de
fibra promedio que puede estar relacionado con las fuerzas electrostaticas que favorecieron el
aumento de didmetro como un aumento en la viscosidad. Para la concentracion de 10% el diametro
de fibra es muy similar al de 7%, quizas por un equilibrio de efectos relacionados con el aumento
de la conductividad (que genera fibras mas pequefias) y el aumento de la fuerza electrostatica
interna (que produce fibras mas grandes). Por Gltimo, para la muestra de 14% se obtuvo una leve
disminucion del tamafio del diametro asociado al favorecimiento de la conductividad de la solucion
a tener mayor presencia de iones.
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Figura 4.28. Micrografias SEM e histogramas de la muestra PCL-10Ag-EL y PCL-14Ag-EL
4.2.1.4 Propiedades mecanicas

Una de las desventajas de la técnica de electrohilado es la pérdida de propiedades mecanicas
debido a la estructura porosa que se obtiene de las peliculas (aunque al mismo tiempo beneficia el
intercambio de nutrientes para fases bioldgicas). Por ejemplo una pelicula de PCL de 80kDa
extruido puede tener un mddulo de Young de 190 + 6 MPa [104], en comparacion el mismo
material electrohilado con diferentes solventes puede tener de 2,9 a 15,19 MPa, [97,105,106] lo
que demuestra una significativa disminucion en esta propiedad.

La Figura 4.29 muestra las propiedades mecéanicas obtenidas para los andamios electrohiladas con
adicion AgNOs. La grafica esfuerzo vs deformacion muestra un comportamiento elastico con
posterior deformacidn sin formacion de cuello ya que no se observé reduccién del area trasversal
antes de la rotura.



En comparacion con el polimero puro los andamios con contenido de sal presentan mejores
mddulos de Young y esfuerzo final, esto debido a que el polimero puro presenta hilos muy
delgados y gotas generando alta porosidad y poca homogeneidad, que incide directamente en esta
propiedad. Al observar los valores obtenidos entre 13,1+ 1,6 MPa y 28,259 MPa con los
reportados en la literatura, es evidente la mejora de esta propiedad con la adicion de sal al
polimero. Esto se debe a las interacciones electrostaticas generadas entre iones y las cadenas
poliméricas que vuelven los andamios mas rigidos. Sin embargo, los valores de deformacion a la
rotura alrededor de 15% son significativamente bajos en comparacion a los reportados que llegan a
sobrepasar el 100% de deformacion [105,106] o hasta mas de 500% [97] debido a la misma
presencia de sales y a las interacciones electrostaticas que limitan el estiramiento de las cadenas
poliméricas.
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Figura 4.29. Propiedades mecanicas del polimero puro y del sistema PCL-Ag-EL

Para comparar los resultados respecto a las diferentes concentracion es importante mencionar que
las propiedades mecénicas de los andamios electrohilados dependen de las propiedades de las
fibras individuales y de la union entre ellas [107]. Adicionalmente la policaprolactona es un
polimero semicristalino y sus fases amorfa y cristalina son quienes condicionan propiedades
mecénicas.

La muestra 7% presenta mayor modulo de Young en comparacién con las concentraciones de 10 y
14%. Considerando los resultados obtenidos en el XRD y DSC, esta fue quien presento mayor
grado de cristalinidad. ElI empaquetamiento de cadenas moleculares y la formacion de enlaces
moleculares mejoran las propiedades mecanicas del material. Para las muestra de 10 y 14% por el
contrario disminuyd el médulo de Young y aument6 la deformacion a la rotura. Estos presentaron
menor cristalinidad relativa en comparacion al 7%, al presentar mayor fase amorfa indican que
mayor cantidad de cadenas poliméricas se encuentran desalineadas, durante el proceso de
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deformacidn estas cadenas empiezan a alinearse y a alargarse permitiendo mayor porcentaje de
deformacién [39,108]

4.2.1.5 Conductividad i6nica

La Figura 4.30 muestra la Impedancia real Z’ vs Impedancia imaginaria Z’’ de los andamios
evaluados a 24 y 36°C para el sistema PCL-Ag-EL. Para este caso a diferencia de los anteriores, la
disminucién de la resistencia del bulto no se debi6 al aumento de concentracion (iones moviles), ya
gue para ambas temperaturas la concentracion mas resistiva fue a 7% y la menor a 10%.
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Figura 4.30. Impedancia real Z’ vs Impedancia imaginaria Z’* de las muestras evaluadas a 24 y
36°C del sistema PCL-Ag-EL

En la Figura 4.31 grafica el Log (o) vs 1000/T, en la cual se muestra el aumento de la
conductividad con respecto a la temperatura para cada concentracion. En especial se puede apreciar
que el efecto de la temperatura para la concentracion de 7% es més significativo que para las otras
contracciones.
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Figura 4.31. a) Log (o) vs 1000/T y b) Log (o) vs concentracion - Ea vs concentracion del sistema
PCL-Ag-EL



A partir de 39°C es evidente la diminucién de la conductividad asociada a la pérdida de agua por
evaporacion como ya se habia mencionado en las secciones anteriores. La Figura 4.31 presenta el
cambio de la conductividad y la energia de activacion con respecto a la concentracion para 24, 30 y
36°C. A 7% se obtuvo menor conductividad que esta relacionada con los resultados de cristalinidad
y propiedades mecénicas. La adicion de 7% de sal al polimero aumenté el grado de cristalinidad
del andamio electrohilado limitando la movilidad de los iones y de los segmentos poliméricos,
ademas permitié la formacion de fuerzas intermoleculares que favorecié las propiedades
mecénicas. Por el efecto de las fuerzas intermoleculares es necesario entregar mas energias para
romper los complejos formados y asi el ion pueda moverse méas libremente, por esto requiere
mayor energia de activacion como se muestra en la Figura 4.31. Por otra parte, para la
concentracién de 10% se obtuvo mayor conductividad y menor energia de activacién. ElI aumento
de la fase amorfa que se evidencié en los resultados anteriores permite explicar el aumento de
conductividad debido a la facilidad de iones y de los segmentos poliméricos para moverse en esta
fase, ademas la pérdida de propiedades mecanicas en comparacién a las concentraciones menores,
se asocia a la disminucion de las fuerzas electrostaticas de donde también disminuye la energia de
activacién asociada al rompimiento de los complejos polimero-sal.

Para 14% se tuvo una disminucién de la conductividad y a pesar de perder ain mas cristalinidad en
comparacion con 10%, la cantidad de iones puede limitar la movilidad de ellos considerando
también que la movilidad de iones se presenta a través de las fibras y por el volumen libre
generado por la porosidad del electrohilado, tener diametro de fibras pequefio puede limitar la libre
movilidad de iones cuando se aumenta la cantidad de los mismos.

El pico de tangente de pérdidas normalizada en las Figura 4.32y Figura 4.33para la concentracién
de 10% se encuentra a frecuencias mas altas que las otras concentraciones, dada la facilidad de
movilidad de los iones y segmentos poliméricos que permiten vibrar a mayores frecuencias en
comparacion por ejemplo con la concentracion de 7% que se encuentra en frecuencias méas bajas.
Sin embargo, para esta concentracion es mas evidente el aumento de frecuencia por el aumento de
temperatura por los motivos explicados previamente. Para las concentraciones de 5y 14% la fase
cristalina y la cantidad de iones respectivamente limitan las vibraciones de segmentos poliméricos
e iones a mayores frecuencias.
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Figura 4.32. Tangente de perdidas normalizado para las concentraciones 7 y 10% a diferentes
temperaturas
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La Figura 4.34 muestra el circuito equivalente empleado para los ajustes a diferentes temperaturas.
En particular el uso del CPE se asocia a la nanoestructura de los andamios que pueden afectar la
capacitancia interna.

e & PCL-5Ag-EL
,0x107
— A juste
1801Q2 919602
6,0x1 0 Ag+ NO3-
~
E c CPE
‘g 4,0x10"
N
2,0x10°
0,0

T T T T T T T T T T
0,0  20x10° 4.0x10° 6,0x10° 8.0x10° 1.0x10' 1,2x10"
Z’ (Ohm)

Figura 4.34. Circuito equivalente empleado para ajustes. Ejemplo de ajuste a muestra PCL-5Ag-
EL a 36°C



En la Figura 4.35 se muestran el Log (o) vs 1000/T para cada ion. EI comportamiento es similar al
mostrado en la Figura 4.31 para ambos iones (aumento de la conductividad con respecto a la
temperatura hasta 39°C donde luego de la cual disminuye). Se puede apreciar que las
conductividades de los iones en cada concentracidn no difieren tanto en comparacion al del sistema
PCL-Ag-SC, esto puede estar relacionado a que la movilidad de ambos est& limitada por la fibra
(diametro y direccién de esta) mientras no fue asi en las membranas por evaporacion lenta de
disolvente. Por otra parte, se observa mayor inclinacion en las rectas del ion de plata es decir que la
temperatura favorecié su movilidad mientras para el ion de nitrato por su tamafio que le impide
moverse, no fue tan favorecida.

