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Resumen y Abstract IX

Resumen

Obtencién y caracterizacion de dos scaffolds poliméricos, cargados
con compuesto con potencial bioactivo, utilizando la técnica de

electrospinning.

Antiinflamatorios no esteroideos como el ibuprofeno (IBU), suelen ser administrados por
via oral para tratar enfermedades articulares. Sin embargo, presentan efectos
secundarios a largo plazo como riesgo de infarto, accidente cerebrovascular,
insuficiencia renal, sangrado gastrointestinal, entre otros. En etapas avanzadas se
presentan dafios en el cartilago, por lo que las Ultimas investigaciones se han orientado
a dispositivos (scaffold) que puedan reparar este tejido. Esta tesis pretende contribuir a
estos nuevos métodos, con scaffolds que tengan el poder de coadyuvar en el tratamiento
de estas enfermedades, disminuir el dolor y reducir los efectos segundarios. Para esto se
elaboran dos scaffold de PCL cargados con 10% de IBU y se evalla la influencia de la
técnica de fabricacion del scaffold, electrospinning (SE) y solution blow spinning (SBS).
Se caracterizaron por microscopia SEM, FTIR, tensién, angulo de contacto, isoterma-
BET y DSC. También fue analizada la cinética de liberacion de IBU, donde se obtuvo una
liberacion rapida del farmaco, debido al pequefio tamafio de la molécula a liberar y la
porosidad interna de las fibras. Los resultados de la caracterizacion mostraron que, con
la incorporacion de IBU se obtienen fibras de menor diametro y scaffold con mayor
resistencia a la tension y fragilidad. Por otro lado, el proceso de esterilizacion genera
cambios morfolégicos en las fibras, aumentando la cristalinidad y suprimiendo la
hidrofobicidad de PCL, lo que favoreceria la biocompatibilidad del scaffold. SBS se
destac6é por presentar una liberacion mas controlada y SE por producir fibras mas

homogéneas y con mejores propiedades mecanicas.

Palabras clave: Electrospinning, Solution Blow Spinning, Ibuprofeno, Policaprolactona,

Esterilizacién UV.



X Obtencién y caracterizacion de dos scaffolds poliméricos, cargados con compuesto
con potencial bioactivo, utilizando la técnica de electrospinning.

Abstract

Fabrication and characterization of two polymeric scaffolds, loaded with potentially
bioactive compound, using the electrospinning technique.

Non-steroidal anti-inflammatory drugs such as ibuprofen (IBU) are usually administered
orally to treat joint diseases. However, they have long-term side effects such as the risk of
heart attack, stroke, kidney failure, gastrointestinal bleeding, among others. In advanced
stages, cartilage damage occurs, so the latest research has focused on devices
(scaffolds) that can repair this tissue. This thesis aims to contribute to these new
methods, with scaffolds that be able to assist in the treatment of these diseases, reduce
pain and side effects. Hence, two PCL scaffolds loaded with 10% IBU are made and the
influence of the scaffold manufacturing technique, electrospinning (SE) and solution blow
spinning (SBS), is evaluated. They were characterized by SEM microscopy, FTIR, strain,
contact angle, isotherm-BET, and DSC. The release kinetics of IBU was also analyzed,
where a rapid release of the drug was obtained, due to the small size of the molecule to
be released and the internal porosity of the fibers. The results of the characterization
reveal that with the incorporation of IBU fibers of smaller diameter and scaffold with
higher resistance to tension and brittleness are obtained. On the other hand, the
sterilization process generates morphological changes in the fibers, increasing the
crystallinity and suppressing the hydrophobicity of PCL, creasing the biocompatibility of
the scaffold. SBS stands out for a more controlled release and SE for producing more

homogeneous fibers with better mechanical properties.

Keywords: Electrospinning, Solution Blow Spinning, Ibuprofen, Polycaprolactone, UV

Sterilization.
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Introduccioén

La degeneracion del cartilago afecta a varios grupos de la poblacion colombiana, como lo
son personas que padecen osteoartritis, personas con malformaciones genéticas y
lesiones en deportistas. Segun la COPCORD Asociacion Colombiana de Reumatologia,
en un estudio realizado en 2018, indica que 1 de cada 4 adultos padece de alguna
enfermedad reumatica y que la enfermedad con mas prevalencia en las 6 ciudades
principales en el pais es la Osteoartritis con un 10,81%[1]. Las enfermedades reuméticas
son progresivas y estan asociadas a un dolor cronico, constituyendo una de las
principales causas de morbilidad, discapacidad laboral, deteriorando la calidad de vida y
dando altos costos al sistema de salud. Segun la OMS el 80% de las personas con
osteoartritis tendr& limitaciones en el movimiento y el 25% no podra realizar actividades
de la vida cotidiana [2]. Las articulaciones que mas se afectan son las que tienen mayor
gasto a lo largo de los afios, como lo son la rodilla, cadera, dedos y columna. Sin
embargo, otras condiciones adicionales al envejecimiento pueden aumentar el riesgo de
padecer esta enfermedad. Por ejemplo, contar con una condicién de obesidad puede
ocasionar un mayor esfuerzo en la articulacion de la rodilla, el impacto es tal, que tan
solo disminuir el peso en 5kg puede reducir el riesgo de padecer osteoartritis de rodilla
en un 50%][3]. Otro ejemplo es el caso de una persona que hubiese laborado en
agricultura mas de 10 afios, ya que las actividades realizadas aumentaran 9,3 veces el
riesgo de problemas de salud relacionados a las articulaciones.

La osteoartritis es una enfermedad que no tiene cura, sin embargo, existen varios
tratamientos que ayudan a aliviar los sintomas, algunos de estos son mantener un estilo
de vida saludable, con un peso corporal adecuado y realizando ejercicio regularmente.
Por otro lado, para disminuir el dolor, los especialistas formulan medicacion y terapias
para hacer mas faciles las actividades diarias. Cuando la enfermedad est4 mas avanzada
y estos tratamientos no son suficientes, se opta por realizar cirugias de reparacion, para
fortalecer o reparar las articulaciones. La pagina web NHS [4], especifica cuales
tratamientos se utilizan actualmente para esta enfermedad, indicando medicinas para

aliviar el dolor, paracetamol, farmacos antiinflamatorios no esteroidales (NSAIDs),
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opioides, capsaicina en crema o inyecciones de esteroides. Con respecto a este Ultimo
tratamiento, un estudio publicado en 2019 por Kompel y colaboradores [5] sugiere
considerar muy bien las inyecciones de corticosteroide para aliviar el dolor en rodilla, ya
gue generan problemas adversos como la aceleracion de la osteoartritis, la fractura por
insuficiencia subcondral, complicaciones de osteonecrosis y destruccion rapida de las
articulaciones con pérdida ésea. Por otro lado, la terapia con anti-inflamatorios NSAIDS
via oral, puede causar malestar estomacal, problemas cardiovasculares, problemas de
sangrado y dafio hepético y renal; sin embargo, en algunos casos son aplicados en la
piel y presentan menos efectos secundarios([4]-{6]).

En el caso del implante de condrocitos se presentan limitaciones, ya que puede formar
tejidos fibrocartilaginosos con bajas caracteristicas mecanicas, invasivos y que requiere
mucho tiempo de recuperacién. Los estudios actuales en ingenieria de tejidos estan
buscando disefar y sintetizar estructuras que puedan reparar el cartilago, considerando
gue el material que sirva como soporte de las células que se van a proliferar cuente con
una matriz extracelular similar a la real y que sea un proceso controlable. [7]

Varios de los scaffolds desarrollados favorecen la proliferacion, diferenciaciéon celular y
son candidatos prometedores para la regeneracion de este tejido. Asimismo, estudios
mas recientes mejoran estos biomateriales con la funcionalizacibn de estos con
farmacos. Aprovechando los avances en sistemas de liberacion de farmacos, ya que se
pueden incluir un nimero de agentes terapéuticos y biolégicos los cuales mejoraran la
aceptacion del scaffold, el proceso de crecimiento del tejido y su diferenciacion. Para
incluir estos compuestos bioactivos en los scaffolds se utilizan técnicas de
electrospinning [8].

Algunos autores de articulos en el area regeneracion de cartilago, han expresado que se
deben enfocar esfuerzos en que esos compuestos bioactivos realicen una diferenciacion
celular dirigida al fenotipo requerido y que se puedan utilizar células del paciente para su
posterior reparacién in situ [8], [9]. El principal inconveniente se debe a que el cartilago
articular tiene una pobre capacidad de regeneracion debido a la baja vascularizacion y la
limitada proliferacién de condrocitos. [7] Los condrocitos responden a las citocinas, las
sefiales del factor de crecimiento y los estimulos fisicos de manera compleja para
mantener la integridad de las articulaciones. Si se rompe este equilibrio, la degradacion
de la matriz del cartilago, mediada por enzimas proteoliticas que ya no estan equilibradas
por los inhibidores de la proteasa, da como resultado la liberacién de fragmentos de

matriz en el espacio sinovial. En la Ultima etapa de la enfermedad, el catabolismo supera
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la reparacion de la matriz (anabolismo). La fagocitosis de los productos de degradacion
de la matriz del cartilago por los macréfagos sinoviales esta relacionada con la
inflamacién crénica de la membrana sinovial, que a su vez produce la sintesis local de
MAs proteasas Y citocinas proinflamatorias. [3]

Para reducir la inflamacién y funcionar como coadyuvante del tratamiento de osteoartritis,
se podria fabricar un scaffold que contenga un sistema de liberacion de un compuesto
activo (antiinflamatorio), que apoye el tratamiento de regeneracion de cartilago de rodilla
y a su vez pueda disminuir el dolor y los efectos segundarios NSAIDs. Sin embargo, ain
no se cuenta con informacién mas especifica sobre los criterios de decision que permitan
determinar la técnica de electrospinning mas adecuada para cargar compuestos
bioactivos en un scaffold. Por lo que en este trabajo se espera contribuir a la comunidad
académica con la comparacién entre dos técnicas, de manera que los resultados y
conclusiones logradas puedan ayudar al disefio de scaffolds, y particularmente en los

gue van a ser utilizados como coadyuvantes del tratamiento de osteoartritis.

Objetivo general

Obtener y caracterizar dos scaffold poliméricos, cargados con un compuesto con

potencial bioactivo, utilizando la técnica electrospinning.
Objetivos especificos

e Determinar los parametros del proceso que permitan obtener dos scaffolds
poliméricos cargados con un compuesto con potencial bioactivo.

e Caracterizar los scaffolds por medio de microscopia electrénica, espectroscopia
IR y curva de liberacién del compuesto cargado.

¢ Identificar los cambios en las propiedades mecanicas y temperatura de transicion

vitrea de los scaffolds, pre y post esterilizacién ultravioleta.






1. Estado del arte

1.1 Articulacion de larodilla

La articulacion de la rodilla [10] es una de las mas grandes, complejas y ademas de estar
sometida al mayor estrés en el cuerpo humano. Se compone de dos articulaciones, la
tibiofemoral que permite la conexion entre fémur y la tibia; y la patelofemoral que conecta
del fémur y la paleta. Estas permiten los movimientos de extension, flexién, rotacion
lateral y medial parcial en posicién de flexion; el &ngulo méximo de flexion es de 140°
cuando la articulacion de la cadera esta flexionada.

Esta articulacion es del tipo sinovial, que se caracteriza por tener una cavidad que evita
el contacto directo entre las caras articulares. La cavidad articular por su parte contiene
liquido sinovial, el cual es transparente y viscoso. Es un dializado del plasma sanguineo
gue contiene proteinas, hialuronato, glucosa y agua; sus funciones principales son las de

lubricacién, amortiguacion y nutricién del cartilago articular [11].

Figura 1-1: Partes de la articulacién de la rodilla
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Nombre de la fuente: Stanford Medicine — Childrens Health [12]
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Por su parte el cartilago se compone de células y matriz extracelular (en mas de 95% del
volumen). Las células especificas presentes en este tipo de tejido se denominan
condrocitos y condroblastos. Poseen un reticulo endoplasmatico rugoso y un aparato de
Golgi relativamente grande. La matriz extracelular es solida, firme y maleable, es
producida por los condrocitos y esta formada por agua (alrededor de 80%), colageno,
acido hialurénico, proteoglucanos y diversas glucoproteinas[11]. La interaccién entre gran
cantidad de agregados de glucoproteinas muy hidratadas y las fibras de colageno,
permite la difusién de sustancias desde los vasos sanguineos del tejido conjuntivo hasta
las células inmersas [13]. El cartilago se clasifica en tres tipos, dependiendo de las
caracteristicas de la matriz extracelular, los cuales son elastico, fibrocartilago y hialino.
Particularmente, la articulacion tibiofemolar cuenta con una capa gruesa de cartilago
hialino[10]. Este tipo de cartilago es vitreo, transparente y de color blanco azulado. En su
composicién cuenta con 60-80% de agua, 15% de colageno (dentro de los cuales 80% es
colageno tipo Il, 15% es colageno tipo IX y Xl y 5% colageno III,VI,X,XII,XIV), 9% de
proteoglucanos, 5% de glucoproteinas y 3-5% de condrocitos generalmente organizados
en grupos[13], [14]. En microscopia electronica, las fibras de colageno se identifican
como fibrillas individuales paralelas de un didmetro 15-40nm [13]

En enfermedades degenerativas, como la osteoartritis, se liberan citocinas, que a su vez
generan agrecanasas y metaloproteinasas. Segun Rodriguez y colaboradores [15], la
presencia de estas moléculas inicia la degradacion de la matriz extracelular y se estimula
la produccion de compuestos caracteristicos del fibrocartilago, como el colageno tipo |,
aumentando el coeficiente de friccion entre los huesos.

Para atender lesiones en el cartilago de rodilla, se tienen diferentes tratamientos,
dependiendo la edad del paciente, el origen de la lesién y la magnitud del dafio. En orden
ascendente de tratamientos con respecto al dafio en el tejido, se encuentran [16]:

1. Condroplastia: se extirpan los fragmentos de cartilago dafiados.

2. Micro-fracturas: con pequefios punzones o agujas, se rompe la lamina calcificada
de cartilago hialino permitiendo el contacto con hueso, facilitando el contacto de
células madre mesenquimales con la lesion, para que estas formen nuevo tejido.