El comportamiento de la energia de activacion de ambos iones es similar al mostrado en la Figura
4.31 para la energia de activacion del bulto. Es evidente que la concentracién no afecta la energia
asociada a cada ion en particular al contrario a lo mostrado para el sistema PCL-Ag-SC.
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Figura 4.35. Log (o) vs 1000/T de los iones Ag+y NO3- del sistema PCL-Ag-EL y energias de
activacion

4.2.1.6 Citotoxicidad

La Figura 4.36 reporta los resultados de citotoxicidad de los andamios electrohilados del polimero
puro con 5y 10% de esta sal. Respecto al control negativo los extractos de polimero puro no
mostraron disminucion en la viabilidad celular, resultado esperado debido a la biocompatibilidad
del polimero y la baja citotoxicidad de la acetona en comparacion a otros disolventes empleados
para electrohilar. [24,80] Para las membranas con AgNO; los extractos de la concentracion de 5%
no presentaron disminucion de viabilidad celular. Sin embargo, para el extracto a 100% con el
andamio a 10% de esta sal disminuy6 la viabilidad celular por debajo de 50% indicando que el
andamio es toxico. Para el extracto de 50% como la solucion esta diluida no present6 citotoxicidad.
Se debe recordar que segln los resultados de XRD de la Figura 4.24, para los andamios a 10% se
encontraron picos de esta sal que no formaron complejos con el polimero, es decir, que cuando se
sumergio el andamio en la solucion extractora, dichas sales pasaron a la solucion empleada para las
pruebas citotdxicas obteniéndose un extracto con alto contenido de iones plata. A pesar que el
nitrato de plata o iones de plata son empleados en medicina por sus propiedades antimicrobianas,
el alto contenido de estos puede ser altamente toxico [78].
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Figura 4.36. Viabilidad celular del polimero puro electrohilado y del sistema PCL-Ag-EL al 5y
10% del contenido de sal

4.2.2 SISTEMA PCL-Mg-EL

Al igual que en la seccion anterior se empled una membrana 6cmd de diametro de la cual se
tomaron diferentes secciones para realizar todas las pruebas. En las Figura 4.37 y b) se pueden
observar una de las muestras empleadas para pruebas mecénicas luego de su ejecucion y muestras
de 1cm de diametros utilizadas en las pruebas eléctricas respectivamente. Bajo una inspeccion
visual las muestras son de color blanco de caracteristicas lisas y sin imperfecciones. El espesor de
las muestras obtenidas fue de (0,27+0,02) mm.

; A .
L3 el
§ o

Figura 4.37. Muestra utilizadas para pruebas mecanicas b) muestras empleadas para pruebas
eléctricas. Fotografias



Como se indico previamente, la adicion de sal ocasiona cambios en la conductividad, viscosidad y
tension superficial de la solucién que se pretende hilar. Debido a los cambios generados en la
solucion de la muestra PCL-20-Mg-EL no fue posible hilar con los mismos pardmetro descritos en
la metodologia (esto serd explicado en las secciones posteriores). En la Figura 4.38 se muestra el
resultado de hilar esta solucion. Su apariencia, textura y resistencia mecénica percibidas al tacto
son similares al algodon. En la Figura 4.38 se puede observar la punta del sistema de electrohilado
con una gota solida aun sin iniciar el proceso de hilado. En el siguiente link se encuentra un video
en el cual se muestra la formacion de este andamio
https://www.youtube.com/watch?v=y01xj aWhl4&feature=youtu.be.

a)

b)

Figura 4.38. a) Muestra PCL-20Mg-El y b) Gota de la solucidn solidificada en la punta del
sistema de electrohilado. Fotografias

4.2.2.1 Andlisis XRD

La Figura 4.39 presenta los difractogramas XRD del polimero puro y del sistema PCL-Mg-EL con
diferentes contenidos de sal. Se evidencia un aumento en la intensidad de los picos para la
concentracion de 5% de sal respecto al polimero puro, sin embargo como se indicé en la seccion
anterior el polimero puro mostré una morfologia de electrohilado y electrospray que impide una
comparacion. Comparar sirve como referencia para analizar los cambios respecto al
comportamiento de los andamios con las otras concentraciones.

Se aprecia es una notoria disminucién de intensidad de los picos caracteristicos de la
policaprolactona para los andamios de 7,10 y 14% de contenido de sal. Por otra parte es evidente la
ausencia de los picos de la sal de magnesio lo que indica que el complejo polimero-sal fue
formado.
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Figura 4.39. Difractogramas DRX del polimero puro y del sistema PCL-Mg-EL con diferentes
contenidos de sal

4.2.2.2 Analisis DSC

La Figura 4.40 muestra los termogramas DSC del polimero puro y del sistema PCL-Mg-EL con
diferentes contenidos de sal los picos endotérmicos para todas las muestras. En particular cuando
se aumenta la concentracion de sal es evidente la aparicion de otro pico de reblandecimiento
alrededor de 62-63°C asociado a la formacion de otra fase.
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Figura 4.40. Termogramas DSC del polimero puro y del sistema PCL-Ag-EL con diferentes
contenidos de sal



En la Tabla 4.5 se presenta la entalpia de reblandecimiento (AHg), temperatura de reblandecimiento
(Tm) y cristalinidad relativa (y) del PCL-EL y el sistema PCL-Mg-EL. El porcentaje de
cristalinidad relativa presenté una disminucién al aumento de la concentracion de sal lo que
confirma los resultados de XRD con la disminucién en la intensidad de los picos. El efecto de la
adicion de sal sobre la cristalinidad de estos andamios es mayor en comparacion a los otros
sistemas Yy puede estar relacionado con la evaporacion rapida del disolvente y la ubicacién de las
cadenas poliméricas en fibras las cuales pueden desalinearse facilmente por la presencia de iones.

Tabla 4.5. Entalpia de reblandecimiento (AHf), temperatura de reblandecimiento (Tm) y
cristalinidad relativa () del PCL-EL y el sistema PCL-Mg-EL con diferentes contenidos de sal

Muestra AH:[Jlg] Tm[C] x/%]
PCL-EL 57,90 57,90 100,0
PCL-5Mg-EL 60,99 57,84  105,3
PCL-7Mg-EL 57,64 5873 99,6
PCL-10Mg-EL 40,52 58,07 70,0
PCL-14Mg-EL 28,38 58,38 49,02

4.2.2.3 Analisis morfoldgico

En las Figura 4.41 y Figura 4.42 se observan las micrografias SEM y los histogramas de los
andamios 5, 7, 10 y 14% en contenido de sal de magnesio. Al igual que en la seccion anterior no se
presentan gotas y los diametros de las fibras aumentaron en comparacién al polimero puro (Figura
4.26). El aumento de diametro, como se explicé anteriormente, es producto de los efectos de la sal
en la densidad de carga, fuerza electrostética y flujo de masa hacia el hilo. Sin embargo, se
presenta un efecto adicional al emplear nitrato de magnesio por su caracter higroscépico. Debido al
caracter higroscopico de la sal y la carga superficial, las moléculas de agua del medio pueden ser
atraidas y absorbidas en la superficie del chorro. Como el agua es miscible en la acetona pero no
disuelve la PCL ocasiona la precipitacion del polimero en la solucién Por lo anterior, se generan
zonas ricas en polimero que contribuyen al aumento del diametro de la fibra [92, 109]. Para la
concentracion de 20% el efecto del agua es més significativo generando mayor precipitacion del
polimero obteniéndose didmetros de fibras de tamafio visible como se mostrd en la Figura 4.38.

Por otra parte, también se presentan cambios en el diametro en una sola fibra (como lo muestra
flecha en la Figura 4.41) en mayor proporcion a lo observado en el sistema anterior. La absorcion
de agua no solo contribuye a la precipitacion del polimero en ciertas regiones, sino también al
aumento de la tension superficial del chorro que prevalece sobre el campo eléctrico generando
estos cambios de didmetro [92].
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Figura 4.41. Micrografias SEM e histogramas de la muestra PCL-5Mg-EL y PCL-7Mg-EL

A diferencia del sistema anterior estos andamios presentan huecos en las fibras (como lo muestra la
flecha de la Figura 4.42). El proceso de evaporacion del disolvente del chorro se da desde la
superficie hacia el interior o ndcleo, si se presenta la absorcion de agua en la superficie, las
moléculas del disolvente que se difunde desde el nlcleo hacia el exterior se encuentran
obstaculizadas por una capa de liquido menos volatil generando una piel protectora en la fibra.
Finalmente cuando la presion interna por la evaporacion del disolvente sobrepasa la tension

superficial generada por la piel, se rompe dejando los huecos observados en las fibras [92, 103]
[109, 110].

En la Figura 4.41 se presentan las microgréficas SEM vy los histogramas de las muestras 5y 7%
entre ellos es evidente el aumento de diametro de la fibra generado por los efectos mencionados
anteriormente. Para las concentraciones de 10 y 14 % en la Figura 4.42 se presenta una



disminucién del tamafio del diametro de la fibra en comparacion a la concentracion anterior
debido a los efectos del aumento de la conductividad de la solucion al aumento de concentracion
de sal. Para profundizar en el analisis es necesario realizar medidas de conductividad, viscosidad y
tensién superficial de las soluciones y validar o no las hipétesis.
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Figura 4.42. Micrografias SEM e histogramas de la muestra PCL-10Mg-EL y PCL-14Mg-EL
4.2.2.4 Propiedades mecanicas

La Figura 4.43 muestra las propiedades mecanicas obtenidas por las muestras electrohiladas con
adicion Mg (NOs),. Al igual que el sistema anterior las muestras presentan un comportamiento
elastico con posterior deformacion sin formacion de cuello. En general, los valores del médulo de
Young de los andamios se encuentran alrededor 13MPa por encima de algunos trabajos reportados.
[97, 106] En comparacion con el polimero puro los andamios presentan mejor mddulo de Young y
esfuerzo final. La deformacion a la rotura es menor en las concentraciones mas altas.
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Las concentraciones de 5y 7% presentan mejores propiedades mecanicas en comparacion a las
otras concentraciones, lo cual se vio reflejado en la entalpias de reblandecimiento mayores que
indica mayores fuerzas intermoleculares que favorecen las propiedades. Para las concentraciones
de 10y 14% es evidente una disminucion del médulo de Young en relacion a las concentraciones
mas bajas. En particular el andamio al 14% presentd mayores cantidades de huecos en fibras lo
gue debilita aln mas su resistencia a la tension. Aunque para estas concentraciones aumento la fase
amorfa no presentd favorecimiento en la deformacion a la rotura como se presentd en el sistema
PCL-Ag-EL. Debido a la absorcion de agua, por supuesto favorecida por el aumento de
concentracién de sal, se forma una piel en las fibras que impide la liberacién de disolvente del
nacleo. Cuando las fibras entran en contacto entre si es necesario ese solvente residual para que
funcione como soldador entre fibras, la capa de piel formada por el no disolvente evita la unién
efectiva de las fibras afectando sus propiedades mecénicas [98,107].
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Figura 4.43. Propiedades mecénicas del polimero puro y del sistema PCL-Mg-EL

4.2.2.5 Conduccion idnica

La Figura 4.44 muestra la Impedancia real Z’ vs Impedancia imaginaria Z’> de los andamios
evaluados a 24 y 36°C para el sistema PCL-Mg-EL. Para este caso es evidente que la
concentracién no favorece la conductividad ya que la muestra que presenta mayor resistencia es
la de 14% mientras la menor resistencia fue para la menor concentracion 5%, esto aplica para
ambas temperaturas.
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Figura 4.44. Impedancia real Z’ vs Impedancia imaginaria de las muestras evaluadas a 24 y 36°C
del sistema PCL-Mg-EL

La Figura 4.45-a) muestra el efecto de la temperatura en la conductividad de las membranas
electrohiladas. Se evidencia un aumento de la conductividad hasta 42°C y posterior disminucién
por perdida de agua en temperaturas mayores. Se aprecia un comportamiento similar para las
muestras de 5y 7% en todo el rango de temperaturas mientras que para las concentraciones de 10 y
14% el comportamiento similar se presenta entre 24 a 30°C. A mayores temperaturas la
concentracion de 14% no presenta un aumento de conductividad significativo.

Aunque se presenta una disminucién en la cristalinidad de las muestras con el aumento de la
concentracién de sal, al parecer, la misma concentracion es quien ocasiona la disminucion de la
conductividad debido a la obstaculizacion de los iones al moverse dentro de las fibras La
concentracién de 7%, sin embrago, no presentd disminucion de la conductividad como se
esperaria segun la hipotesis planteada anteriormente y de lo contrario mantuvo una conductividad
similar a la del 5%, aunque presentd un aumento del didmetro de la fibra ,es decir, el didmetro de
la fibra también juega un papel importante en la conductividad ya que a mayor diametro mayor
espacio para vibrar. Se espera que la movilidad de los iones dentro de las fibras sea en direccion
radial ya que estas son depositadas horizontalmente de forma aleatoria y la disposicion de los
electrodos en la pruebas de impedancia también es horizontal.

Para las concentraciones de 10 y 14% a 24 30 y 36°C la conductividad es menor en comparacion a
las concentraciones mas bajas Figura 4.45, esta caracteristica puede asociarse a la dificultad para
moverse los iones por obstaculizacion de los mismos. Estos presentaron menor didmetro
comparado con la concentracion de 7%.

El andamio con concentracién del 14% presenta un comportamiento particular de la conductividad
al aumento de la temperatura, por lo cual, se debe realizar un estadio més profundo para encontrar
las posibles causas de este comportamiento.
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Las Figura 4.46 y Figura 4.47 presentan las tangentes de pérdidas para las diferentes muestras
electrohiladas. Al igual que los sistemas anteriores se aprecia el desplazamiento del pico de
pérdidas a mayores frecuencias con el aumento de la temperatura. Mientras el desplazamiento de
los picos para las muestras de 5 y7% es constante, para la muestra de 10% se aprecia un
desplazamiento significativo a 42°C, en el cual el pico no se alcanza a observar totalmente debido a
gue en la prueba de impedancia no se forma el semicirculo completamente (ver ANEXO 2), sin
embargo es debido a que requiere mayor energia para alcanzar frecuencias de vibracion mas altas
tal cual se aprecia en la Figura 5.45 la cual tiene la mayor energia de activacion. Para las
concentraciones de 5y 7% en cambio los iones y segmentos poliméricos pueden vibrar facilmente.
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Figura 4.46. Tangente de perdidas normalizado para las concentraciones 7 y 10% a diferentes
temperaturas

2 Debido al comportamiento particular para la concentracion de 14% no se calcula la energia de activacion
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Las resistencias asociadas a cada ion se hallaron realizando los ajustes respectivos al circuito
equivalente. La Figura 4.48 muestra un ejemplo de ello. Se puede apreciar que la diferencia de las
resistencias del ion de magnesio y de nitrato continla siendo similar a lo expuesto en la Seccion
4.1.2.3. En este caso, sin embargo, se utiliza un CPE debido a la nanoestructura de las membranas

electrohiladas.
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Figura 4.48. Circuito equivalente empleado para ajustes. Ejemplo de ajuste a muestra PCL-5Mg-
EL a 36°C
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En la Figura 4.49se muestran el Log (o) vs 1000/T para cada ion. ElI comportamiento de la
conductividad respecto a la temperatura para los iones magnesio y nitrato son similares a las
expuestas en la Figura 4.45. En la grafica no se encuentran reportados algunos valores de
conductividad debido a que los semicirculos no se formaron totalmente hasta la frecuencia
evaluada y por tanto no se pueden realizar los ajustes al circuito equivalente. Sin embrago es
posible observar la tendencia. Por otra parte la energia de activacion es mayor para la
concentracion de 10% para ambos iones por los motivos expuesto previamente.

144 *
: Mg
104 10 13 A
5 124 S
15 e 9 -1,5 2 NO,
o 1,14
=20 00
3 E ° 8 S 104
L, 8 o 2 s )
b © ° = 091 A,
%304 20| 8 = os
= = A A
2 P Al 0,7
e 1 e PCL-SMg-EL N
o PCL-TMg-EL N\ 0.6
0 PCL-10Mg-EL N\ )
Tem 45- _ L Temp 5 10 15
T T T T T N03 T T T T T T Ea Concentracion (%)
8 321 324 327 330 333 336 339 3 3321 324 327 330 333 336 339
1000k 1000k

Figura 4.49. Log (o) vs 1000/T de los iones Mg*? y NO5™ del sistema PCL-Mg-ELY y energias de
activacion

4.2.2.6 Citotoxicidad

La Figura 4.50 reporta los resultados de citotoxicidad de los andamios electrohilados del polimero
puro con 5y 10% de esta sal. Similar al sistema anterior la muestra con concentracién 10%
presento toxicidad tanto para el extracto de 100% como para el de 50%.

Aunque los iones de magnesio tiene gran relevancia en las funciones bioquimicas de las células,
indispensable para el funcionamiento del nucleo, estabilidad fisica, actuador como cofactor para
enzimas de acido ribonucleico y papel esencial en las funciones mitocondriales, entre otras
funciones [79], el ion de nitrato no. Aunque el nitrato es relativamente no-toxico por procesos
metabdlicos puede formar nitrito el cual por su propiedades es capaz de oxidar la hemoglobina a
metahemoglobina impidiendo desempefiar el papel de trasporte de oxigeno ocasionando hipoxia
que compromete la funcidn de los tejidos [111]. Debido a que por cada ion de magnesio hay dos de
nitrato en comparacion al sistema anterior pudo generar mayor toxicidad.
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Figura 4.50. Viabilidad celular del polimero puro electrohilado y del sistema PCL-Mg-EL al 5y
10% del contenido de sal

4.3 EFECTO DE LAS TECNICAS EN LAS PROPIEDADES
DE LAS MEMBRANAS

La Figura 4.51 presenta el efecto de las técnicas de evaporacion lenta de disolvente y electrohilado
en la obtencién de las membranas para el polimero puro y los sistemas PCL-Ag y PCL-Mg, para
los resultados XRD y DSC. El anélisis a continuacion se realiza sobre las muestras a 5% de ambas
sales con el objetivo de observar las diferencias encontradas entre las técnicas.