3. Mosaicoplastia: trasplante de cartilago propio, obtenido de una zona que no
soporte peso corporal.

4. Mega trasplante: osteo-condral: trasplante de mayor tamafio, obtenido de rodilla

de cadaver o de la parte posterior del céndilo femoral del paciente.
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5. Infiltracion de células madre mesenquimales: se extraen de la grasa abdominal

del paciente, han sido utilizadas para dafios generales en el cartilago y se utilizan

aplicando infiltraciones.

6. Protesis de rodilla: remplazar la articulacion dafiada por una articulacion artificial

de metal.

De estas opciones, las dos Ultimas son comunmente utilizadas para lesiones generadas

por osteoartritis, ya que el dafio se produce en el total del tejido.

1.2 Investigaciones actuales

Para algunos

de

los procedimientos mencionados anteriormente,

se estan

implementando biomateriales que favorezcan la regeneracion de cartilago de la rodilla.

Varias de estas alternativas ya se encuentran en fase 3 de estudios clinicos o

posteriores, en la Tabla 1-1 se muestran algunos ejemplos.

Tabla 1-1: Biopolimeros en fase 3 de estudio clinico o a la venta utilizados para la
regeneracion de cartilago.
Nombre Fase Proceso Material Edad Ref.
GelrinC Fase 3 | Microfractura PEG - fibrinogeno | 15-60 [17],
humano afios [18]
Condrocitos
autélogos
MACI Fase 3 | Microfractura cultivados en la 18-55 [19],
afios [20]
membrana de
colageno porcino
Capa superior de
Estimulacion de | colageno tipo |,
: la médula ésea: | capa inferior Menores
MaioRegen Venta perforacion o hidroxiapatita 60 [21]
microfracturas enriguecida con
magnesio.
Implante de
NeoChart Fase 3 tejld,O de l\_/Iatnz de colageno 1§-59 [22],
cartilago tipo | afnos [23]
autélogo
Producto de Scaffold de
NOVOCART® Fase 3 implantacion de | colageno 14a 65 [24],
3D condrocitos tridimensional afios [25]
autélogos bifasico




8 Obtencidn y caracterizacion de dos scaffolds poliméricos, cargados con

compuesto con potencial bioactivo, utilizando la técnica de electrospinning.

Sin embargo, como se puede observar en la tabla anterior, estos biomateriales no estan
dirigidos a personas mayores (generalmente mayor de 65 afios), ya que pueden tener
dificultades con el uso de muletas y el proceso de rehabilitacién. Adicionalmente, para el
proceso de microfractura se recomienda que no se aplique a pacientes que tienen artritis
inducida por una enfermedad del cartilago o cualquier deficiencia que afecte al sistema
inmunoldégico (por ejemplo, artritis reumatoide) [26].

En las ultimas décadas la ingenieria de tejidos se ha convertido en un prometedor campo
de investigacion para la regeneracion del cartilago. En esta area se fabrican e implantan
scaffolds que funcionan como soporte para el crecimiento y diferenciacion celular,
intentando imitar la matriz extracelular. Al revisar la literatura se encuentra un nimero
bastante importante de articulos y patentes sobre scaffolds para regeneracion de tejidos,
siendo este un tema de interés actual. La busqueda en lens.org [27] (plataforma abierta
para la cartografia de innovacién en donde se cuenta con todos los documentos abiertos
de patentes en el mundo y se integran con literatura académica y técnica junto con datos
regulatorios y comerciales) de “Scaffold cartilage repair” muestra el siguiente mapa de
palabras, en el cual se muestran entre paréntesis el nimero de articulos relacionados

con esa palabra clave:

Figura 1-2: Mapa de palabras generado por lens.org para la busqueda "Scaffold
cartilage repair"

Wound healing (157)
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Nombre de la fuente: lens.org [27] Licencia CC:BY-NC.

Dentro de estos Ultimos temas de investigacion [5], [28], [29], uno de los que ha
incrementado interés es el uso de células madre para el tratamiento de lesiones

condrales focales, que consiste en aislar las células madres (ya sea de médula 6sea o
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derivadas de tejido adiposo), las cuales son un precursor de las células del tejido
conectivo con capacidad de autorrenovacion y diferenciacion en multiples tipos de células
del cuerpo, dentro de las cuales se encuentran los condrocitos (fundamentales en
cartilago).

Jain y Ravikumar [30], refieren que la ingenieria de tejidos se puede utilizar como
alternativa para tratamiento actual de la osteoartritis, ya que ayuda en la reparacion y
regeneracion del cartilago. Y ademas expresan que los avances actuales se enfocan en
el tratamiento celular, que implica la insercidon de genes y algunas moléculas bioactivas
como PRP, y en algunos casos estos tratamientos se realizan por medio de scaffold,

como se visualiza en la Figura 1-3.

Figura 1-3: Enfoques actuales para la regeneracion de cartilago.

Compressive
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Harder Layer with
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Nombre de la fuente: Martin y colaboradores [31] Licencia CC BY 4.0

Por otro lado, en una revision general en ScienceDirect para regeneracion de cartilago
(ver Tabla 1-2), se encuentran articulos de investigacion basados en materiales
biocompatibles, que combinados con otros compuestos mejoran su estructura y
bioactividad.
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Tabla 1-2:

Investigaciones actuales sobre regeneracion de cartilago.

Autores/ref

Objetivo

Conclusion

Park y colaboradores [32]

Técnica: Particulas de
hielo pulverizadas en
nitrégeno liquido.

Reducir la acidificacion
ocasionada por la
degradacion del PLGA 'y
mejorar la viabilidad celular
durante la diferenciacién
condrogénica.

El andamio de PLGA tiene
un efecto sinérgico sobre la
curacion condral a través
de la neutralizacion del pH
y la inhibicion de la muerte
celular proinflamatoria.

Andreas y colaboradores

[9]

Técnica: microesferas
por emulsién

Utilizar la insulina como
factor de crecimiento para
la ingenieria del tejido del
cartilago liberada de un
dispositivo de
administracion de PLGA
biodegradable.

La insulina liberada de
microesferas PLGA w/o/w
estimulé la formacion de
cartilago
considerablemente, lo cual
se confirm6 con el aumento
en la secrecion de
proteoglicanos y colageno
tipo Il.

Khatami y colaboradores

[7]

Técnica: Electrospinning

Modificar el &cido
hialuronato con anhidrido
acético para mejorar su
solubilidad y poder
combinarlo con PCL para la
formacion de scaffold que
permitan la diferenciacion
condrogénica de células
madre.

La presencia de acido
hialurénico acetilado en
scaffolds nano fibrosos
mejora la condrogénesis y
aumenta el efecto del
medio de diferenciacion.

Chen y colaboradores
[33]

Técnica: electrospinning-
coaxial

Encapsular GAS en
nanofibras de PCL, que
pueda promover el
crecimiento de condrocitos.

La liberacion de GAS fue
beneficiosa para el
crecimiento y la
proliferacion celular, y
podria tener ciertas
posibilidades de aplicacién
en la reparacién de la
artritis del cartilago.

1.3 Electrospinning

En esta técnica una o varias soluciones poliméricas son cargadas a una bomba que, a un
flujo determinado, conduce la solucién a una aguja, en la cual se aplica un alto voltaje(10-

70kV). Cuando el voltaje alcanza un valor suficiente, la fuerza de campo electrostatico
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sobre el polimero supera la resistencia viscosa y la tension superficial del fluido,
provocando que el chorro cargado se expulse hacia el cdtodo. Finalmente, las fibras
obtenidas son depositadas en un colector y su formacién estd basada en el alargamiento

uniaxial o elongacion del chorro de solucién de polimero o fundido.

Figura 1-4: Dibujo conceptual de la técnica electrospinning y sus principales variables.

H

@ (—\2_ r— Collector variables
; @0e®

\ P von Recum Lab

Nombre de la fuente: RecumLab [34]

Como se menciond, la fuerza impulsora de este proceso es la fuerza electrostatica. Es
asi como, bajo la fuerza de un campo electrostatico, el chorro de solucién cargada en la
punta de la hilera cambia de tamafio para mantener el equilibrio de fuerzas. Las fuerzas
repulsivas actian en direccién contraria a la tensién superficial en el cono de Taylor.
Cuando el campo electrostatico logra un voltaje critico el balance de fuerzas repulsivas
se rompe y un chorro cargado se libera desde la punta cénica de la gota. El voltaje
critico se calcula con la Ecuacion (1.1)

V2 = 4D—2(ln (@) - 1.5) (1.37Ry)(0.09) (1.1)

h2 R

Donde, D es la distancia desde aguja a colector, h es cabeza de la bomba o la presién de
liguido, R es el radio interior de la aguja, y es la tension superficial de la solucion
(unidades: D, h, y R en cm, y en dyn / cm). Se inserta el factor 0.09 para predecir el

voltaje.
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La formacion de fibras delgadas y continuas depende de la correcta combinacion de
todas las variables de la técnica, las cuales son [35], [36]:

Propiedades de la solucién
- Incrementando la conductividad de la solucién se mejora la calidad de las fibras,

reduciendo los defectos y el diametro.

- Una mayor viscosidad de la solucion inducird un mayor diametro de la fibra.
También, la volatilidad del solvente debe estar en una region determinada.

- Al reducir la tension superficial las esferas se pueden convertir en fibras lisas.

- Un disolvente mas voléatil puede dar como resultado fibras planas / de cinta y
fibras con poros superficiales.

- Una concentracién alta de polimero forma microfibras en forma de hélice, a
concentraciones medias se obtiene una mezcla de perlas y fibras, y a muy baja
concentracion se obtienen nanoparticulas.

- Un menor peso molecular del polimero solo formara esferas, sin embargo, si

este ya es muy alto formara fibras en escala micrométrica.

Voltaje

Al incrementar el voltaje acelerara el chorro de electrospinning y esto puede dar como
resultado un mayor volumen de solucion extraida en la punta de la aguja, y si el flujo de
la solucién esta fijo, esto resultar4 en un cono de Taylor mas pequefio e inestable. Se
espera que, al aplicar mayor voltaje, conduzca a un mayor estiramiento y se obtengan
fibras mas delgadas. Sin embargo, también puede ocurrir que, al aumentar la diferencia
de potencial, la aceleracion hacia el colector aumente y reduzca el tiempo en el aire (que

favorece que se estire la fibra), por lo que el resultado del diametro de la fibra es mayor.

Flujo

Cuando es muy alto el flujo, se producira goteo y se observaran fibras con perlas,
también aumenta el didmetro de la fibra. Cuando el flujo se incrementa por encima de
cierto limite, las fuerzas repulsivas debido a la carga sobre la solucién son insuficientes

para extraer la solucién de la punta de la boquilla. Sin embargo, cuando la velocidad es
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muy baja, se produce una interrupcion en el estiramiento y la formacion del cono de

Taylor, que da lugar a una mayor desviacion estandar en el diametro de la fibra.

Distancia entre capilar y colector

Si el voltaje se mantiene constante, la fuerza del campo eléctrico sera inversamente
proporcional a la distancia. Usualmente se utiliza distancias de 10-15cm, lo cual es
suficiente para evaporar el solvente. El incremento de la distancia entre la punta y el
colector reduce el diametro de la fibra ya que obtienen una mayor distancia de
estiramiento, sin embargo, cuando ya es demasiado lejano, el campo eléctrico se debilita

y el didmetro de la fibra aumenta, deberia existir un 6ptimo.

Parametros ambientales (temperaturay humedad)

Una humedad mas alta o baja da como resultado un didmetro de fibra mas grande y una
temperatura més alta resultara en fibras de didmetro més delgado.

Realizando una revision en lens.org [27] se observa que las publicaciones que relacionan
esta técnica son bastantes numerosas y esta en tendencia de aumento, como se ve en la

gréfica a lo largo de los ultimos afos:

Figura1-5: Mapa de palabras generado por lens.org para la busqueda

"Electrospinning".
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Nombre de la fuente: Pagina Web — Base de datos lens.org [27] Licencia CC:BY-NC
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Figura 1-6: Grafica de numero de documentos académicos publicados sobre

electrospinning desde 2000. Datos tomados de Lens.org.

Nombre de la fuente: Padgina Web — Base de datos lens.org [27] Licencia CC:BY-NC

Dentro del electrospinning, existen diferentes técnicas para incorporar farmacos,
proteinas u otro tipo de compuestos activos a las fibras poliméricas. Deshmukh vy
colaboradores [37] presentan 6 tipos de técnicas para cargar compuestos, como lo son
co-electrospinning, lado a lado, multi aguja, coaxial, emulsién e inmovilizacion de

superficie.

Figura 1-7: Técnicas para cargar farmacos, proteinas o compuestos bioactivos en

scaffold.

BN — Polymer solution [ Techniques for drug loading ] A — Drug molecules
— Drug solution

SESSES
SLIRE

Nombre de la fuente: Deshmukh y colaboradores [37] © 2019 Springer Nature

Switzerland AG
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Asi también Strobel y colaboradores [38], presentan 3 tipos de técnicas para incorporar
compuestos en las fibras:

- Mezcla directa: se usa cuando el polimero y el factor de crecimiento tienen una
solubilidad similar. El polimero y el agente terapéutico se combinan antes del
electrospinning para formar una solucion, lo cual es ventajoso debido a la
simplicidad en la fabricacién. Sin embargo, esto puede resultar en una alta
liberacion inicial del compuesto cargado, ya que tienden a ubicarse
predominantemente en la superficie de la fibra.

- Emulsién: una solucién tipicamente acuosa de factor de crecimiento se
emulsiona en una solucién de polimero, lo que conduce a que las gotas de
solucion de factor de crecimiento se encapsulan dentro de una cubierta de
polimero después del electrospinning.

- Coaxial: utiliza dos bombas diferentes para permitir el electrospinning de dos
soluciones diferentes juntas para crear fibras nucleo-cubierta, donde un nucleo de
solucién de factor de crecimiento esté contenido en una cubierta de polimero.