En relacion a la técnica XRD, la diferencia mas notoria es la aparicion de un pico cerca de 20:
19,5° (Flecha negra en la Figura 4.51) que se presenta solo en la técnica de evaporacion lenta de
disolvente tanto para el polimero puro como para el polimero con sal de plata y de magnesio. En la
Seccion 4.2.1.1 se asocid este pico a la reorganizacion de las cadenas poliméricas durante el
tiempo en que tarda el disolvente en eliminarse. Un ensayo preliminar mostro que no se formo este
pico cuando se oblig6 la rapida evaporacion del disolvente usando una bomba de vacio en un
desecador® (ver ANEXO 3). Esto confirma la aparicion del pico por la evaporacion lenta del
disolvente y la reorganizacién de las cadenas. Por otra parte los reportes de XRD de la
policaprolactona no presentan este pico [83-85]. Sin embargo, no se encontré un reporte
especificamente para la acetona como Unico disolvente empleado.

En relacion a la cristalinidad, tanto en el polimero puro como en éste combinado con sal de
magnesio, se mostréd una disminucién significativa de la intensidad de los picos al emplear la
técnica de electrohilado, esto puede estar relacionado con la evaporacion instantnea del disolvente

® Este método no fue utilizado debido a que se formaban los cristales de las sales. (ver ANEXO 3)
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en ésta técnica. En particular para la sal de plata no se observd este efecto, probablemente debido

al efecto del campo eléctrico sobre los complejos polimero—sal.
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Figura 4.51 Efecto de las técnicas de elaboracion de membranas en los resultados XRD y DSC
para el polimero puro y los sistemas PCL-Ag y PCL-Mg

Con respecto a los resultados DSC estos presentan un evidente desplazamiento del pico de
reblandecimiento a menor temperatura cuando se usa la técnica de electrohilado tanto para el
polimero puro como con la presencia de las sales, esto ha sido reportado en literatura y es asociado
a la técnica [112]. En la Tabla 4.6 se muestran las entalpias de reblandecimiento de algunas
muestras, donde es notorio que las membranas elaboradas por evaporacion lenta de disolvente



presentan mayor entalpia que las electrohiladas, debido posiblemente a la pérdida de enlaces
intermoleculares ante la disposicion de las cadenas polimérica en fibras individuales.

Tabla 4.6. Efecto del tipo de las en las entalpias de reblandecimiento

Muestra AH; [J/g]
PCL-5Ag-SC 96,17
PCL-5Mg-SC 99,21
PCL-5Ag-EL 62,26
PCL-5Mg-EL 60,99

En la Figura 4.52 se muestran algunos resultados de conductividad para ambas sales. En la figura
se muestra mayor conductividad en la membrana de plata no hilada, mientras que para el magnesio
se encuentra mejor conductividad en la hilada. Con la técnica de electrohilado se da una
disminucién abrupta de la conductividad en comparacion a la técnica de evaporacion lenta de
disolvente a temperaturas altas y es debido a que la pérdida de agua es favorecida por la estructura
porosa de la membrana. Aungue para la sal de magnesio la técnica de electrohilado mejoréd la
conductividad no fue asi para la sal de plata, de donde no es posible generalizar una relacion entre
la técnica con la conductividad.
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Figura 4.52. Efecto de la técnica de elaboracion de membranas en la conductividad iénica entre
los sistemas PCL-Ag y PCL-Mg

4.4 EFECTO DE LAS SALES EN LAS PROPIEDADES DE
LAS MEMBRANAS

La Figura 4.53 muestra el efecto del tipo de sal en los resultados XRD para la a técnica de
elaboracidn lenta de disolvente y la técnica de electrohilado. Es evidente que la adicion de AgNO;
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disminuy6 notablemente las intensidades de los picos en ambas técnicas mas que la adicion de
Mg*2. También se presenta el corrimiento de los picos para la adicién de plata. Comparando los
radios i6nicos del ion Ag” y el ion Mg*? el primero es mucho més grande y puede por esto generar
mayor desorden al ubicarse entre las cadenas poliméricas.
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Figura 4.53. Efecto del tipo de sal en los resultados XRD para la a técnica de elaboracion lenta de
disolvente y la técnica de electrohilado.

Para los andamios electrohilados con sal de plata se sugirié en Seccion 4.2.1.1 que el campo
eléctrico ejercido ocasioné el rompimiento de complejos y por tanto la aparicion de los picos de la
sal en los XRD, mientras no ocurre esto para las sales de magnesio. Los iones de magnesio con
carga (+2) son mas pequefios mientras los iones de plata con carga (+1) son mas grandes, por tanto,
si se considera de forma cualitativa la ley de Columb a mayor carga y menor tamafio la fuerza de
atraccién es mayor, entonces la fuerza de atraccién con los oxigenos del grupo éster es mayor para
el ion de magnesio y el campo eléctrico ejercido no fue suficiente para romper el complejo. Sin
embargo, es necesario realizar ensayos para validar la hipotesis.

En la Figura 4.54 se muestra un esquema de formacion de los complejos polimero-Ag* y polimero-
Mg*? considerando los radios atémicos del carbono, oxigeno e hidrogeno (77, 66 y 25 pm
respectivamente) y los radios idnicos de la plata y del magnesio (125 y 72pm respectivamente) con
el objetivo de mostrar de manera ilustrativa los tamafios de radios involucrados en los sistemas
evaluados [113,114].
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Figura 4.54. Esquema de formacion de complejos para a) PCL-Ag y b) PCL-Mg. Elaboracién
propia.

La Figura 4.55 muestra las micrografias SEM para las sales a 5 y 10% con diferentes aumentos.
Ambas sales (en concentraciones bajas) mostraron un electrohilado uniforme. Sin embargo, por los
efectos de absorcion de agua antes explicados las fibras de las membranas con sal de magnesio
presentaron mayores cambios en los didmetros en comparacion con la sal de plata. A 10% el efecto
de la absorcidn de agua fue mas significativo generando defectos mas grandes en los andamios.

En la Figura 4.56 se muestra el efecto del tipo de sal sobre las propiedades mecéanicas de los
andamios electrohilados. Para la plata a 5% se encontraron mejores propiedades mecéanicas. Al
aumentar la concentracion de sal fue evidente la formacion de defectos en las fibras que
ocasionaron la disminucion de estas propiedades. Los andamios con sal de magnesio presentaron
menores resistencias mecanicas debido a los efectos en las fibras que se perciben desde las
concentraciones mas bajas y a los problemas de union entre las fibras en el proceso de secado por
la absorcidn de agua.
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Figura 4.55. Efecto del tipo de sal en la morfologia de las membranas electrohiladas, para 5y 10%
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Figura 4.56. Efecto del tipo de sal en las propiedades mecénicas de los andamios electrohilados

La Figura 4.57presenta el efecto del tipo de sal en la conductividad iénica al usar la técnica de
elaboracion lenta de disolvente y de electrohilado. La mayor conductividad fue encontrada para el
polimero con iones de magnesio en sus diferentes concentraciones y para las dos técnicas usadas.



Lo que puede estar relacionado con el tamafio y la carga este ion ya que es muy pequefio y por
tanto de facil movimiento en comparacion al ion de plata.
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Figura 4.57. Efecto del tipo de sal en la conductividad i6nica para la a técnica de elaboracion lenta
de disolvente y la técnica de electrohilado

45 COMPARACION DE LAS PROPIEDADES DEL TEJIDO
OSEO Y LAS MEMBRANAS OBTENIDAS POR
ELECTROHILADO

En esta seccion se realiza la comparacion entre las propiedades del hueso con las propiedades
encontradas para los andamios electrohilados del polimero puro, a 5y 10% con AgNOs;y a5y
10% con Mg(NOs),.

El hueso esta formado por dos fases, una mineral y una organica. La mineral corresponde a un 60-
70% del tejido Gseo y es reconocida cristalograficamente como mineral apatita, especificamente
hidroxiapatita impura de baja cristalinidad, el 30-40% del tejido restante es el componente
orgéanico con un 90% de colageno [5,12]. Ninguna de las componentes es comparable con la
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composicion de los andamios electrohilados. Sin embargo, el Mg*? se encuentra presente en la
sangre y tiene gran relevancia en las funciones bioquimicas de las células [79], y es este cation el
principal ion de los andamios PCL-Mg-EL. Por su parte el ion de plata no se encuentra en ningun
componente del hueso ni del cuerpo, pero sus propiedades antimicrobianas [77] lo han proyectado
a ser empleado en el disefio de biomateriales que impidan la formacion de la biopelicula, limitando
asi la aparicion de infecciones [115,116].

Con respecto a la estabilidad térmica, segun los resultados obtenidos en las pruebas DSC, todos los
andamios tienen temperatura de reblandecimiento por encima de los 57 °C, por lo cual pueden ser
empleados para uso corporal cuya temperatura es entre 36-39°C.

Morfoldgicamente, el hueso presenta dos tipos de estructuras la cortical y la trabecular. La
trabecular tiene una porosidad de 50-95% y la cortical de 5-10% [5]. Aunque en las micrografias
SEM fue posible observar la obtencién de una estructura porosa en todas las membranas es
necesario realizar otras pruebas para conocer el porcentaje de porosidad. Sin embargo, el hecho de
contar con material poroso facilitaria el intercambio de nutrientes celulares necesarios para
cualquier tipo de tejido. El tamafio de los poros en el hueso se divide en tres niveles (~10um) para
los canales de Volkmann, (~0,1um) para el paso de fluidos y (20-60nm) de espacio entre los
cristalitos de la hidroxiapatita [5]. En todos los andamios se encontraron los espacios entre fibras
menores a 1 um.

En cuanto a las propiedades mecanicas, en el hueso difieren segun el tipo de estructura. La
estructura cortical es muy resistente con modulos de Young de hasta 17000 MPa longitudinalmente
y 11500 MPa trasversalmente, mientras para el hueso trabecular los valores varian entre 10 a 2000
MPa dependiendo del sitio anatémico y la edad [117]. Los médulos de Young obtenidos para las
membranas se encuentran reportados en la Tabla 4.7, aunque no son comparables con el del hueso
cortical, los obtenidos por las membranas con sal fueron superiores a los reportados para el hueso
trabecular. Los valores de esfuerzo final (resistencia previa a la ruptura) para el hueso cortical son
de 133 MPa longitudinal y 51 MPa transversal y para el trabecular entre 0,5 a 100 MPa
dependiendo de densidad aparente [117]. Al igual que la propiedad anterior los valores de esfuerzo
final para los andamios con sal son comprables con los del hueso trabecular. Por Gltimo, el
porcentaje de deformacion para el hueso cortical no supera el 2% mientras para el trabecular se
acerca al 10% similar a los obtenidos de los andamios con sal [117].

En conclusion, las propiedades mecénicas encontradas en los andamios con contenido de sal, sea
de magnesio o de plata son comparables con las propiedades mecénicas del hueso trabecular.

Tabla 4.7. Propiedades mecanicas y eléctricas de las muestras electrohiladas

Muestra Médulo de Young Esfuerzo final Deformacionala  Conductividad
[MPa] [MPa] rotura [%] [S/m]
PCL-EL 1,92 +0,39 0,20 £0,04 14,29 +1,36 -
PCL-5Ag-EL 28,1 5+5,93 3,02 £1,43 13,88 +2,46 1,8x10*
PCL-10Ag-EL 13,11 +1,63 1,70 +£0,22 15,69 +2,93 2,02x107
PCL-5Mg-EL 11,47 0,51 1,43 +0,25 14,36 +1,72 7,88x107

PCL-10Mg-EL 11,59 +0,98 1,02 £0,05 10,07 1,14 2,80x10°




En cuanto a las propiedades eléctricas del hueso himedo, la estructura cortical tiene valores de
conductividad de 1,82x10°-6,67x10° S/m y la estructura trabecular de 0,1-0,5 S/m [5]. La
membrana con plata a 5% tiene una conductividad inferior a la del hueso en general, mientras a
10% se encontro en el intervalo de la conductividad del hueso cortical. Para los andamios con
magnesio, la concentracion a 5% presentd conductividad superior a las del hueso cortical y cercana
al intervalo del hueso trabecular, a 10% se encontré en el intervalo de conductividad del hueso
cortical.

Por altimo, las pruebas citotoxicas mostraron toxicidad para ambas sales cuando el contenido de
sal fue a 10%.

La Tabla 4.8 reporta de forma cualitativa el anélisis realizado en esta seccion. Con el simbolo @
se indica que el resultado obtenido para el andamio cumple con las caracteristicas del hueso o se

encuentra entre los intervalos de la propiedad evaluada, el simbolo @ indica que aunque no se

cumple las caracteristicas 0 no se encuentra en el intervalo, el resultado se acerca a ello y .
sefiala que no se cumple la caracteristica y se encuentra muy lejano al intervalo.

Tabla 4.8. Comparacion de las propiedades obtenidas por las membranas respecto a las
propiedades del hueso

Propiedad comparada Membrana electrohilada
con el hueso PCL-EL PCL-5Ag-EL  PCL-10Ag-EL PCL-5Mg-EL  PCL-10Mg-EL
Composicion

Temperatura corporal
Morfologia

Mecanicas

©

Eléctricas
Citotoxicidad

C00O®
©®0Ce®
L JONCIGIE]

eeev

o
®000e0

“Comprable con el hueso trabecular
" Comparable con el hueso cortical

De la comparacion en la tabla anterior, se deduce que el andamio PCL-5Mg-EL es el que presentd
mayor similitud con las propiedades del hueso reportadas en la literatura, en especial con el hueso
trabecular y por tanto tiene potencial para ser aplicado en la ingenieria de tejidos 0seos.
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5. CAPITULO CINCO: CONCLUSIONES

En este trabajo se logrd obtener dos sistemas biopoliméricos basados en policaprolactona con las
sales nitrato Ag y Mg, con los que se logré aumentar las caracteristicas de conductividad i6nica del
polimero puro. Para evaluar las caracteristicas de estos nuevos materiales se realizaron pruebas de
caracterizacion sobre dos formas diferentes, una con membranas obtenidas por evaporacion lenta y
la otra con andamios construidos por la técnica de electrohilado; esto para las dos sales del estudio
a diferentes concentraciones. En las membranas por evaporacion lenta ante la adicién de AgNO; se
encontré disminucion en la cristalinidad ante aumentos en la concentracion de esta sal, resultados
observados en las pruebas XRD y confirmados en la disminucién de entalpia de reblandecimiento
y la cristalinidad relativa que arrojaron las curvas DSC. Para el caso de las membranas de con sal
de magnesio la cristalinidad disminuy6 al aumentar esta sal, mas no de una forma tan significante
como fue para el caso de la plata, esto debido a que el tamafio del radio i6nico del magnesio es
significativamente mas pequefio; en este sistema también se vio afectada la conductividad idnica
por la pérdida de agua en altas temperaturas, esto dada la liberacion de agua de la segunda capa de
hidratacién. Para ambas sales, las concentraciones a 20% de la sal mostraron mayor conductividad
iGnica en comparacién con las otras concentraciones, asociado posiblemente al aumento de cargas
moviles.

Para ambos sistemas PCL-Ag y PCL-Mg el contenido de sal jugd un papel muy importante en el
cambio de propiedades tanto estructural como de conduccion i6nica para la técnica de evaporacion
lenta de disolvente. Los resultados permitieron conocer la dindmica de estos sistemas aun no
reportados en la literatura para posterior modificacion con la técnica de electrohilado

Morfoldgicamente, al adicionar las sales en el polimero, la estabilidad del cono de Taylor se vio
afectada y con ella los didmetros de las nanofibras obteniéndose diametros de (~ 200nm) en
comparacion con el polimero puro (~98nm), esto fue para ambas sales en todas las concentraciones
del estudio. Al aumentar la concentracion de sales se generaron también cambios y defectos en el
didmetro de las fibras (como fibras ramificadas y diametros variables en una misma fibra). A nivel
estructural, los andamios de PCL-Ag no presentaron disminuciéon de los picos de intensidad
(técnica XRD), mientras estos fueron reducidos significativamente en la evaporacion lenta;
indicando la no formacion de complejos posiblemente por las fuerzas del campo eléctrico aplicado
en la técnica de electrohilado. En cuanto a las propiedades mecénicas, estas se vieron afectadas por
los cambios en la estructura cristalina y amorfa y por los defectos en las fibras. La concentracion a



7% obtuvo las mejores propiedades mecénicas y la de 10% disminuyd su resistencia mecanica,
pero obtuvo las mejores propiedades eléctricas. La morfologia de los andamios PCL-Mg se vio
afectada dada la propiedad higroscépica de esta sal y la no solubilidad del polimero en agua, que
representd efectos relacionados con didmetros variables y huecos en fibras que finalmente
perjudicaron las propiedades mecénicas de las membranas en comparacion a las membranas
obtenidas con el sistema PCL-Ag. En cuanto a las propiedades eléctricas para la sal Ag fue
evidente la disminucién de la conductividad ante el aumento de la concentracion, esto asociado al
impedimento de vibraciones de los iones y segmentos poliméricos por obstaculizacion de los
mismos iones y por el diametro de las fibras. La concentracion a PCL-10Ag fue la que obtuvo
mejores propiedades eléctricas asociadas a la disminucion del grado de cristalinidad, tamafio de la
fibra y cantidad de cargas moviles. Por otra parte, la concentracién PCL-5Mg fue la que presento
mayor conductividad y mejores propiedades mecanicas en comparacion a las demas
concentraciones de Mg. Las diferentes muestras con nitrato de magnesio presentaron mejores
propiedades eléctricas en comparacion a la sal de plata y se cree que esta relacionado con el
tamafio pequefio de este ion en el que se le facilita la movilidad.