Para este trabajo se selecciona la técnica de mezcla directa para incorporar el
compuesto bioactivo y se estudian también la configuracion side-to-side (T-
Electrospinning) y coaxial disponibles en el Laboratorio de Electrospray y Electrospinning.

1.4 Solution Blow Spinning

Esta técnica permite obtener nano/microfibras de diametros similares a los obtenidos por
electrospinning, pero a una mayor tasa de produccién [39]. La produccion de fibras utiliza
una bomba de jeringa que transporta la solucién de polimero a la aguja interior de una
boquilla coaxial, mientras que un gas a alta velocidad fluye a través de la aguja exterior
(ver Figura 1-8).

El principio de funcionamiento hidrodinamico se explica a detalle en el articulo de Dadol y
colaboradores [39], que se describe en 4 pasos: la formacién de cono, el estiramiento del
chorro, la solidificacion del chorro y la deposicion de las fibras. El cono es formado
debido a la alta velocidad del aire en la salida de la aguja exterior, como se puede ver en
la

Figura 1-9, el aire que sale en la parte exterior de la boquilla se fusiona con el centro,

creando una zona de baja presion alrededor del cono, esta disminucién en la presion
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ocasiona un flujo inverso [39], [40], el cual a su vez genera cizallamiento en la interfaz de
solucion polimérica con aire, dando como resultado la formacién de una hebra fina de

polimero, que ira disminuyendo su didmetro a medida que el chorro sale de la boquilla.

Figura 1-8: Dibujo conceptual de la técnica solution blow spinning.

Compressor

Polymer ~ ¢

Syringe pump

Nombre de la fuente: Atif y colaboradores [40] Open Access

Figura 1-9: Flujo inverso en las proximidades de la punta de la jeringa de solucién de

polimero que puede obstruir la jeringa.

Reverse flow

..;m"n’;"«t'an}?;':\“

Nombre de la fuente: Atif y colaboradores [40] Open Access

Encontrar los parametros que con los que se obtengan fibras con morfologia adecuada,
presenta dificultad experimental, por lo que investigaciones como la presentada por
Czarnecka y colaboradores[41] aportan una ayuda valiosa para el desarrollo de esta
técnica. Alli se buscO establecer un protocolo de seleccion de pardmetros, para la
fabricacion de matrices fibrosas de PCL en tetrafluoretiieno (TFE) con un diametro
promedio deseado, grados de alineacion y morfologia de fibra uniforme. La viscosidad de
la solucion determina una “ventana de hilado” ellos observan que, para su boquilla, el 9%

de PCL en TFE es un valor de ventana superior, es decir, a partir de este punto se crea
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un proceso de formacion de chorro inestable con concentraciones de solucion de
polimero altas, lo que hace que el solvente se evapore rapidamente en la punta de la
aguja evitando la formacion de chorros de Taylor y dando como resultado fibras no
uniformes y con grandes gotas irregulares.

A pesar de que con esta técnica se pueden lograr nano/microfibras, aun no es tan
popular entre los cientificos. Esto se confirma con las graficas generadas por lens.org
[27], ya que para electrospinning se logra un pico de estudios realizados por encima de
3000 documentos como se observa en la Figura 1-6. Mientras que para el caso de
solution blow spinning, la misma grafica generada desde el afio 2000, en la misma

plataforma muestra un pico de alrededor de 500 documentos.

Figura 1-10: Grafica de nimero de documentos académicos publicados sobre solution
blow spinning desde 2000.
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Nombre de la fuente: Pagina Web — Base de datos lens.org [27] Licencia CC:BY-NC

En cuanto a investigaciones desarrolladas con esta técnica en los ultimos afios, para
aplicaciones biomédicas, se encuentran varias referencias en la literatura. Una de ellas
es el estudio publicado en 2021 por Llorente y colaboradores [42], quienes fabricaron un
scaffold para regeneracion de piel a partir de una mezcla de PCL y colageno. El autor
menciona que la técnica SBS tiene la dificultad de encontrar los parametros adecuados
para obtener fibras homogéneas, es una opcién mas versatil porque no es necesario

trabajar en presencia de un campo eléctrico intenso, lo que permite preparar el material
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in situ. Como resultados de la investigacion encuentran que la presencia de colageno
mejora la proliferacion celular y su concentracion con respecto a PCL no afecta la
biocompatibilidad de los materiales. Asimismo, identificaron una correlacién directa entre
la porosidad, la rugosidad, el angulo de contacto y la proliferacién celular.

De forma similar, Tomecka [43] utiliza la técnica de SBS para obtener nano fibras de poli
(&cido L-lactico) (PLLA) y poliuretano (PU) y evaltan la proliferacién de células cardiacas
sobre estas fibras. En este caso, los autores prefieren SBS sobre SE, pues permite
fabricar nanofibras con rangos de diametro similares al SE, con la ventaja de tener un
menos costo y una mayor tasa de productividad, por lo que el método se puede escalar
mas facilmente a nivel industrial. En cuanto a los resultados de su trabajo, reportan que
las nanofibras de PLLA y PU fabricadas permiten realizar un cultivo de células cardiacas
en condiciones mas similares a las del entorno in vivo.

Otro uso de polimeros como PCL y PLLA, que se reconocen por la FDA como
biocompatibles es en el uso de membranas fabricadas por SBS para la limpieza de
contaminante de aceite en agua. Trabajo realizado por Li y colegas [44], donde miden el
rendimiento de adsorcion y la reciclabilidad en crudo de petréleo, diésel y aceite de
cacahuete, encontrando una capacidad de absorcion de hasta 24.65 g/g. Asimismo
encontraron que el aumento de la cantidad de PLLA ocasiona una disminucién en el
diametro y la densidad, mientas que su porosidad aumento, incrementandose a su vez su
capacidad de adsorcién. El estudio también resalta que la técnica de SBS presenta una
ventaja para preparar membranas de material compuesto por varios tipos de polimeros

con diferentes propiedades fisicas y quimicas.

1.5 Seleccién de materiales

1.5.1 Polimero base del scaffold

Los materiales usados en ingenieria tisular de cartilago se resumen en el articulo de
revision realizado por Yilmaz y Zeugolis[45], alli se presenta una lista de polimeros
sintéticos utilizados, dentro de los cuales se encuentran PGA, PLA, PCL y sus
copolimeros, aprobados por la FDA para su uso clinico. Los autores comentan que en
cuanto a propiedades mecénicas y estructura robusta en el scaffold se destacan los

polimeros PLLA y PCL, por otro lado, en términos de proliferacion celular se sobresale
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PLLA y en términos de degradacion del polimero los scaffold de PGA, PLLA y PLGA
(50:50 y 85:15) se degradan més rapido. Adicionalmente, resaltan la policaprolactona
(PCL) como un polimero que favorecedor en la reparacion y regeneracion del cartilago,
ademds de otras caracteristicas atractivas como su bajo costo, estabilidad, larga rata de
degradacioén y largos periodos de regeneracion para el cartilago, capaz de promover la
proliferacion celular y alta diferenciacién condrogénica.

Adicionalmente otros estudios recientes encontrados con este polimero (Tabla 1-3), se
elige como punto de partida o base para el disefio de un scaffold que pueda ser

coadyuvante del scaffold a disefar.

Tabla 1-3: Investigaciones recientes, que han utilizado PCL como biomaterial.
Material Solvente Orientacion | Config. Comp. Tamafio fibras Ref.
Bioactivo
PCL Acetato de Aleatoria Mezclado Fitoquimicos | 208 +£9.6 nm [46]
etilo 316+7.0 nm
PGS/PCL TFE Aleatorio y Co-axial y Kartogenin 505-738 nm [47]
alineado mezclado
ac-HA/PCL DMSO/DMF | Alineado Mezclado - 475.1-1.179 nm | [7]
PCL Cloroformo Aleatorio Mezcladoy | BSA 6000nm [48]
DMF co-axial
PCL-PTHF HFIP Aleatorio Mezclado - 444-523 nm [49]
Colageno |
PCL/GAS HFIP Aleatorio Co-axial - 573-1318 nm [33]
PCL/GEL TFE Alineadas Mezclado - 300-690 nm [50]
Acido acético
PCL/CHT HFIP Aleatorio Mezclado Sulfato de ~300nm [51]
condroitina
PCL / fibroina HFIP Aleatorio Mezclado Sr2+ 200-600 [52]
de seda nm

A pesar de las ventajas que presenta la policaprolactona como biomaterial, cuenta con
varias desventajas notables, como su hidrofobicidad y falta de adhesion e interaccion
celular, las cuales disminuyen la probabilidad de recepcion del biomaterial en el cuerpo.
Para aumentar su afinidad con el tejido se revisaron algunos polimeros con

caracteristicas hidrofilicas, que puedan complementar la matriz,[53] [54]:
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e Quitosano: Es uno de los amino polisacéridos naturales mas abundantes. Es
derivado de la forma desacetilada de Chitin nativo obtenido de conchas de
cangrejo y camarones. Su composicion quimica incluye D-glucosamina y N-acetil-
D-glucosamina, los cuales son precursores de glicosaminoglicanos vy
proteoglicanos, algunos de los compuestos de la matriz extracelular del cartilago.
Este polimero presenta caracteristicas de no toxicidad, biocompatibilidad vy
biodegradabilidad. Es altamente sensible al agua, sin embargo, en condiciones
fisiologicas es insoluble. (pKA 6.5). También cuenta con mayor solubilidad en
medios &cidos, bajas propiedades mecanicas y un rendimiento de spinning
deficiente, por lo que se mezcla con polimeros.

e PGA: 4cido poli-glicélico: es aprobado por la FDA y esta disponible con el nombre
de Dexon®. Fue de los primeros materiales biodegradables utilizados en
aplicaciones clinicas como sutura.

e PVA: es un polimero semicristalino hidrofilico que cuenta con resistencia
mecanica y biocompatibilidad. PVA un material prometedor para aplicaciones
bioldgicas, incluso para apésitos para heridas, con membranas, reparaciones
quirurgicas, piel artificial y materiales de polimero correlacionados.

e Colageno: El cual es abundante en la matriz extracelular del cartilago, es una
macromolécula basada en aminoacidos en su mayoria glicina, prolina e
hidroxiprolina. Como es un constituyente natural del cuerpo, las fibras de
coladgeno proveen una adhesion natural de la superficie de las células. El
comportamiento de las células es afectado por el tipo de colageno usado en la
matriz, ya que por ejemplo los condrocitos mantienen mas su fenotipo en el
colageno tipo Il en comparacién con el tipo I. Si bien el uso de colageno tipo Il en
injertos de cartilago imita mas el entorno natural, el colageno tipo | se aisla
facilmente basandose en la disolucion del acido acético como subproducto animal
y, por lo tanto, se utiliza a menudo en ingenieria de tejidos.

Asimismo, se consideran las ventajas y desventajas presentadas Puppi y sus

colaboradores [55] y Patel y colaboradores [56], las cuales se presentan en la Tabla 1-4.
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Tabla 1-4: Tabla comparativa de ventajas y desventajas de polimeros de interés.
Polimero | Ventajas Desventajas

Colageno | Baja antigenicidad y buenas Baja rigidez biomecénica y rapida

y propiedades de unién a células. | biodegradacién. Toxicidad de algunos

derivados. | Excelente biocompatibilidad, de los agentes reticulantes. El colageno
bioreabsorbible, componente de tipo Il (especifico del cartilago)
natural de ECM, ya utilizado puede ser inmunogénico, con una
clinicamente. biomecénica relativamente baja.

Fibroina Una larga historia de uso en Necesidad de purificacion. La

de seda aplicaciones clinicas. contaminacién por sericina residual
Degradabilidad lenta, puede causar problemas de
versatilidad en el procesamiento, | biocompatibilidad.
notable resistencia mecanica y
estabilidad térmica. Decoracion
quimica sencilla, composicién y
secuencia genéticamente
adaptables.

Quitosano | Superficie hidréfila que Debilidad e inestabilidad mecanica.
promueve la adhesion, Incapacidad para mantener una forma
proliferacion y diferenciacion predefinida. Impurezas que afectan las
celular. Buena propiedades del material. Gelificacion
biocompatibilidad, no citotoxico y | lenta para aplicaciones in situ.
respuesta aceptable del
huésped. Actividad antibacterial.

Contiene componentes de
cartilago.

Acido Sin propiedades inmunogénicas, | Solubilidad del agua. Su superficie

hialurénico | facilidad de manipulacion del aniénica no promueve
tamarfio de la cadena, termodindmicamente la union celular y
interacciones con receptores de | la formacion de tejido.
superficie celular. Produccién
mediante fermentacion
microbiana a gran escala.

Poliésteres | Aprobacion de la FDA para Posible falla prematura del andamio

alifaticos diversas aplicaciones médicas. | debido a la hidrolisis en masa.

saturados | Tasa de degradacion, Reacciones tisulares adversas

de cadena | propiedades fisicas y mecanicas | causadas por productos de

corta ajustables cambiando la relacion | degradacion &cidos. Poca

(PGA,PLA, | de copolimero. humectabilidad y falta de adhesion e

PLGA) interaccioén celular. Subproductos

acidos
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En cuanto a polimeros naturales, el cuerpo los eliminara facilmente. Sin embargo, la tasa
de degradacion rapida, puede permitir el ingreso de contaminantes microbianos y
posibles respuestas inmunes, lo que ha entorpecido su uso como scaffolds. En la Tabla
1-5 tomada de este articulo [45] se resumen los polimeros naturales con la técnica

electrospinning para el desarrollo de scaffold para cartilago.