Entre la técnica de evaporacién lenta de disolvente y la técnica de electrohilado se presentd una
diferencia notoria en los resultados XRD con la aparicion de un pico cerca de 20 19,5, el cual se
cree es debido al tiempo de evaporacion que toma el disolvente en la primera técnica, permitiendo
una reorganizacién de las cadenas poliméricas. En ambas técnicas la adicion de nitrato de plata
generd mayor disminucion en la intensidad de los picos XRD asociada al tamafio de este ion en
comparacion a los iones de magnesio.

Finalmente, uno de los biomateriales mas populares para el uso en ingenieria de tejidos 6seos son
los fosfatos de calcio, cuya principal ventaja es la composicién fosfato-calcio muy cercana a la del
hueso. Sin embargo, estos materiales han mostrado poca resistencia a la traccion y alta
susceptibilidad a la fractura. Por el lado de los polimeros se han explorado materiales conductores
tales como polipirrol, polianilina y politiofeno, los cuales presentan conductividades del orden de
200 a 10000 S/m (superiores a las obtenidas con los sistemas conductores idnicos propuestos en
este estudio), pero con la desventaja de no biodegradabilidad (desventaja que no presentan los
andamios aqui obtenidos debido al uso de la policaprolcatona como polimero base). También han
sido explorados diversos materiales poliméricos modificados, principalmente con nanotubos de
carbono para uso en hueso, la adicion de los nanotubos ha logrado mejorar no solo la
conductividad del material sino también sus propiedades mecénicas. Sin embargo, la desventaja
latente en estos materiales sigue siendo la posible toxicidad asociada a los nanotubos de carbono,
aun explorada. En este trabajo se logré obtener diferentes sistemas poliméricos de conduccion
i6nica, del mejor andamio construido (PCL-5Mg-EL) que tiene como ventajas una composicion,
aunque no similar al hueso, con contenido de iones de magnesio que juegan un papel importante en
los procesos metabdlicos del cuerpo; cuenta con una temperatura de reblandecimiento superior a la
temperatura corporal y en su morfologia presenta la ventaja de su porosidad para el intercambio de
nutrientes; en cuanto a las propiedades mecéanicas estas se encontraron similares a las del hueso
trabecular y las propiedades eléctricas fueron similares a las del hueso trabecular y cortical,
adicionalmente no present6 sefales de citotoxicidad.
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6. ANEXOS

ANEXO 1: Propiedades térmicas de las diferentes muestras
obtenidas a partir del software Universal Analysis V4.1
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Figura 6.1. Propiedades térmicas de la muestra PCL-SC obtenidas a partir del software Universal
Analysis
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Figura 6.2. Propiedades térmicas de la muestra PCL-5Ag-SC obtenidas a partir del software
Universal Analysis
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Figura 6.3. Propiedades térmicas de la muestra PCL-7Ag-SC obtenidas a partir del software
Universal Analysis
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Figura 6.4. Propiedades térmicas de la muestra PCL-10Ag-SC obtenidas a partir del software

Universal Analysis
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Figura 6.5. Propiedades térmicas de la muestra PCL-14Ag-SC obtenidas a partir del software
Universal Analysis
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Figura 6.6. Propiedades térmicas de la muestra PCL-20Ag-SC obtenidas a partir del software

Universal Analysis
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Figura 6.7. Propiedades térmicas de la muestra PCL-5Mg-SC obtenidas a partir del software

Universal Analysis
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Figura 6.8. Propiedades térmicas de la muestra PCL-7Mg-SC obtenidas a partir del software
Universal Analysis
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Figura 6.9. Propiedades térmicas de la muestra PCL-10Mg-SC obtenidas a partir del software
Universal Analysis
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Figura 6.10. Propiedades térmicas de la muestra PCL-14Mg-SC obtenidas a partir del software

Universal Analysis
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Figura 6.11. Propiedades térmicas de la muestra PCL-20Mg-SC obtenidas a partir del software

Universal Analysis
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Figura 6.12. Propiedades térmicas de la muestra PCL-EL obtenidas a partir del software Universal
Analysis
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Figura 6.13. Propiedades térmicas de la muestra PCL-5Ag-EL obtenidas a partir del software
Universal Analysis
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Figura 6.14. Propiedades térmicas de la muestra PCL-7Ag-EL obtenidas a partir del software

Universal Analysis
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Figura 6.15. Propiedades térmicas de la muestra PCL-10Ag-EL obtenidas a partir del software

Universal Analysis
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Figura 6.16. Propiedades térmicas de la muestra PCL-14Ag-EL obtenidas a partir del software
Universal Analysis
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Figura 6.17. Propiedades térmicas de la muestra PCL-5Mg-EL obtenidas a partir del software
Universal Analysis
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Figura 6.18. Propiedades térmicas de la muestra PCL-7Mg-EL obtenidas a partir del software

Universal Analysis
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Figura 6.19. Propiedades térmicas de la muestra PCL-10Mg-EL obtenidas a partir del software

Universal Analysis
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Figura 6.20. Propiedades térmicas de la muestra PCL-14Mg-EL obtenidas a partir del software
Universal Analysis



ANEXO 2: Ajustes de los resultados de impedancia a los circuitos

equivalentes para todos los sistemas evaluados

PCL-Ag-SC
Tabla 6.1. Pardmetros de los circuitos equivalentes de la muestra PCL-5Ag-SC
PCL-5Ag-SC
R . Chi-
Temperatura R- Ag R- NO;
[°C] [Ohm] CI[F] [Ohm] CPE [F] n cuaczj rado
X) [-]
24 15807 1,1432x10™° 317810 1,852 x10™° 0,85117 0,00324
27 5068 1,2512x101° 121660  1,9761x10™° 0,90037 0,00794
30 3216 7,9469x10! 81360 2,258x10™%° 0,83494 0,00084
33 1848 1,5982x1071° 18712 1,7818x101° 0,9036 0,0018
36 1280 9,5886x10™* 16589 2,0352x10°° 0,73257 0,00046
39 556,9 2,0868 x101° 7629 4,0191x10° 0,73751 0,00074
42 931,6 7,5598x10! 7294 7,6368x10°° 0,68681 0,00195
45 652,6 1,1557 x10™%° 5809 4,3027 x10° 0,73425 0,00097
48 821 8,9994 x10™* 7253 2,9831 x10° 0,74054 0,00143
Tabla 6.2. Pardmetros de los circuitos equivalentes de la muestra PCL-7Ag-SC
PCL-7Ag-SC
Chi-
Temperatura R- Ag* R- NOy
[C] [Ohm] C[F] [Ohm] CPE [F] n cuatzjrado
X) [
24 2696 5,3535 x10™* 33933 43769 x10°  0,79454 0,00031
27 2097 7,2142 x101* 25885 5,9275 x10° 0,79171 0,00719
30 1372 4,9919 x10* 12741 3,7595 x107° 0,80941 0,00061
33 1070 6,5899 x10™* 9714 5,2956 x10°  0,80567 0,00052
36 731,2 6,9024 x10™* 7162 8,5005 x1071° 0,79053 0,000584
39 1538 7,5988 x10™* 6772 4,9566 x10® 0,5638 0,00056
42 1112 6,9863 x10™* 4805 4,291 x10 0,5957 0,00128
45 750,6 1,0344 x107%° 3245 6,3317 x10® 0,59584 0,00127
48 1476 4,2205 x101° 3527 4,5368 x107° 0,75886 0,00360

Tabla 6.3. Parametros de los circuitos equivalentes de la muestra PCL-10Ag-SC

PCL-10Ag-SC
Chi-
Temperatura R- Ag* R- NOy
[°C] [Ohm] C[F] [Ohm] CPE [F] n cuaglrado
X) [-]

24 2453 4,0556 x10™* 21539 2,5846 x10™° 0,83437 0,000149
27 1712 5,8122 x101* 15030 3,7032x10°  0,83438 0,000149
30 805,4 1,4393 x10™%° 7969 1,2156 x10°° 0,76639 0,001621
33 580,4 1,963 x10™%° 5890 1,6119 x10°° 0,76757 0,001883
36 527,1 9,867 x10™* 5569 1,527 x10°° 0,75671 0,000182
39 497,8 9,130 x10™ 5535 1,1917 x10°° 0,77091 0,000263
42 721,6 6,0472 x10* 4860 1,15 x10°° 0,78151 0,000752
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45
48

498,5
866,8

9,1615 x10*
6,4375 x10™*

3392
4341

1,9475 x10°7°
7,1762 x10°®

0,77221
0,57058

0,000631
0,000653

Tabla 6.4. Parametros de los circuitos equivalentes de la muestra PCL-14Ag-SC

PCL-14Ag-SC
Temperatura  R- Ag* R- NOs Chi-
§ F s PE [F
C] [Ohm] C[F] [Ohm] CPE [F] n cuagrado
X) [-]
24 1257 1,3297 x10°° 18097  9,4843x10°  0,75932 0,000250
27 816,6 2,2677 x10™1° 9245 2,1076 x10°° 0,75203 0,000369
30 534,6 3,0354 x101° 5882 5,8794 x10°° 0,71799 0,000443
33 508,1 3,5752 x101° 4194 1,0596 x10°® 0,70392 0,0009683
36 360,3 09,7623 x10™* 3799 2,905 x107° 0,73042 0,0005424
39 235,4 1,615 x10° 2528 5,0582 x10°° 0,72186 0,0004632
42 226,3 2,0356 x107° 2517 5,198 x10°° 0,72636 0,0026894
45 180,8 2,5462 x107° 2009 6,5136 X107 0,72634 0,0026903
48 - - - - - -
4.2x10°
3,5x10"
—~ 2.8x10°
£ ]
-
S 2.1x10°
N 1 -
1,4x10° ...-'
7,0x10° -
| 00*° * PCL-14Ag-SC
0"0 T J T T T
0 1x10° 2x10° 3x10° 4x10°
Z’ (Ohm)

Figura 6.21. Grafica Z’ vs Z’’ para la muestra PCL-14Ag-SC a 48°C. (Sin la formacion de

semicirculo)

Tabla 6.5. Parametros de los circuitos equivalentes de la muestra PCL-20Ag-SC

PCL-20Ag-SC
Chi-
Temperatura R- Ag* R- NOy
[C] [Ohm] C[F] [Ohm] CPE [F] n cua(;lrado
X) [-]

24 535,9 1,3192 x10™% 3416 2,0862 x10 0,74352 0,0000461
27 277,6 2,5389 x10° 1773 4,009 x10° 0,7437 0,000046
30 133,9 4,2106 x10® 1531 1,8245 x10°® 0,6407 0,000309
33 90,9 6,1329 x10*° 1091 2,472 x10® 0,6274 0,0003094
36 174,5 3,3894 x101° 1110 6,066 x10® 0,59204 0,000494
39 176 3,3635 x101° 1117 6,0786 x10°® 0,59159 0,000488
42 203,5 2,9606 x101° 981,6 8,798 x10® 0,59373 0,0005005




45 209,5 2,7239 x10™° 983,4 8,382 x10® 0,59841 0,000642
48 - - - - - -
4,5x10°
3,6x10°
E 2,7x10"
-]
<
:N 1,8x10"
9,0x10°
PCL-20Ag-SC (48°C)
0~0 b T T T T
0,0 9,0x10°  1,8x10°  2,7x10°  3,6x10°  4,5x10°
Z’ (Ohm)

Figura 6.22. Grafica Z’ vs Z’* para la muestra PCL-20Ag-SC a 48°C. (Sin la formacion de

PCL-Mg-SC

semicirculo)

Tabla 6.6. Parametros de los circuitos equivalentes de la muestra PCL-5Mg-SC

PCL-5Mg-SC
Chi-
Temperatura R- Mg*? R- NOs
C] [Ohm] C[F] [Ohm] CPE [F] n cuatzj rado
X9) [-]

24 2005 5,5916 x10™* 2501 1,9829 x10°® 0,63293 0,001153
27 729,6 3,3726 x101° 2198 1,1192 x10°® 0,72645 0,003575
30 614,2 1,8974 x10°%° 1216 3,048 x10® 0,64778 0,001329
33 638,8 1,7512 x10™%° 1145 9,6535 x10® 0,59364 0,001453
36 249,9 9,3056 x10™* 782,9 1,6608 x10™%° 1 0,006385
39 556,7 1,1378 x10°%° 1174 3,2318 x101° 1 0,009849
42 514,3 1,512 x10°7%° 2033 1,901 x10°%° 1 0,006149
45 678,3 9,7058 x10™* 1847 2,0755 x101° 1 0,0077601
48 613,5 1,2948 x10°%° 1723 2,2114 x101° 1 0,005767

Tabla 6.7. Parametros de los circuitos equivalentes de la muestra PCL-7Mg-SC

PCL-7Mg-SC
Temperatura R- Mg*? R- NOy Chi-
[°C] [Ohm] CI[F] [Ohm] CPE [F] n cuatzjrado
(X9 []

24 884,8 1,8114 x107%° 1339 4,8228 x10® 0,60693 0,001246
27 649,4 2,2926 x10° 1088 3,7524 x10® 0,62678 0,000813
30 733,4 1,3253 x10™%° 598 1,6911 x10° 0,47228 0,0011694
33 433,7 2,2687 x10™° 387,8 2,8066 x10° 0,45358 0,0016721
36 203,6 7,4278 x10™* 333,6 2,2623 x10™° 1 0,001039
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39 285 2,1342 x10° 574,2 3,6272 x10™° 1 0,001238
42 292,3 1,6579 x101° 774.6 2,8742 x10™° 1 0,006807
45 318,5 1,5216 x10° 843,6 2,6394 x101° 1 0,006786
48 298 1,476 x10°7- 806,8- 2,3985 x101° 1 0,005677

Tabla 6.8. Parametros de los circuitos equivalentes de la muestra PCL-10Mg-SC

PCL-10Mg-SC
Temperatura R- Mg*? CF] R- NOy CPE [F] . cueijhrlz:ldo
[°C] [Ohm] [Ohm] )
X) [-]
24 491,4 1,9155 x10™° 577,7 2,4099 X107 0,56775 0,0009939
27 2713 4,129 x10° 436,3 1,0455 x10°® 0,4734 0,002559
30 204,1 6,7823 x10* 240,3 4,2456 x10° 1 0,002743
33 128,1 7,857 x101° 178,3 7,7883 x10™* 1 0,002152
36 1221 7,7696 x1071* 169,3 5,0101 x107° 1 0,004387
39 181,5 2,724 x10™° 404,9 4,9996 x10° 1 0,003312
42 214,9 1,9269 x101° 614,2 3,0882 x1071° 1 0,005877
45 237,7 1,4731 x10™° 586,2 3,2858 x1071° 1 0,006481
48 332,2 1,4233 x10™1° 670,8 3,4532 x107™° 1 0,008012
Tabla 6.9. Parametros de los circuitos equivalentes de la muestra PCL-14Mg-SC
PCL-14Mg-SC
Chi-
Temperatura R- Mg*? R- NOg
[°C] [Ohm] CI[F] [Ohm] CPE [F] n cuagrado
X) [-]
24 56,02 8,6122 x10° 365,4 2,3334 x10”7 0,64548 0,001349
27 48,89 4,2436 x10°° 288,3 9,8983 x10°® 0,70818 0,0032852
30 47,12 2,4559 x10°° 257,7 8,5103 x10°® 0,6708 0,0021992
33 36,88 3,2929 x10°° 233,7 8,4292 x10°® 0,70105 0,0037615
36 19,84 3,8482 x10°° 206,2 3,7316 X107 0,61849 0,0013031
39 58,94 2,8042 x10°® 322,1 1,044 x107 0,69691 0,003062
42 94,06 3,631 x10™° 257 7,7651 x107™° 1 0,0062988
45 103 5,8816 x10™° 346,9 9,0958 x107° 1 0,0078232
48 156,8 4,673 x10° 396,3 9,641 x10° 1 0,0072476

Tabla 6.10. Pardmetros de los circuitos equivalentes de la muestra PCL-20Mg-SC

PCL-20Mg-SC
Chi-
Temperatura R- Mg*? R- NOy
F PE [F
[°C] [Ohm] CI[F] [Ohm] CPE [F] n cuagrado
X) [
24 64,23 1,155 x107° 131,9 4,8568 x10™* 1 0,00079043
27 41,63 1,9767 x10°° 83,09 5,6956 x10™* 1 0,0014972
30 21,69 4,988 x10°° 82,58 5,4505 x10™* 1 0,0027987
33 19,26 4,8638 x10° 92,57 5,8466 x10™* 1 0,00056757
36 14,67 4,667 x10°° 59,34 2,3572 x10* 1 0,0010034
39 53,3 1,246 x10°° 82,46 1,3619 x10°%° 1 0,00091715
42 79,49 3,2623 x10* 123,4 3,5593 x101° 1 0,00046566




45 107,5 1,4998 x107° 1443 5,1068 x10™° 1 0,001123
48 84,98 8,7091 x10° 2121 1,8298 x10°° 1 0,0071545
PCL-Ag-EL

Tabla 6.11. Parametros de los circuitos equivalentes de la muestra PCL-5Ag-EL

PCL-5Ag-EL
. . Chi-
Temperatura  R- Ag R- NO;
[°C] [Ohm] CI[F] [Ohm] CPE [F] n cuacZJ rado
X9) [-]
24 3751 1,2908 x10™° 24892 6,167 x10™° 0,8265 0,00064769
27 2438 1,985 x10°7%° 16206 9,4659 x101° 0,82653 0,00064848
30 2685 58171 x10* 10193 1,1523 x10°° 0,77653 0,0016824
33 2127 7,168 x101* 8603 1,3126 x10°° 0,77951 0,0013162
36 1801 7,6446 x10™* 9196 6,6815 x107° 0,81909 0,0012176
39 1174 1,2152 x10°%° 5590 1,1633 x10° 0,81534 0,0015753
42 1151 1,3445 x10°%° 4627 1,6395 x10° 0,80538 0,0029546
45 1882 7,4913 x10™ 9186 6,9251 x107™° 0,81675 0,0014472
48 4639 3,2202 x10™* 20110 3,5096 x1071° 0,81 0,0022499