Tabla 1-5: Polimeros naturales utilizados para realizar scaffold por la técnica
electrospinning.
. Didametro de | Orientacion i 3
Polimero Solvente ) ) Tipo de células
fibras de fibras
3 ) ) Condrocitos
Colageno 11 Hexafluoroisopropanol 110-1750 nm Aleatorio
humanos
Condrocitos
Colageno I Hexafluoroisopropanol 70-2740 nm Aleatorio humanos
inmortalizados
] L ] Condrocitos
Quitosano Composicion patentada 3000nm Alineadas )
caninos
) Hexafluoroisopropanol/Cloruro ) Condrocitos
Quitosano ) 20-300 nm Aleatorio )
de metileno bovinos
] Trifluoroetanol/Acido acético ) Condrocitos de
Gelatina ] 100-1000 nm Aleatorio
glacial becerro
Buffer de bicarbonato y
Queratina carbonato de sodio / Dodecil 4800 nm Aleatorio ADSCs humanos
sulfato de sodio

Nombre de la fuente: Yilmaz y Zeugolis [45]

Con lo presentado anteriormente y debido a que las fuentes de quitosano son
abundantes en la naturaleza, se elige como segundo componente de investigacion para
el disefio del scaffold. Este polimero se encuentra en conchas de crustaceos, cuticulas
de insectos y paredes celulares de hongos; las actividades antimicrobiana, antioxidantes,
antitumoral, hidrofilicidad, tiene una buena biocompatibilidad, biodegradabilidad vy
similitud con compuestos de matriz extracelular del cartilago[57]. Asimismo, también se
tuvieron en cuenta los comentarios de Comblain y colaboradores [58] que han
demostrado que el quitosano promueve la expresién de compuestos de la matriz del
cartilago, reducen la inflamacion y la produccion de mediadores metabdlicos por los

condrocitos. También un estudio de scaffold acelular para modelar simultdneamente las
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zonas nativas del cartilago articular y el hueso subcondral. Demostré que la micro y
macro arquitectura de los scaffold hidrofilicos de quitosano-alginato podrian controlarse
combinando moldes impresos en tres dimensiones y congelacion direccional. Mejor6
drasticamente la entrada y distribucion de células dentro del scaffold.

Y como tercer material de investigacion se selecciona la gelatina, ya que es un derivado
del colageno, por lo que posee una composicion y propiedades similares a este
componente presente en el cartilago[35]. En la seleccion se prefiere la gelatina frente al
colageno, pues este Ultimo presenta dificultad para formar fibras en electrospinning en
solventes no fluorados y se requiere agregar polimeros adicionales a la solucién para
aumentar su capacidad de formar fibras[59], asimismo la gelatina presenta mayor

asequibilidad, manipulacién, facilidades en almacenamiento y transporte.

1.5.2 Compuesto bioactivo

Desde la segunda generacién en el desarrollo de biomateriales, se plantea la
funcionalizacion de estos con compuestos bioactivos, que permita favorecer la
aceptacion del implante, aumentar la proliferacion celular, tratar enfermedades in situ,
entre otros. En el caso de la regeneracion de cartilago, han sido utilizados farmacos,
corticosteroides y factores de crecimiento en estudios clinicos e investigaciones
emergentes, que alivian la inflamacién y promueven la formacién del tejido. Actualmente
los compuestos bioactivos méas estudiados en los dltimos afio los presenta Patel y
colaboradores[56], quienes realizaron una busqueda bibliografica sistematica, donde
determinaron que TGF-B1 y TGF-B3 son los factores mas utilizados (18 de 44 estudios),
seguidos de las BMP (BMP-2, BMP-7), IGF-1 y FGF. Otros factores comunes, incluidos
los farmacos y los biocompuestos, son la insulina, la dexametasona, y la kartogenina.

Por otra parte, Chen y colaboradores [60], realizaron un articulo de revision de solamente
factores de crecimiento que se utilizan en ingenieria de tejidos de cartilago y toda esta

informacion la resumen en la siguiente tabla:

Tabla 1-6: Factores de crecimiento utilizados en ingenieria tisular de cartilago.

Fac_to_r de Sefial Efectos regulatorios
crecimiento
-Smad - Estimula la proliferacion y diferenciacion.
TGF-B -Mejora la produccién de ECM.
-MAPK . L .
-Inhibe degradacion de cartilago.
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BMP -Smad -Induce sintesis de ECM.
-MARK -Promueve la diferenciacion de MSCs
-Promueve la proliferaciéon de condrocitos.
IGF -PISK-PKB -Induce sintesis de ECM.
-ERK 1/2 . : .
-Mantiene el fenotipo de cartilago.
FGE -STAT -Estimula la proliferacion de condrocitos.
-MAPK -Homeostasis de matriz de cartilago.
-Estimula la proliferacion.
PDGF -ERK 1/2 -Mejora deposicion de ECM.
-Promueve la formacion de cartilago heterotépico.

En cuanto a los farmacos de venta libre mas populares para el tratamiento de la

osteoartritis, Hungerford y Jones establecen una lista en su articulo[61]:

e Paracetamol e |buprofeno

e Aspirina e Ketoprofeno

e Sulfato de condroitina e MSM (metilsulfonilmetano)

e CMO (cerasomal-cis-9- e Naproxeno sédico
cetilmiristoleato) e SAM-e (s-adeno-silmetionina)

e Glucosamina e Productos tépicos

e Extracto de mejillon de labios e Zinaxin

verdes (Perna canaliculus)

Como se menciond anteriormente, la administraciéon oral de NSAIDs (Farmacos
Antiinflamatorios No Esteroides) sigue siendo un modo comun de tratamiento tanto para
el cartilago degenerado como para las lesiones focales, estos farmacos inhiben las
enzimas ciclooxigenasa, reduciendo la produccién de mediadores biol6gicos implicados
en la inflamacién. Si bien estos proporcionan alivio del dolor y la inflamacion, se requiere
el uso diario en dosis mas altas para para proporcionar un beneficio notable. Estas dosis
mayores pueden conducir a complicaciones gastrointestinales y cardiovasculares. Para
disminuir estos efectos secundarios y reducir la inflamacion ocasionada por la
osteoartritis y ademas la que pueda generarse por la intervencion quirtrgica, se elige

ibuprofeno, un NSAID para funcionalizar el scaffold.
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1.6 Parametros de referencia para técnica
electrospinning

Habiendo seleccionado los polimeros de trabajo y el compuesto activo, se revisa la
literatura para contar con parametros de referencia para iniciar con los ensayos
experimentales de preparaciéon de muestras y fabricacion de scaffolds por la técnica
electrospinning. Considerando que el polimero PCL se ha trabajo previamente en el
grupo de investigacion y se cuentan con parametros de referencia para la formacion de

fibras, se procede con la revision de los siguientes materiales.

1.6.1 Quitosano

Teniendo en cuenta que este polimero no se quiere adicionar en mezcla con PCL, si no
aplicar otras técnicas para funcional es scaffold, como T-electrospinning y Coaxial
electrospinning, se requiere parametros de referencia para la formacién de fibras a partir
de soluciones que contengan Unicamente quitosano. Esta decisibn se toma,
considerando que en la literatura se encuentra un alto nimero de investigaciones en la
mezcla PCL/quitosano, sin embargo, para las otras adaptaciones es mucho menor y
presenta oportunidades de innovacion.

De la revisiéon bibliografica, se encuentra que para fabricar fibras Unicamente de
quitosano se proponen soluciones en acido acético al 90%V a una concentracion de 3,5y
7% P/V de quitosano [62] [63] [64] o soluciones en &cido trifloro acético (TFA) con
concentraciones de 3-7% P/V del polimero [65] [66] .

Tabla 1-7: Pardmetros de referencia para la fabricacion de fibras de quitosano con la

técnica electrospinning.

Referencia [62] [63] [64] [65] [66]
Aguja - 20G 22G 20G 21G
Colector Placa Placa Placa Rotatorio | Placa
Voltaje (kV) 20 22.5 17 25 20
Distancia (cm) | 10 7.5 16 20 15
Flujo (ml/h) 0.3 1.2mL/h | 0.0016mL/h | Gravedad | 0.5mL/h
Resultado 70nm | 100-290nm 140nm 126nm 235nm
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Asimismo, se revisa en la literatura parametros de referencia para la fabricacion de fibras
de material compuesto por PCL/quitosano (CHT) con la técnica coaxial electrospinning,

las cuales se resumen en la Tabla 1-8.

Tabla 1-8: Parametros para el uso de PCL y quitosano con la técnica coaxial

electrospinning.

Referencia [67] [68] [69] [70]
., 0
S.oluaon 15% PCL en 8% PCL
interna Cl/MOH 9% PCL en TFE Cl:Carbinol (3:1) 6% PCL en DCM
(core) (75:25) ) )
Solucion 1.5% CHT en AA +
externa 8% CHT en | 3% PEO en DMSO | 2% CHT TFA:DCM | 6% CHT en AA al
(shell) TFA 10% en agua. (2:1) 80%
(70/30)
Aguja 24G 20G 20G 14G - 24G 19G
Colector Placa Rotatorio Placa Placa
Voltaje
2 1 1 2
(kV) 5 5 5 0
Distancia 15 18 15 10
(cm)
Flujo core:0,9
0.5 0.6 0.5
(ml/h) shell:0.12
Tatm/H 24°C - 25°C / 90% 25°C/46%
Resultado | 3.2 micras 1.31 micras 0.21-0.45 micras | S:120nm-C.60nm
1.6.2 Gelatina

Para la preparacion de soluciones de gelatina para uso en electrospinning, se encuentra
en la literatura soluciones de 4.5 — 15% de gelatina en 9:1 de Agua:Etanol[71], asi como
soluciones de 7-20% en 20%YV de acido acético [72] [73], 2.5-15% en TFE [74] 0 2.5 — 6%
en &cido férmico [75]. Asi como se realizé para el quitosano, se efectia una bldsqueda
bibliografica de los parametros de referencia para la fabricacion de fibras de solo gelatina
por la técnica electrospinning. La Tabla 1-9 muestra el resumen de los pardmetros

hallados.
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Tabla 1-9:

técnica electrospinning.

Pardmetros de referencia para la fabricacion de fibras de gelatina con la

Referencia [71] [72] [73] [74] [75]
Aguja - 21G - 18G 20G
Colector Placa Placa Placa Placa rodillo

Voltaje (kV) 22 kV 12kV 28kV 10.5 kV 20
Distancia (cm) 15 10 10 12 20
Flujo (ml/h) 3.6 0.3 1 ml/h 0.8ml/h -
Tatm/H - 25°C/30% - 19.9°C/80% -
Resultado 200nm | ~220nm 50nm 140nm 190-300nm

Asimismo, se revisa en la literatura parametros de referencia para la fabricacion de fibras

de material compuesto por PCL/Gelatina con la técnica coaxial electrospinning, las

cuales se resumen en la Tabla 1-10.

Tabla 1-10:

electrospinning.

Parametros para el uso de PCL y gelatina (Gl) con la técnica coaxial

Referencia [76] [77] [78] [79]
Core 9% PCL en 15% PCL AA:AF 7%y 12% 8% PCL en 7% PCL
TFE 1:1 PCLen TFE HFIP en TFE
10% Gl o . _ o 12% Glen | 8% Glen
Shell TFE:Agua 3:1 15% Gl AA:AF 1:1 | 5% Gl en TFE HEIP TEE
Aguja 21 G 15G 17G 14G 17G 14G - 20G 14G
Colector Placa Placa Placa Rotatorio Placa
Voltaje (kV) 8.5 25-30 25-30 20 15
Distancia 15 15 15 20 12
(cm)
Flujo core 0'02. 0.2-0.4 0.2-0.4 1 0.4
mm/min
0.04
Flujo (ml/h) ) 0.2-0.6 0.2-0.6 4 0.6
mm/min
Tatm/H - 40% RH 40% RH - -
Resultado 222 nm 400-500nm 740-890nm 2.39 um 400 nm
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1.6.3 Ibuprofeno

El ibuprofeno es un analgésico para el dolor de espalda, calambres menstruales, dolor de
muelas, dolores musculares o articulares. También se utiliza para reducir la fiebre y los
sintomas del resfriado o gripe. Este farmaco también bloquea la produccion de
sustancias que provocan inflamacion, por lo que se clasifica también como farmaco
antiinflamatorio no esteroideo (NSAID), gracias a esta propiedad es utilizado para el
tratamiento de afectaciones crénicas como artritis[80], [81]. Las presentaciones
comerciales de este farmaco son tabletas, cépsulas, granulos y liquido para tragar.
También viene en forma de gel, mousse y spray que se frota en la piel. Los efectos
secundarios mas comunes de este farmaco son dolores de cabeza, mareo, nduseas,
vomito e indigestion, y a largo plazo puede causar Ulceras en el estbmago o el intestino,
especialmente si lo toma por via oral durante mucho tiempo o en grandes dosis. Si
necesita tomarlo durante mucho tiempo, su médico también puede recetarle un
medicamento para ayudar a proteger su estémago[80].

Algunos estudios que han incluido Ibuprofeno en scaffold poliméricos por la técnica

electrospinning son:

Tabla 1-11: Parametros para el uso de IBU, PCL y gelatina (Gl) con la técnica coaxial

electrospinning.

Especificacion [82] [83] [84] [85]

Material PCL/PLGA PCL PLGA/PEG-g- PEG/PCL/AgNO3
CHN IBU/HA/PEO

Configuracién Mezclado Coaxial Mezclado Coaxial

Aguja 21G 20G 16G 19G 25G 18G

Colector - Placa Rotatorio Placa

Voltaje (kV) 18 13.26 20-30 25

Distancia (cm) |15 19 15 15

Flujo (ml/h) 2 0.5 300-6000 1
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1.7 Sistemas de liberacion de farmacos

Dentro de la ingenieria de tejidos y medicina regenerativa, es conocido el triangulo de la
proliferacion celular, alli se destaca que los elementos necesarios lograr la regeneracion
de un tejido son: andamio soporte o scaffold, células y factores de crecimiento o
moléculas bioactivas [86]. En el caso de las moléculas bioactivas (como farmacos),
pueden combinarse con los polimeros que forman el scaffold y crear un sistema de
liberacion, que actie en un tiempo prolongado, de forma puntual y favorezca el
crecimiento del nuevo tejido. Es importante prevenir efectos secundarios en el sitio de
implantacién durante la liberacion del farmaco, que pueden ser producidas por
fluctuaciones en los niveles de farmaco de mudltiples administraciones secuenciales de
liberacion inmediata de medicamentos [53]. La carga de moléculas bioactivas en
andamios poliméricos puede realizarse por mezcla previa del polimero y el farmaco,
remojar el andamio de farmaco libre en la solucién del farmaco, union especifica del
farmaco al polimero, precarga en nano/microparticulas y conjugacion del polimero del
farmaco[53]. Los factores que influyen en la liberacién del farmaco son la solubilidad del
farmaco, la dosis o el contenido del farmaco, el peso molecular y el tamafio; el tamafio y
la forma de las particulas, el estado fisico, la difusion en el polimero y el medio [87].