Tabla 6.12. Parametros de los circuitos equivalentes de la muestra PCL-7Ag-EL

PCL-7Ag-EL
R . Chi-
Temperatura R- Ag R- NO;
[°C] [Ohm] CI[F] [Ohm] CPE [F] n cuaczirado
(X9) [-]
24 260500 3,1033 x10™* 633240  7,3045 x10™* 0,95511 0,0097172
27 102740 7,2602 x10™* 336940 9,743 x10™* 0,96414 0,010067
30 20225 1,6828 x10°%° 241640  7,2712 x10™ 0,95917 0,0067208
33 12699 2,9289 x10° 121800  1,5197 x10™° 0,95771 0,005771
36 7001 9,0676 x10™* 46494 3,466 x10° 0,86679 0,0031473
39 4704 1,3191 x107%° 32517 4,805 x10%° 0,86872 0,0028212
42 3689 6,2621 x107* 24108 1,3294 x107%° 0,8967 0,003777
45 12536 1,777 x10™™ 87994 3,4274 x10™ 0,89964 0,0040347
48 18363 1,213 x10™ 128930  2,3391 x10™ 0,8945 0,004047

Tabla 6.13. Pardmetros de los circuitos equivalentes de la muestra PCL-10Ag-EL

PCL-10Ag-EL
Chi-
Temperatura R-Ag’ R- NOs
F PE [F
C] [Ohm] CI[F] [Ohm] CPE [F] n cuagjrado
X9) [-]
24 812,7 1,0839 x10°° 1534 1,3965 x10°” 0,55426 0,0005259
27 481,8 1,8195 x102° 974,2 1,6607 x10” 0,57011 0,0003836
30 4273 2,4745 x101° 768,7 2,9315 x10” 0,56878 0,0030913
33 334,9 3,1755 x101° 582,7 3,1236 x10” 0,47779 0,0031409
36 233,7 2,6167 x101° 747,3 1,7253 x10°® 0,73407 0,0005402
39 213,1 2,8582 x101° 677,7 1,8826 x10°® 0,73487 0,00053751
42 655,5 7,6823 x101* 1019 2,4643 x10® 0,42229 0,0012299
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45
48

2129
2985

2,4043 x10 L
1,7163 x101

2496
3872

8,2126 x10”
8,3039 x10”

0,42188
0,40329

0,0024187
0,0020902

Tabla 6.14. Parametros de los circuitos equivalentes de la muestra PCL-14Ag-EL

PCL-14Ag-EL
Temperatura R- Ag* R- NOy Chi-
°C] [Ohm] CI[F] [Ohm] CPE [F] n cuaglrado
(X9 []
24 2415 2,3464 x10™° 15662 55344 x10™°  0,86297 0,0039446
27 1677 3,3672 x10™° 10981 7,8602 x10™° 0,86322 0,0039489
30 1881 1,3147 x10™° 8603 2,3831 x10° 0,76966 0,0056479
33 833,7 2,6727 x10™° 4856 3,5095 x10°° 0,78209 0,0031534
36 829,6 3,2007 x10™° 4630 3,9543 x10°° 0,80502 0,0048024
39 535,5 4,9541 x10° 2991 6,1181 x10° 0,80504 0,0048099
42 1017 3,386 x10™%° 17084 3,3395x10°  0,91994 0,0039139
45 1943 1,8127 x10™° 31778 1,8451 x10°  0,91914 0,0036329
48 1870 1,8416 x10™° 31436 1,8161 x10°  0,91989 0,0039167
PCL-Mg-EL
Tabla 6.15. Parametros de los circuitos equivalentes de la muestra PCL-5Mg-EL
PCL-5Mg-EL
Temperatura R- Mg*? R- NO3 Chi-
C] [Ohm] C[F] [Ohm] CPE [F] n cuaglrado
X) [-]
24 1262 1,0423 x10™° 4403 7,9149 x10°® 0,40446 0,0024184
27 621,17 1,0535 x10™° 3575 1,6247 x10° 0,42865 0,0023834
30 205 3,320 x10™%° 1153 1,812 x10°® 0,58028 0,0029186
33 194,6 4,6557 x10™%° 556,8 4,7938 x10°® 0,54279  0,00088874
36 89,5 4,1265 x10° 209,6 1,6695 x10° 0,50504 0,001758
39 53,86 9,4004 x10™° 111,3 3,2612 x10°® 0,6844 0,0010606
42 16,55 2,9138 x10° 50,55 2,450 X107 0,51211  0,00080214
45 110,9 3,984 x10™° 290,3 1,0126 x107 0,7911 0,0016194
48 126,2 6,348 x107° 594,9 1,2105 x10°7 0,81958  0,00054074
Tabla 6.16. Parametros de los circuitos equivalentes de la muestra PCL-7Mg-EL
PCL-7Mg-EL
Temperatura R- Mg*? R- NOy Chi-
[C] [Ohm] CI[F] [Ohm] CPE [F] n cuat;lrado
(X9 []
24 1877 8,349 x10™* 4535 2,302 x107° 0,79094 0,0020024
27 887 2,7078 x10° 2515 4,0706 x10°° 0,78258 0,015691
30 406,5 2,6847 x10™° 773,4 3,6118 x10°® 0,4133 0,0013655
33 1944 1,9687 x10° 513,4 2,425 x10°® 0,84958 0,0050052
36 137,6 3,4332 x10™° 314,9 3,937 x10” 0,5489 0,001849
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4,0889 x10°

45 2229 413,4 4,4441 x107 0,60717 0,60717
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Figura 6.23. Grafica Z’ vs Z’* para la muestra PCL-7Mg-EL a 39°C. (Sin la formacion de
semicirculo)
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Figura 6.24. Grafica Z’ vs Z’’ para la muestra PCL-7Mg-EL a 42°C. (Sin la formacion de
semicirculo)

Tabla 6.17. Parametros de los circuitos equivalentes de la muestra PCL-10Mg-EL

PCL-10Mg-EL
Chi-
Temperatura R- Mg*? R- NOy
F PE [F
°C] [Ohm] CI[F] [Ohm] CPE [F] n cuatzjrado
(X9) [-]
24 48157 3,0211 x10"2 48096 2,9924 x10™° 0,75162 0,0006566
27 10278 9,7477 x102 26926 4,243 x10™! 0,8933 0,00019926
30 2020 2,8275 x101° 5089 4,5945 x107 0,52792 0,0020433
33 1137 1,3162 x10° 2238 1,7072 x10°® 0,72998 0,0012047
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36 425,9 3,5943 x10™° 796,2 6,5779 x10® 0,71374 0,0012884
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Figura 6.25. Grafica Z’ vs Z’’ para la muestra PCL-10Mg-EL a 39°C. (Sin la formacion de
semicirculo)
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Figura 6.26. Grafica Z’ vs Z”’ para la muestra PCL-10Mg-EL a 42°C. (Sin la formacion de

semicirculo)
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Figura 6.27. Grafica Z’ vs Z’’ para la muestra PCL-10Mg-EL a 45°C. (Sin la formacion de
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Figura 6.28. Grafica Z’ vs Z”’ para la muestra PCL-10Mg-EL a 48°C. (Sin la formacion de

semicirculo)

Tabla 6.18. Pardmetros de los circuitos equivalentes de la muestra PCL-14Mg-EL

PCL-14Mg-EL
Chi-

Temperatura R- Mg*? R- NOy

C] [Ohm] CI[F] [Ohm] CPE [F] n cuagj rado
(X9) [-]

24 17145 1,8912 x10° 98422 2,201 x10° 0,88075 0,0043472
27 9020 2,1539 x10°° 26396 6,644 x10° 0,74098 0,0054212
30 3083 6,054 x10™* 7069 4,1529 x10” 0,43581 0,00042901
33 3685 2,9129 x10™* 6637 1,5649 x10~ 0,49581 0,00118
36 2638 4,0629 x10™* 5073 3,133 x10” 0,47762 0,0012401
39 1326 9,4893 x10™* 2924 1,4399 x10°® 0,71661 0,001201
42 651,8 2,6289 x10° 1025 3,7998 x10°® 0,7163 0,0011476
45 976,9 1,7564 x10° 1532 2,5356 x10® 0,71629 0,0011561
48 1000,9 4,4699 x10° 2718 1,796 x10°” 0,66459 0,001608
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ANEXO 3: Ensayo preliminar de evaporacion de disolvente con
bomba de vacio

(110)

PCL-10Mg-SC
= Mg(NO,),. 6H,0
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Figura 6.29. Difractograma XRD de la muestra PCL-10Mg-SC obtenida con bomba de vacio
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