Para entender el comportamiento de la dosificacion del farmaco, predecir los efectos de
los parametros de formulacion y facilitar el desarrollo de productos, se cuentan con
modelos matematicos para la liberacion. Los principales se describen a continuacion [87]
[88]:

e Cinéticade orden cero

Puede dar lugar a periodos de subexposicién o sobreexposicion, esta cinética sigue la
liberacion de un agente activo dosificado de forma rapida, por lo que es necesaria la
repeticion de la dosificacion para mantener la concentracion efectiva del farmaco.
Considerando que la disolucién es un proceso cinético que se refleja con la cantidad de
farmaco por unidad de tiempo la velocidad de liberacion se puede representar las

siguientes ecuaciones:

dMm DS
=10 (1.2)
dc DS
=G —=0) (1.3)
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Donde M es la masa de soluto disuelta durante el tiempo t, ‘Z—IZ es la velocidad de la masa
disuelta (masa/tiempo), D es el coeficiente de difusién de soluto en la solucién, S es la

el &rea de soluto expuesta, | es el espesor de la capa de difusion, Cs es la solubilidad del
sélido y C es la concentracion de soluto en la solucién en el tiempo t. % es la velocidad
de disolucion y V el volumen de solucién.

Considerando que la liberacién se da sin cambios en las condiciones de equilibrio, la
Ecuacion 1-4 seria vélida.

Wo—W; =Kt (1.4)

Donde W,, es la masa inicial del agente activo, W; la masa remanente en el
scaffold, t el tiempo y K la constante de proporcionalidad. Ahora, dividiendo entre
W, para simplificar, se obtiene:

fi=Kyt (1.5)

Donde, f; representa la fraccion de agente activo disuelto durante el ty K, es la
constante de la velocidad aparente de disolucion.

En términos de cantidad la ecuacién se seria:

Q¢ = Qo + Kot (1.6)
Donde, Q.es la cantidad de agente liberado al tiempo t, Q, es la cantidad inicial de
agente liberado (usualmente Q, = 0) y K, la constante de orden cero.

Este tipo de liberacion es solo funcién del tiempo y el proceso es a una velocidad

constante, independiente de la concentracion del farmaco.

e Cinéticade primer orden
Este modelo se describe por una ecuacién diferencial de primer orden, en el cual la

velocidad de liberacion depende de la concentracion.
d

£ - _kc (1.7)
dt

Donde C es la concentracién del farmaco y K es la constante de primer orden.

Resolviendo la ecuacién diferencial se puede llegar a:

logQ; =logQ, +

2.303

(1.8)
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Donde Q, es la cantidad de agente activo liberado en el tiempo t, Q, es la cantidad inicial
de farmaco disuelto y K; es la constante de primer orden. Este tipo de liberacion es
comun en matrices porosas, donde la cantidad de farmaco liberado es proporcional a la

cantidad de farmaco restante en la matriz.

¢ Modelo Higuchi
Este se publicé en 1961, para describir la liberacion de farmacos en sistemas de matriz,
usualmente utilizada para la descripcion de ungientos cargados con compuestos de
interés. Este modelo es aplicable para estudiar la liberaciébn de farmacos solubles en

agua y poco solubles incorporando matrices sélidas.

Q =+/D(2C — C,)Cst (1.9)

Donde Q es la cantidad de farmaco liberado en el tiempo t por unidad de area, C es la
cantidad inicial de farmaco contenido en la matriz, C; es la solubilidad del agente activo
en el medio y D es el coeficiente de difusién al medio.

El modelo se puede simplificar a la Ecuacién 1-10, suponiendo la matriz contiene una
cantidad de farmaco mucho mayor a la solubilidad en el medio, la difusion es
unidireccional, el grosor de la matriz es mucho mayor al tamafio de la molécula del
farmaco, la disoluciéon de la matriz es insignificante, la difusividad es constante y las

condiciones de sumidero son perfectas.
Q = K;t (1.10)

Donde Ky es la constante de liberacion de Higuchi.

e Modelo Hixson-Crowel
Propuesto en 1931, para describir la liberacion en los sistemas donde hay un cambio en

el area superficial o diametro de las particulas. Sigue la ecuacion:

IWo = YW + Kyt (1.11)

Donde, W, es la cantidad inicial del sistema de liberacion, W; es la cantidad remanente
en el sistema y Ky la constante que relaciona superficie y volumen. Que al simplificarse

gueda como:
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V1—-fi=1—Kgt (1.12)

Donde, f;=1-— (%) y representa la fraccion de farmaco disuelto y Kz la constante de

liberacion.

e Modelo de Korsmeyer-Peppas
Este modelo estd basado en la ley de potencia, sigue la ecuacion:

fi =—-=Kt" (1.13)

Donde, f; es la cantidad de farmaco liberado, M,, es la cantidad de farmaco en el estado
de equilibrio, M; es la cantidad de farmaco liberado al tiempo t, K es la constante de
incorporacién de modificaciones estructurales o caracteristicas geométricas del sistema,

n es el exponente de liberacion en funcién del tiempo.

Tabla 1-12: Interpretacion de modelos de liberacion de agente activo segin modelo

Korsmeyer-Peppas.

Exponente de Mecanismo de Tiempo en Mecanismo de liberacion de
X - transporte de L .
liberacién (n) . funcion den farmacos
farmaco
n<05 Difusion Quasi- i )
' Fickiana Unicamente depende de la difusion
0.5 Difusién Fickiana t0s
Anémalo Difusién y hinchazon (el
0.5<n<1.0 (Transporte no gt reordenamiento de las cadenas
fickiano) poliméricas ocurre lentamente.
1.0 Caso Il transporte | Independiente Mode!o de orden cero (hlnc_harp!ento 0
relajacion de cadenas poliméricas)
Relajacién y luego erosién, debido a la
Super caso |l n-1 g, Co
>1.0 t expansion de fuerzas ejercidas por el
transporte } p )
gel hinchado en el nucleo vitreo.

Dependiendo el resultado del exponente de liberacion, se puede interpretar el

mecanismo de liberacion segun lo que indica la Tabla 1-12.

1.8 Esterilizacion UV

El proceso de esterilizacion es uno de los pasos mas importantes al momento de realizar

ensayos in vivo o la implantacién de un scaffolds, ya que si este esta contaminado por
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algun agente microbiolégico patdégeno podria ser transmitido directamente al usuario y
perjudicarlo de manera irreversible. Estos microorganismos pueden adherirse al scaffold
durante el proceso de fabricacion o transporte, por lo que la esterilizacion se deberia
realiza al final del proceso. El tratamiento debe asegurar su eficacia en cuanto a
crecimiento microbiano, para asi prevenir infecciones u otras enfermedades derivadas de
la contaminacion.

La esterilizacion es un reto para scaffold fabricados de polimeros biodegradables, ya que
las técnicas tradicionales no son facilmente aplicables y pueden afectar las
caracteristicas del polimero. En el caso de la policaprolactona, la esterilizacion por calor
se descarta, pues la temperatura de fusién de este es 60°C. Por lo que las técnicas de
esterilizacién por radiaciébn son una buena alternativa. En el caso de la esterilizacion UV,
esta consiste en exponer cierto tiempo el scaffold a radiacion de longitud de onda entre
200 y 280 nm. La irradiacion UV da como resultado la excitacion de electrones y la
acumulacion de foto productos. Esto causa dafios a las moléculas de ADN e impide la
replicacion del ADN, lo que lleva a la inactivacion de los microorganismos[89].

El tiempo de exposicion es uno de los factores mas importantes en esta técnica, por
ejemplo en el estudio de Preem y colaboradores [90], se realiz6 esterilizacién UV por 15,
30 y 60 min a 4 muestras de scaffold de PCL fabricados por electrospinning encontrando
que la eficiencia de esterilidad fue favorable a més de 30min para todas las muestras. En
el caso de la investigacion de Tort y colegas [91], con fibras de PEO fabricadas por
electrospinning, se encontré que 1 h de exposicion UV no es suficiente, ya que en las
muestras se presentd crecimiento microbiano en el dia 5. Sin embargo, encontraron que
la exposicion a 2 horas 0 mas fue eficiente. Otra investigacion que estudia el efecto del
tiempo de esterilizacién UV, es la realizada por Tapia-Guerrero y colaboradores [92],
donde se analiza la eficiencia de estilizacién en nanoparticulas de PCL, encontrando que
para muestras sélidas, después de 2h de exposicibn no se encuentran unidades
formadoras de colonia. El articulo [89], también recomienda minimo 2h de exposicién
para asegurar la esterilizacién de la muestra, por lo que se establece que el tiempo de

esterilizacion en este estudio seran 2h.






2. Metodologia

2.1 Materiales

Los reactivos utilizados fueron:

PCL (Sigma Aldrich, CAS: 134490-19-0 y peso molecular Mn=80.000 g/mol)
Gelatina Tipo B (Sigma Aldrich, CAS: 9000-70-8, origen bioldgico: piel bovina)
Quitosano (Sigma Aldrich, CAS: 9012-76-4, peso molecular medio)

Etanol (Sigma Aldrich, 99,5 %, CAS: 64-17-5)

Cloroformo (Sigma Aldrich, 99,5 %, CAS: 67-66-3)

Alcohol isopropilico (Sigma Aldrich, 99,7% CAS: 67-63-0)

Acido acético glacial (EMSURE®, 100% CAS: 64-19-7)

Cloruro de sodio (NaCl) (Merck, mw: 58.44 g/mol)

Cloruro de Potasio (KCI) (Merck, mw: 74.55 g/mol)

Fosfato de sodio dibasico (NazHPO.) (Merck, mw: 141.96 g/mol)

Fosfato de potasio monobasico (KH2PO4) (Merck, mw: 136.09 g/mol)

2.2 Preparacion de soluciones

2.2.1 Quitosano

Con base en la literatura revisada, se prepararon las siguientes soluciones de quitosano

en balones aforados de 5ml:

5% P/V de quitosano en acido acético glacial
3% P/V de quitosano en acido acético glacial
3% P/V de quitosano en acido acético 90%
2% P/V de quitosano en acido acético 90%

1.5% P/V de quitosano en &cido acético 86%
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Las soluciones se llevaron a ultrasonido por 1h y se realizdé seguimiento visual por 15

dias, evaluando la obtencién de una mezcla homogénea.

2.2.2 Gelatina

De acuerdo a lo encontrado en la literatura, se realizaron tres soluciones: (1) 15% de
gelatina en mezcla agua:etanol 9:1, (2) 8% de gelatina en acido acético glacial y (3) 20%
de gelatina en &cido acético 50%. Las soluciones se llevaron a ultrasonido por 1h vy
fueron utilizadas a los 8 dias. Adicionalmente la doctora Dianney Clavijo, desarrollé6 una
formulacion al 12% de gelatina en mezcla de etanol 50%, agua 5% y acido acético 45%.
La preparaciéon de esa solucién requiere el mezclado inicial del polimero con el solvente a
40°C durante 2h, adicion de cloruro de sodio hasta saturacién para evitar la gelificacién
de la solucién. Se agita por ultrasonido 1h a 40°C, se deja enfriar y se mantiene por 7

dias, mientras se logra la disolucién completa.

2.2.3 PCL

Se prepar6 una solucion de PCL al 9% P/V en una mezcla de cloroformo y alcohol
isopropilico 50:50. Se agité en un bafio ultrasénico durante 1 hora y se volvio a agitar a

los 7 dias. Cada vez que se utilizé la solucién, se agité previamente en ultrasonido.

2.2.4 PCL-IBU

Para la incorporacién del compuesto bioactivo, se pesé el polimero base PCL y el
ibuprofeno (IBU) en las cantidades correspondientes para obtener una solucion de 9% y
1% P/V, respectivamente. Luego se incorporé la mezcla de solvente 50:50 cloroformo y
alcohol isopropilico hasta completar el aforo del balén. La solucién se agité en un bafio
ultrasonico durante 1 hora y se volvié a agitar a los 7 dias. Cada vez que se utilizo la

solucion, se agitod previamente en ultrasonido.

2.3 Fabricacion de scaffold

La fabricacion de las muestras se plante6 por 4 técnicas de formacion de
nano/microfibras, T-electrospinning (TE), coaxial electrospinning (CE), solution blow

spinning (SBS) y simple electrospinning (SE).
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Figura 2-1: Técnicas para la formacion de nano/microfibras. (a) T electrospinning (b)

Coaxial electrospinning (c) Solution blow spinning (d) Simple electrospinning
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Debido a que existen muchas variables que afectan el resultado de las fibras obtenidas

por las técnicas de hilado de polimeros no se establece un disefio experimental

estadistico, sino que se parte de las variables de proceso indicados por la literatura para

sistemas iguales o similares, se revisa el resultado en el microscopio Optico y se va

modificando una variable del proceso a la vez segun lo requerido. Estas modificaciones

se decidieron consideraron los impactos de las variables sobre la morfologia de las

fibras, como lo indica la literatura [35], [36]. Las variables se modifican en el orden de

afectacion, primero modificando el voltaje, luego la distancia entre el colector y la aguja y

el flujo de la bomba. Si ninguna de estas modificaciones logra generar fibras, se

modifican las propiedades de la solucién polimérica.
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2.3.1 T-electrospinning (TE)

Las fibras se desarrollaron en un equipo electrospinning con boquilla en T, compuesto
por una fuente de alto voltaje (CZE1000R, Spellman), dos bombas dosificadoras (New
Era Instruments), dos jeringas plasticas, una aguja y un colector rotatorio (SED30s). Los
parametros del proceso fueron: voltaje (15 kV), distancia entre la punta de la aguja y el
colector (14 cm), velocidad de rotacion del colector (2000 rpm), flujo de solucion de PCL
(0.8 ml/h), flujo de solucién de gelatina (0.2 ml/h) y tiempo de deposicién (45 min). La
recoleccion de las muestras para visualizacién en microscopio se realiz6 sobre laminas
de vidrio y la recoleccion para las otras técnicas de caracterizacion se efectué sobre
papel de aluminio. El proceso se realiz6 a 20,8°C de temperatura ambiente y 57% HR.

Figura 2-2: Montaje experimental para la configuracién Te electrospinning.

WP UV RS

= reat

Nombre de la fuente: Autor.

2.3.2 Coaxial electrospinning (CE)

Las fibras se desarrollaron en un equipo electrospinning con boquilla coaxial (Fluidnatek),
compuesto por una fuente de alto voltaje (CZE1000R, Spellman), dos bombas
dosificadoras (New Era Instruments), dos jeringas plasticas y un colector rotatorio
(SED30s). Los parametros del proceso fueron: voltaje (17 kV), distancia entre la punta de
la aguja y el colector (14 cm), velocidad de rotacion del colector (2000 rpm), flujo de
solucién de PCL (0.4 ml/h), flujo de solucién de gelatina (0.1 ml/h) y tiempo de deposicion
(90 min). La recoleccion de las muestras para visualizacidbn en microscopio se realizé

sobre laminas de vidrio y la recoleccion para las otras técnicas de caracterizacion se



Capitulo 2 39

efectu6 sobre papel de aluminio. El proceso se realizé a 20,8°C de temperatura ambiente
y 57% de humedad relativa.

Figura 2-3:  Montaje experimental para la configuracion Coaxial electrospinning.
crea

Nombre de la fuente: Autor.

2.3.3 Solution Blow Spinning (SBS)

Ya que el laboratorio no contaba con la configuracion de Solution Blow Spinning (SBS), el
proceso se llevd acabo con una boquilla coaxial adaptada (Figura 2-4), tomando como
referencias los disefio de Atif et al. y Zhang et al. [40], [96]. Inicialmente se realizd un
disefio para que la aguja exterior fuera de la referencia 12G y la aguja interior de 22G, sin
embargo, al realizar los ensayos experimentales el poco espacio que tenia con la aguja
interior generaba una caida de presion muy alta que no permitia el flujo necesario de
aire. El disefio se mejoré cambiando la aguja externa a un mayor diametro y agregando
una tobera al final para aumentar la velocidad del aire, esta se fabricé con tubing en

acero inoxidable 304 de '4” al cual fue soldada una reducciéon %" / 1/8”.

Figura 2-4: Dimensiones de boquilla coaxial adaptada.

Air
)

Jmﬁ,ss mm
[ ©5.00 mm
®4.60 mm
©3.17 mm

PCL
2mm

]

Nombre de la fuente: realizada por el autor y publicada en [97]
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Adicional a la boquilla, los equipos utilizados en el proceso de fabricacion fue un
compresor de 2HP (EliteAIR) como fuente de aire comprimido, bomba de jeringa (New
Era Instruments) y colector rotacional (SED30s). La solucion se suministré con una
bomba de jeringa a un caudal constante de 15 ml/h en la aguja interior de la boquilla
coaxial. Se uso6 aire comprimido como gas de trabajo y se suministro a través de la aguja
exterior con una presion de entrada de 0,2 MPa usando una bomba de aire. Se utiliz6 un
colector cilindrico rotacional de acero inoxidable de 14 mm de diametro, con una
velocidad de rotacion de 2000 rpm. La distancia desde la boquilla hasta la superficie del
colector y la cara de la placa era de 15 cm. Las fibras se recogieron durante 3 minutos. El

proceso se realizé a 21,9°C de temperatura ambiente y 54% HR.

Figura 2-5:  Montaje experimental para la configuracién Solution Blow Spinning

Nombre de la fuente: Autor.
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2.3.4 Simple Electrospinning (SE)

Las fibras se desarrollaron en un equipo electrospinning compuesto por una fuente de
alto voltaje (CZE1000R, Spellman), una bomba dosificadora (New Era Instruments), una
jeringa, una aguja y un colector rotatorio (SED30s). Los pardmetros del proceso SE
fueron: voltaje (15 kV), distancia entre la punta de la aguja y el colector (15 cm),
velocidad de rotacion del colector (2000 rpm), flujo de solucién (1 ml/h) y tiempo de
depésito (45 min). La recoleccion de fibras se realizé sobre laminas de aluminio
colocadas sobre el colector. El proceso se realizdé a 20,8°C de temperatura ambiente y
57% HR. Los parametros se calcularon para usar cantidades equivalentes de polimero
en los procesos SE y SBS.

Figura 2-6: Montaje experimental para la configuracién Simple Electrospinning.

Nombre de la fuente: Autor.

2.4 Caracterizacion morfoldgica

La morfologia de las fibras se estudié mediante microscopia electrénica de barrido (SEM)
en los equipos VEGA3 TSECAN y Jeol, JSM-6010LA en bajo vacio. Las imagenes se
obtuvieron utilizando un voltaje de aceleracion de 15 kV, una distancia de trabajo al plano
focal de 8 mm y un aumento de 500x y 5000x. El diametro de fibra se determiné con una

muestra amplificada a 5000x y utilizando el software de analisis de imagen (Imagen J).
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2.5 Caracterizacion quimica

La caracterizacién quimica se realizé por espectroscopia FTIR. Los primeros espectros
obtenidos se utilizaron para comparar las trazas de solvente en los scaffold de SE y SBS.
Estos se llevaron a cabo en el equipo FTIR (espectrofotdmetro Shimadzu Prestige-21,
adaptado al médulo ATR utilizando 32 barridos y una resolucion de 4,0 cm-1 en el rango
de 700 a 4000 cm-1). Se fabricaron muestras de 2cm x 2cm, 48 h antes de la prueba y se
sellaron herméticamente.

Los segundos espectros tomados para reconocer la presencia del ibuprofeno en el
scaffold se determinaron utilizando un espectrometro FTIR (Nicolet iS5) en modo de
reflectancia total atenuada (ATR). La resolucion espectral del instrumento es de 0,482
cm-1. Para cada muestra se obtuvieron 16 escaneos en el rango de nimero de onda de
400-4000 cm-1.

2.6 Pruebas mecanicas

Las pruebas de resistencia a la traccién de las muestras se realizaron utilizando una
maquina de prueba universal (AG-IS 5KN, Shimadzu). Los ensayos se realizaron segun
la norma ASTM D882 con una precarga de 50 N ya una velocidad de 50 mm/min a
temperatura ambiente (20,8 °C). La orientacién de las muestras (120 x 10 x 0,0342 mm)

para los ensayos mecanicos fue longitudinal.

2.7 Angulo de contacto

Se realizaron pruebas de angulo de contacto en el gonibmetro del Laboratorio de
Polimeros, de la Facultad de Ingenieria Quimica. Las muestras se colocaron en
portaobjetos y se depositaron gotas de 2,5 yL de agua desionizada en la superficie. Las
imagenes fueron obtenidas con una camara digital OEM — 1600x. Los angulos de
contacto se calcularon utilizando el calculo indirecto mostrado en la patente de Wright y

Blitshteyn [98] a partir de la Ecuacién (2.1).
0 =2 xarctan (g) (2.1)

Donde, H es la altura de la gota y r es el radio de la base de la gota.
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2.8 Isoterma de BET

El area superficial interna de los scaffold fue estimada por la técnica de isotermas de
absorcion y desorcion de BET. El andlisis fue llevado a cabo a -196°C, temperatura
lograda con nitrégeno liquido en el sortémetro AUTOSORB-1 QUANTA-CHROME. Las

muestras fueron desgasificadas con nitrégeno a 25°C durante 3 dias.

Figura 2-7:  Sortometro del laboratorio de Ingenieria Quimica.

Nombre de la fuente: Autor.

2.9 Curvade liberacion controlada

2.9.1 Identificaciéon de ibuprofeno

Debido a que el ibuprofeno utilizado en este proyecto fue una donaciéon de una empresa
farmacéutica colombiana y no se contaba con la ficha técnica, se efectu6é una prueba de
identificacion del compuesto para su verificacion, de acuerdo a la Farmacopea
Europea[99].

Para esta prueba, se prepar6 una solucién de 500ug/mL de ibuprofeno en agua
desionizada con 0.1M de hidroxido de sodio. Luego esta solucion se llevd al
espectrofotémetro UV-Vis (Evolution 300, Thermo Scientific), en el cual se obtuvo un
espectro con las siguientes condiciones en el instrumento de medicion: Longitud de onda
de inicio 300nm, longitud de onda final 240nm, ancho de banda 1nm, tiempo de

integracion 1s y velocidad de escaneo 30nm/min. Para obtener la linea base del
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espectro, se utilizé la soluciébn de 0.1M de hidréxido de sodio y luego se realizo el

escaneo de la muestra.

2.9.2 Preparacion de solucién PBS

La solucién de buffer fosfato salino (PBS) se utiliz6 como medio de liberacién del
compuesto con potencial bioactivo, la cual se preparé teniendo en cuenta la formulacién
encontrada en la literatura [100]-[102] (Ver

Tabla 2-1):

Tabla 2-1: Componentes utilizados para la preparacion de 1 litro de PBS.

Componente Formula Cantidad | Concentracion
Molecular (@) (M)
Cloruro de sodio NaCl 8 0.137
Cloruro de Potasio KCI 0.2 0.0027
Fosfato de sodio dibasico NaxHPO4 1.44 0.01
Fosfato de potasio monobasico KH2PO4 0.245 0.0018

2.9.3 Curva de calibracion

Para la obtencién de la curva de calibracion, se prepararon soluciones a 0.116, 0.072,
0.043, 0.018, 0.007, 0.004, 0.002 y 0.00036 mg/ml de ibuprofeno en PBS. Para obtener
valores de concentracion mas precisos, se pes6é la cantidad de solucibn madre
adicionada al bal6n de dilucién y se calculé el volumen a partir de la densidad de la
solucion. Esta se determind por medio de un picnémetro de 5ml, donde se realizé la
medicion de la densidad de la solucién PBS, obteniendo un valor de 1.007 + 0.002 g/ml.
Los valores de absorbancia de cada solucién se midieron en el espectrofotometro UV-Vis
(Evolution 300, Thermo Scientific) a una longitud de onda de 222nm, un ancho de banda
de 1nm y un tiempo de integracion de 1s, siguiendo los protocolos de medicién de [82],
[83], [103], [104]. Este proceso se realiz6 por triplicado.

2.9.4 Curva de liberaciéon controlada

La liberacion in vitro de ibuprofeno fue llevada a cabo en placas de cultivo NSET de 6
pozos, alli el scaffold fue inmerso en 10mL de PBS a pH=7.4. La placa fue instalada en

una incubadora Thermo Shaker (Lab Scient - ST60-4) y se mantuvo a las condiciones de
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temperatura 37°C y agitacion 210 rpm. Los intervalos de tiempo para refrescar la muestra
con solucién PBS fueron: 2, 5, 10, 15, 30, 45 miny 1, 2, 3, 4, 8, 12, 24, 48 y 72 h. Para
cada uno de estos tiempos, el medio de inmersion del scaffold fue remplazado por
solucién nueva. La solucién retirada se reservd y se tomoO una alicota de 3ml para
medicion en el espectrofotémetro UV. Con el valor de absorbancia obtenido y la curva de
calibracién, se obtiene el valor de concentracion de ibuprofeno. Los datos obtenidos se

reportan graficamente como la liberacién acumulada en funcién del tiempo.

Figura 2-8: Incubadora del laboratorio de Electrospray y Electrospinning, donde se

llevé a cabo el ensayo de liberacion controlada de ibuprofeno.

Nombre de la fuente: Autor.

2.10 Esterilizacion

La esterilizacion del scaffold se realiza durante 2h en el equipo para esterilizacion de
objetos UVCLEAN con dos lamparas UV que emiten radiacion a una longitud de onda de
254nm, las cuales estan ubicadas en la parte superior e interior de la camara. La muestra
es colocada en el intermedio de la cAmara a 15cm de cada lampara, sobre acetato,

acrilico transparente y una malla metélica de soporte.

Figura 2-9: Camara de esterilizacion UV laboratorio de Electrospray y Electrospinning.

Nombre de la fuente: Autor.
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2.11 DSC

Ensayo de calorimetria diferencial de barrido (DSC), se realizé en el equipo METTLER
TOLEDO con un flujo constante de nitrogeno de 50ml/min, iniciando con una rampa de
calentamiento de 10°C/min desde la temperatura ambiente (20°C) hasta 70°C,
continuando con una isoterma a 70°C, luego una rampa de enfriamiento de 10°C/min
desde 70°C hasta -60°C, luego una isoterma a -60°C y finalizando con una rampa de
retorno a temperatura ambiente de 10°C/min. La cristalinidad relativa se determiné con la

division entre la entalpia de fusion de la muestra (AH;) sobre la entalpia de fusion de

pellets PCL a 100% de cristalinidad (AH]? =139.5 J/g) [105], [106].

AHf
0

Cristalinidad (%) = x 100 (2.2)

Para mejorar la resolucion de la medida de temperatura de transicion vitrea de los
scaffold, se utiliza el analizador STA (Linseis) del Laboratorio de catalisis heterogénea de
la Facultad de Quimica, el cual realiza las mediciones simultaneas TGA-DTA y DSC. Alli
se realiza el enfriamiento del equipo con nitrdgeno liquido, desde temperatura amiente

hasta -94°C, luego se ejecuta una rampa de calentamiento de 5°C/min hasta 30°C.

Figura 2-10: Analizador STA de Laboratorio de catélisis heterogénea.

Nombre de la fuente: Autor.



3.Resultados y discusion

3.1 Preparacion de soluciones y fabricacidon de fibras

3.1.1 Quitosano

A continuacion, se presentaran los resultados de la fabricacion de las soluciones
planteadas y las razones por las que la solucion de quitosano no pudo ser utilizada en
electrospinning. También se presentan las variantes de la metodologia propuesta que
trataron de solucionar los inconvenientes encontrados.

Durante un trabajo previo, el grupo de investigacién del Laboratorio de Electrospinning y
Electrospray habia obtenido nanoparticulas de quitosano, partiendo de soluciones entre
1-2% de quitosano en acido acético glacial. Este trabajo se tom6 como punto de partida y
se realizaron soluciones a mayor concentracion (3 y 5%), para seguir lo indicado por la
teoria, a mayor concentracibn de polimero en la solucion se formaran fibras. Sin
embargo, la disolucion del polimero en estas cantidades no fue exitosa, debido a que a
tan altas concentraciones se supera la solubilidad en acido acético glacial. Para facilitar
la disolucion del quitosano se cambio el solvente a &cido acético al 90 y 86%.

El peso molecular medio de quitosano utilizado corresponde a 190.000 a 310.000 g/mol,
el cual fue utilizado también en el estudio de Vrieze y colaboradores [62], por lo que se
buscé replicar esta metodologia. En esta investigacion reportan una solucion al 3% p/v
de quitosano en acido acético al 90%, la cual experimentalmente no se logra transportar
por la manguera y aguja de equipo de electrospinning, debido a la alta viscosidad. Por
esta razén se diluy6 la solucién previa para lograr una concentracion del 1.5% p/v de
quitosano y se preparé una nueva al 2%p/v de quitosano al 90%. Los resultados de los

ensayos con quitosano en 4cido acético se resumen en la siguiente tabla:
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Tabla 3-1: Parametros y resultados de ensayos con Quitosano en acido acético.

Concentracién Concentracion
: de &cido Flujo | Distancia | Voltaje
de Quitosano » Resultado
acetico (% (ml/h) (cm) (kV)
(Yop/v)
vIv)
0.3 10 26 Flujo muy lento
0.5 10 22 Goteo
1 10 20 Intenta hilar, pero gotea
Destellos de chorros de
Destellos de chorros de
1.5 8 22 hilado
Destellos de chorros
15 75 18 mas continuos
1 10 20 Se descontrola el cono
1 7.5 25 Cono inestable
1 15 12 Gotas frecuentes
2 90%
° 15 15 25 Gotas
Cono mas estable, pero
15 75 24 sin fibras
1.5 7.5 24 Cono estable, con bote.

Como se puede ver en los resultados, en ningln caso se logran parametros para la
obtencion de fibras lisas. En investigaciones previas Geng y colaboradores [63], utilizan
guitosano de peso molecular de 398.000 g/mol y logran obtener fibras con beads a una
concentracion de 2.5% p/v a 4kV/cm. De manera que, si se quisiera utilizar una distancia
aguja a colector de 10 cm, se requeririan 40kV, los cuales no se podrian lograr en el
equipo disponible en la universidad (permite hasta 30kV). Ademas, el fabricante de la
bomba de jeringa sugiere que esta no sea utilizada con voltajes superiores 25kV. En el
mismo estudio, para las concentraciones de 1.5 y 2% obtienen resultados de poca
presencia de fibras, similar a lo presentado en este proyecto. Lo que sugieren los autores
es trabajar con quitosano de menor peso molecular (106.000 g/mol), con el cual
obtuvieron fibras lisas a 7% p/v de quitosano en 90% de acido acético. Por lo anterior, se
consultd6 una manera de disminuir el peso molecular del quitosano disponible,
encontrando el estudio de Homayoni y colaboradores [64], quienes sugieren la hidrolisis
de quitosano con NaOH al 50%. Considerando que es un proceso que depende del
tiempo de hidrdlisis, se toma el tiempo que dio mejores resultados al autor (48h) y se
realiza la solucién al 5% de quitosano hidrolizado en acido acético 90%. Obteniendo los

siguientes resultados:
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Tabla 3-2: Parametros y resultados de ensayos con solucion de 5% de quitosano
hidrolizado en &cido acético al 90%.

Flujo (ml/h) Distancia (cm) | Voltaje (kV) Resultado
1 16 20 Goteo
0.5 16 20 Goteo
0.2 16 20 Goteo
0.2 10 16 Requiere alta corriente

No se logran fibras lisas con los parametros estudiados. Se reconoce que la solucion
tiene muy poca conductividad y requiere aumento de la corriente para que el voltaje
aplicado no se desestabilice.

Debido a que el quitosano se disuelve en medio acido, cuando se aplica carga eléctrica
se favorece la protonacion de este polimero, haciendo que las fuerzas repulsivas entre
las moléculas actien y separen las moléculas de polimero, dificultando su capacidad de

formar fibras.

Figura 3-1: Protonacién del quitosano en medio acido.

OH OH OH
o o
HO o
HO HO HO OH
NH, NH, NH,
n

Quitosano

| w

OH
‘ NH,
HO NH, o HO
..--0. o o i
o HO : o
NH,
OH OH

Quitosano Protonado

Nombre de la fuente: Adaptado de [107]

Lo anterior también es comentado por Sun y colaboradores [108] en el estudio que
realizaron sobre el electrospinning de quitosano, donde sugieren el uso de solventes
como acido trifloroacético (TFA) para que el quitosano forme sales con el solvente, lo que
puede destruir de manera efectiva las interacciones intermoleculares entre las moléculas

de quitosano y asi facilitar la formacion de fibras lisas. Sin embargo, es importante
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agregar que el TFA, no esta clasificado para uso médico dentro de la lista de solventes
aprobados por la FDA [109], debido a que no se cuentan con datos toxicolégicos
adecuados. Otros autores comentan también la dificultad de obtener fibras de quitosano
puro y sugieren la mezcla con polimeros de mas facil electrospinning como PEO [110],
PCL[111] o PVA [112]. Ante estas dificultades de obtener fibras de quitosano puro y
conociendo que, lo que se buscaba era una solucion de polimero natural para combinar
de manera adyacente con el polimero base PCL, no en mezcla. Se continua con la

revision del segundo polimero natural planteado, la gelatina.

3.1.2 Gelatina

Siguiendo la metodologia propuesta se prepar6 la solucién 15% de gelatina en mezcla
agua:etanol 9:1, la cual formé un gel por la alta cantidad de agua y no fue posible
cargarla a la bomba del equipo de electrospinning, pues se requeria calentamiento
constante superior a 40°C. Se continué con la solucion de gelatina 8%P/V en &cido
acético glacial, la cual disolvié6 adecuadamente, pero al ensayarla en la configuracion SE,
los resultados mostraron dificultades para lograr estabilidad del cono de Taylor, como se
presenta en Tabla 3-3.

Tabla 3-3: Parametros y resultados de ensayos con solucion de 8% de gelatina en
acido acético glacial.

Flujo | Distancia | Voltaje Resultado
(ml/h) (cm) (kV)

1 10 24 Inestable
0.5 10 24 Inestable
0.8 12 24 Inestable
0.8 13 24 Inestable
0.6 12 17 Spray
0.6 12 15 Gotea
0.4 12 16 Gotea
0.4 15 20 Inestable
0.2 12 15 Estable
0.2 15 15 Estable, no fibras

Con la segunda solucion propuesta en la metodologia se obtuvieron fibras lisas, como se

muestra en la Tabla 3-4. Sin embargo, se present6é goteo permanente en la deposicion,
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gue dafiaba la muestra y provocaba perdida continua de polimero, ocasionando un bajo

rendimiento en el proceso de electrospinning.

Tabla 3-4: Parametros y resultados de ensayos con solucion de 20% de gelatina en

acido acético a 50%.

Microscopia Optica 20x

—

Flujo | Distancia | Voltaje

(ml/h) (cm) (kV)
0.2 12 17
0.2 12 15
0.2 12 12
0.5 15 10
0.5 10 12
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Figura 3-2: Goteo presentado

acido acético a 50%.

en electrospinning de solucion de 20% de gelatina en

Nombre de la fuente: Autor.

Con la solucion desarrollada por la profesora Dianney Clavijo, se evita el goteo y se

favorece la formacion de fibras lisas de diametro pequefio y con muy pocos beads

(Figura 3-3). Los parametros para obtener fibras lisas con esta solucion son flujo de

0.2ml/h, distancia entre aguja y colector 15cm y voltaje de 16kV. Para utilizar esta

solucién es necesario considerar que debido a la hidrdlisis que presenta la gelatina, debe

utilizarse a los 8 dias de estar preparada. Si se utiliza antes, su viscosidad es demasiado

alta para que fluya y si se utiliza después, disminuye su peso molecular y no se obtienen

fibras.
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Figura 3-3:  Fotografia de microscopia 6ptica 20x de fibras de gelatina obtenidas con la

formulacion de la doctora Dianney Clavijo

Nombre de la fuente: Autor.

3.1.3 PCL

La preparacion de esta solucién no generd inconvenientes y se mantuvo la metodologia
planteada. Los pardmetros definitivos para la solucion de PCL fueron voltaje (15 kV),
distancia entre la punta de la aguja y el colector (15 cm), velocidad de rotacion del
colector (2000 rpm), flujo de solucién (1 mi/h).

Figura 3-4: Fotografia de microscopia éptica 20x de fibras de PCL.

| A L

Nombre de la fuente: Autor.
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3.1.4 PCL-IBU

La solucion se preparé de acuerdo con la metodologia propuesta sin cambios y la
preparacion de esta solucidbn no generd inconvenientes y se mantuvo la metodologia

planteada. Los parametros definitivos fueron los mismos que para PCL sin ibuprofeno.

Figura 3-5:  Fotografia de microscopia Optica 20x de fibras de PCL+IBU.
- I_J(F b i)

Nombre de la fuente: Autor.

3.2 Fabricacion de scaffold

Durante esta etapa, se buscaban mejorar la biocompatibilidad de los scaffold mediante:
I.  Disminucion de la hidrofobicidad de PCL con la ayuda de un polimero natural.

II.  Obtencidn fibras lisas con las técnicas planteadas.

lll.  Funcionalizacién del scaffold de PCL con el compuesto bioactivo (Ibuprofeno).
Debido a que la PCL tiene una alta hidrofobicidad, se explor6 la opcion de adicionar un
polimero natural hidrofilico al scaffold, considerando que los condrocitos lo reconocieran
similar a la matriz extracelular y se favoreciera la biocompatibilidad. Se consideraron dos
polimeros, el quitosano y la gelatina (producto de degradacion de colageno). Sin
embargo, como se menciond en la seccion anterior, con el quitosano fue descartado,
mientras que con la gelatina si se obtuvieron fibras lisas. En la Figura 3-6 se observan
las configuraciones del equipo para la fabricacion de scaffolds de PCL y gelatina con las

diferentes técnicas.
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Figura 3-6: Configuraciones de electrospinning ensayadas. T electrospinning (a),
Coaxial electrospinning(b), Solution Blow Spinning(c) y Simple electrospinning(d).

—PCL ~—PCL =PCL

PCL— ~— Gelatina
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Nombre de la fuente: Autor.

3.2.1 T-electrospinning (TE)

Con la solucion de gelatina y PCL, formando fibras lisas de manera independiente en el
montaje SE, se iniciaron los ensayos con la configuracién T. La Tabla 3-5 muestra los

resultados con un tiempo de deposicion de 10 min:

Tabla 3-5: Parametros y resultados de ensayos con solucién de PCL y Gelatina en la
configuracién de TE.

Flujo Flujo , , .
PCL Gelatina Dls(é?:)c'a V?‘l{?)]e Notas
(ml/h) (ml/h)
0.5 0.2 15 14 Algunas fibras
0.5 0.2 18 14 Spray
0.5 0.2 15 16 Spray
0.5 0.2 12 14 Fibras
0.9 0.1 15 14 Fibras
0.8 0.2 15 14 Fibras
0.7 0.3 15 14 Taponamiento a los 5s

Teniendo en cuenta las fibras mas regulares, con menos defectos, un cono de Taylor
mas estable y mayor flujo de gelatina, se seleccionaron por los parametros flujo de PCL

0.8ml/h, flujo de gelatina 0.2 ml/h, distancia de colector a aguja de 15 cm y voltaje 14kv.
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3.2.2 Coaxial electrospinning (CE)

Para mantener la misma composicion en el scaffold de PCL/Gelatina, se tomd la méxima
cantidad de flujo lograda con la técnica T-electrospinning (0.8/0.2) y se buscé que la
técnica coaxial electrospinning mantuviera esta relacion. A continuacion, se muestras los

resultados obtenidos:

Tabla 3-6: Parametros y resultados de ensayos con solucion de PCL y Gelatina en la
configuracion coaxial electrospinning.

Flujo Flujo , , .
PCL Gelatina D'S(;[:ar‘:)ma V?lx?)Je Notas
(ml/h) (ml/h)
0 0.2 15 15 Pocas fibras
0 0.2 10 17 Goteo
0 0.1 10 17 Fibras con beads
0 0.1 12 17 Fibras lisas
0 0.1 12 15 Fibras lisas con goteo
0.4 0.1 14 15 No salen fibras
0.4 0.1 14 17 Fibras lisas con
algunos beads
0.4 0.1 14 18 Spray
0.4 0.1 15 17 Fibras con muchos
beads

Considerando que las fibras fueran lisas, con menor cantidad de goteo, con un cono de
Taylor mas estable y con los menores defectos, se seleccionaron los mejores
parametros, flujo de PCLO.4ml/h, flujo de gelatina 0.1 ml/h, distancia de colector a aguja
de 14 cmy voltaje 17kv.

3.2.3 Comparacion entre scaffold obtenidas por TEy CE

En la Figura 3-7 se muestras las microfotografias Opticas de las scaffolds obtenidas con
los pardmetros seleccionados previamente con las técnicas coaxial y T, con un tiempo de

deposicion de 10 min.
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Figura 3-7: Imagenes de microscopio Optico con ampliacion 20x para resultados
obtenidos con las técnicas T-electrospinining y coaxial electrospinning.
Coaxial

1 ensayo

Duplicado

Nombre de la fuente: Autor.

Con el objetivo de que la cantidad de polimero sea igual en los scaffold de las dos
técnicas, se calcul6 que el tiempo de deposicion para T-electrospinning es de 45 min y
para coaxial electrospinning 90 minutos. La Figura 3-8 muestra que, con estos tiempos
de deposicion, se presentan taponamientos y acumulacion de polimero en las boquillas

de trabajo.

Figura 3-8: Fotografias de taponamientos presentados en boquillas Coaxial y Te.
- _

Nombre de la fuente: Autor.



58 Obtencidn y caracterizacion de dos scaffolds poliméricos, cargados con

compuesto con potencial bioactivo, utilizando la técnica de electrospinning.

Para determinar las causas de los taponamientos y acumulacion de polimero, los scaffold
se caracterizaron por FTIR y microscopia de fluorescencia. La Figura 3-9 compara el
espectro de las fibras de PCL, con respecto a los scaffold obtenidas por TE y CE, las
cuales deberian contener la composicion de 80% PCL y 20% gelatina.

Figura 3-9: Espectros FTIR para fibras de (a)PCL por simple electrospinning

(b)PCL/Gelatina con coaxial electrospinning, (c)PCL/Gelatina con T electrospinning.
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Nombre de la fuente: Autor.

Los espectros de las tres muestras se observan los picos caracteristicos de PCL,
correspondientes a los enlaces CH: en el rango de onda 2940-2865cm™ y el grupo
cetona en 1724cm™, picos similares a el espectro de referencia SpectraBase PCL [113].
Sin embargo, no se visualizan los picos que diferencian a la gelatina de la PCL, en la
longitud de onda 3300cm™ y 1550cm™ correspondiente a los enlaces O-H y N-H, de

acuerdo al espectro de referencia de SpectraBase Gelatine [114]. Lo anterior indica que

no hay presencia de gelatina en las muestras fabricadas con TE y CE. También se podria
concluir que esta cantidad es muy baja y no es perceptible en el equipo, pero ya que se
esperaba una composicion del 20% de gelatina. El estudio de Gong vy

colaboradores[115], en el cual tiene una composicion en el scaffold de nanofibras de 20%
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de gelatina y en los espectros FTIR se distinguen claramente los picos, principalmente el
gue se encuentra en el rango de 1500 — 1600 cm™.

Dados los resultados anteriores, la microscopia de fluorescencia se utilizé6 para
determinar la ubicacion final de la gelatina y PCL y para identificar la presencia de fibras
coaxiales, de acuerdo al estudio de Drexler y Powell[116], en donde cargan la solucién
de gelatina con rodamina B antes del electrospinning y la solucibn de PCL con
fluoresceina soédica. Experimentalmente se realiz6 la misma carga de compuestos

fluorescente Figura 3-10 y se llevé a andlisis en microscopia de fluorescencia.

Figura 3-10: Color de soluciones cargadas con compuestos fluorescentes.
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7
RESCENa 507
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Nombre de la fuente: Autor.

La Figura 3-11 muestra las imagenes obtenidas. En el caso de CE, se puede ver que la
rodamina B (color rojo) este alrededor de las fibras y lo cual indica que las fibras si tienen
una estructura coaxial. Sin embargo, por la resolucién de la imagen, no permite
determinar el ancho de la capa de gelatina. En el caso de la imagen de T, el color rojo y
verde se puede visualizar sobre todas las fibras. Algunas de ellas tienen, como la que se
ve de mayor didmetro en forma horizontal, cuenta con mayor cantidad de Rodamina B,
indicando que, para esta configuracion, se logran fibras de dos tipos: exclusivamente de

PCL y algunas de PCL/Gelatina.
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Figura 3-11: Micrografias de fluorescencia para scaffold PCL/Gelatina por coaxial
electrospinning y PCL/Gelatina por T-electrospinning.
T Coaxial

PCL Gelatina

Combinacioén

Nombre de la fuente: Autor.

Experimentalmente se siguen visualizando taponamientos y acumulacion de polimero en
las boquillas, el color rosado indica el componente que genera estos inconvenientes es la
gelatina. Tal como se observa en la Figura 3-12, donde se puede ver la boquilla coaxial

con la acumulacion de gelatina en la salida y las salpicaduras sobre el colector.
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Figura 3-12: Fotografias de acumulacién de gelatina en boquilla coaxial y te.

Coaxial

Nombre de la fuente: Autor.

Estos taponamientos y acumulacion de gelatina, son ocasionados por el contacto con los
solvente de la solucién de PCL, ya que la gelatina es insoluble en cloroformo y el alcohol
isopropilico [117]. En la configuracion del electrospinning coaxial utilizada, los solventes
de la PCL, de mayor volatilidad, se encuentran en la aguja interna (Cloroformo {60°C} e
alcohol isopropilico {82.3°C}). En la aguja externa se encuentran los solventes para la
gelatina (Acido acético {117°C}, Agua {100°C} y Etanol {63.5°C}) tienen menor volatilidad
y velocidad de evaporacion. Las diferencias en estas velocidades de evaporacion de los
solventes facilitan el contacto de la gelatina con el cloroformo y el alcohol isopropilico,
ocasionando su coagulacion y precipitacién, y por lo tanto su acumulacion y
taponamiento en la boquilla. Adicionalmente, otra causa de taponamiento es la
reticulacién que se puede dar, por la interaccion de los grupos centona de PCL y el grupo
amino de la gelatina, reaccion en la Figura 3-13.
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Figura 3-13: Presentacion esquematica de la posible reaccién entre PCL y gelatina en
un andamio compuesto de PCL/gelatina.
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Nombre de la fuente: Articulo de Gautam y cooaboradores [118]

En la literatura se encuentran scaffold PCL/gelatina fabricados exitosamente con la
técnica CE, sin embargo en estos estudios los solventes utilizados fueron 2,2,2-
trifluoroetanol (TFE) [76], [77] [119] o 1,1,1,3,3,3 Hexafluoro-2-propanolol (HFIP) [120]
[78], los cuales no estan aprobados por la FDA, y segun sus fichas de seguridad
presentan toxicidad, pueden provocar dafios oculares graves, dafios en la piel, perjudicar
la fertilidad y causar dafios en los 6rganos internos por larga exposicion. Ademas la
manipulacién de sustancias puede acarrear problemas de salud a largo plazo para los
investigadores, operarios y posibles pacientes usuarios de estas scaffold.

Para la técnica TE el taponamiento se localiza en el punto de contacto entre ambas
soluciones de polimero. A pesar de que al inicio fluyan las dos soluciones, la manguera
gue lleva la solucion de gelatina se obstruye, aumentando gradualmente la presion en la
misma, ocasionando fugas de gelatina en la conexion entre la aguja y la manguera, al

final del proceso, e incluso pequefias fisuras, como se observa en la Figura 3-14.
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Figura 3-14: Fotografia de ruptura de manguera por sobrepresion.

Nombre de la fuente: Autor.

Dados los resultados anteriores, se descarta cargar con ibuprofeno los scaffold de
PCL/Gelatina fabricados por TE y CE. La baja cantidad de gelatina no seria suficiente
para modificar la hidrofobicidad de las fibras de PCL y esta seria similar a estudiar las
fibras de PCL sin polimero natural.

3.2.4 Solution Blow Spinning (SBS)

Con el objetivo de establecer el efecto de las variables de la configuracion de SBS
desarrollada, se realizaron pruebas de fabricacion de fibras de PCL a diferentes
condiciones de flujo, presion y concentracion de la solucién. La Figura 3-15 muestra los
efectos de los cambios en el flujo para la solucion de 9% PLC en CI:IA 50:50 a 20 cm del

colector y 3 bares de presion de aire.

Figura 3-15: Resultados de microscopia 6ptica a diferentes condiciones de flujo en
configuracion SBS.
40 ml/h

Nombre de la fuente: Autor.
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Para flujos bajos (1ml/h), no se observa cono y se forman pocas fibras, debido al alto
goteo. El aire en exceso aumenta el flujo de evaporacion del solvente y se acumula
polimero en la punta de la boquilla. Para flujos altos (80ml/h), en la parte central, donde
apunta la boquilla, se genera una zona con alta cantidad de chorros de polimero que no
logra encontrarse con las corrientes de aire para la formacién de fibras y cae en solucion
sobre el colector. Sin embargo, a este flujo en las zonas laterales se puede ver que las
fibras se forman adecuadamente. En el flujo intermedio 40ml/h, se forman mas fibras,
con menos defectos y se presenta menos goteo.

El efecto de la presidén del aire que ingresa a la boquilla se observa en la Figura 3-16, a
medida que aumenta la presion del aire, el didmetro de las fibras disminuye y se
presentan mas goteos. Esta tendencia de disminucion de didmetro también fue reportada

por Vasireddi y colboradores [121].

Figura 3-16: Resultados de microscopia 6ptica a diferentes condiciones de presion en

configuracion SBS para solucién de 9% PLC en Cl:IA 50:50 a 20 cm del colector y
15ml/h de flujo.

Nombre de la fuente: Autor.

En cuanto al efecto la concentracién de la soluciéon Figura 3-17, concentraciones bajas
(4.5%PCL), las fibras son mas delgadas y se presentan muchos mas goteos, debido a
gue no se logra un cono estable, similar a lo obtenido por Vasireddiy colboradores [121].
Concentraciones mayores (9%), presentan una mayor densidad de fibras por campo,

fibras mas largas y menor goteo.
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Figura 3-17: Resultados de microscopia Optica a diferentes concentraciones en
configuracion SBS a 20 cm del colector, 2 bar de presién y 15ml/h de flujo.
4.5% PCL 9%PCL

b )

Nombre de la fuente: Autor.

Por lo anterior se considera que los parametros para la fabricacion por SBS son 9% de
concentracion de PCL, 15ml/h de flujo, 15 cm de distancia al colector y presion de 2bar.

3.2.5 Simple Electrospinning (SE)

Esta configuracion, en la que se utiliza una Unica aguja, ya se venian trabajando en el
grupo de investigacion del Laboratorio de Electrospray y Electrospinning [122], por lo que
su montaje y pardmetros para obtencion de fibras lisas, ya se habian determinado

previamente.

3.2.6 Adicion de ibuprofeno alos scaffold

De acuerdo con los resultados anteriores, se determind que se agregaria el ibuprofeno a
las configuraciones de SBS y SE, obteniendo un total de 6 scaffold a caracterizar: (a)
100% PCL por SBS (b) 100% PCL por SE, (c) 90% PCL + 10% IBU por SBS (d) 90%
PCL + 10% IBU por SE, (e) 90% PCL 10% IBU por SBS post UV, (f) 90% PCL 10% IBU
por SE post UV.
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Figura 3-18: Diagrama gréfico de scaffolds a caracterizar.
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Nombre de la fuente: Autor.

3.3 Caracterizacion morfologica por microscopia SEM

3.3.1 Scaffold de PCL sin Ibuprofeno

Las fibras de PCL obtenidas por SBS, se observan distribuidas aleatoriamente, con
morfologia rectilinea y espiral y algunas perlas, provocadas posiblemente por las

salpicaduras del polimero en la boquilla y arrastradas por las corrientes radiales de aire
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(Figura 3-19 (a) y (b)). Estas corrientes podrian ser causadas por la direccion
perpendicular del flujo de aire lo cual es un hallazgo similar al observado por otros
trabajos. Se encontraron grandes perlas de polimero crudo utilizando boquillas
comerciales y personalizadas, lo que demuestra una correlacion directa entre el area de
la perla y la concentracion de polimero[123]. Los scaffold obtenidos por SE se observan

sin defectos y mas regulares, rectilineos y alineados (Figura 3-19 (c) y (d)).

Figura 3-19: Micrografias SEM de fibras de PCL. (a) SBS 500X, (b) SBS 5000X, (c) SE
500X y (d) SE 5000X.

Nombre de la fuente: Autor y [97].

La Figura 3-20 muestra la distribucion de los diametros de las fibras obtenidas. Las fibras
obtenidas por SE tienen un diametro promedio de 997 + 410 nm, al igual que las
obtenidas en estudios previos donde se utilizé la misma solucién polimérica [124]. En el
scaffold obtenido por SBS las fibras tienen un diametro promedio de 1365 + 554 nm. Los
investigadores encontraron diametros similares (1380+406nm) usando un cepillo de aire
comercial [44].

Figura 3-20: Histogramas de diametro de fibras de PCL fabricadas por SBS (a) y SE
(b).

6 /N 6 /-

Count
Count

o 0 : 1
850 1350 1850 2350 2850 490 870 1250 1630 2010
Fiber Diameter (nm) Fiber Diameter (nm)

Nombre de la fuente: Autor y [97].
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Al implementar el andlisis de varianza (ANOVA) para datos experimentales de didmetro
de fibra, se encontré un factor estadistico F de 5.12 y un valor de p de 0.0302, ya que es
menor a 0.05 indica una diferencia significativa entre el diametro de fibra de SBS y SE.

3.3.2 Scaffold de PCL con Ibuprofeno pre y post esterilizacion

Al visualizar las fibras de PCL con ibuprofeno (Figura 3-21), se puede observar que
estas son lisas y no tienen defectos o cristales visibles, indicando que el ibuprofeno se
incorpor6 completamente en la matriz polimérica y que la morfologia de las fibras no
cambia al adicionar el farmaco. También se reconoce el efecto esperado de alineacion de

las fibras, por el uso del colector rotatorio a 2000rpm.

Figura 3-21: Micrografias SEM de fibras de PCL + ibuprofeno (500 X) pre y post

esterilizacion.
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Nombre de fuente: Autor.
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Asimismo, después de adicionar el ibuprofeno a la solucion de PCL vy realizar el proceso
de electrospinning con los mismos parametros, se encontré que las fibras obtenidas con
la mezcla de PCL e ibuprofeno (771 nm y 640 nm) fueron de menor diametro en
comparacion a PCL puro (1380 nm y 997 nm), para SBS y SE respectivamente. Este
fendbmeno también fue encontrado por Rakina et al. [125] al adicionar 5% IBU (1495 nm)
y 10% IBU (1373 nm) en nano/microfibras de PCL puro (1826 nm), encontrando una
tendencia decreciente en el diametro con el aumento de la concentracion de farmaco. En
comparacion con otro estudio, Batool et al. [83] reporta un diametro de 374+87nm para
un scaffold de PCL y 10% de IBU, las diferencias con respecto al diametro de las fibras
obtenidos en este trabajo, pueden ser causadas por los parametros utilizados para la
formacion de las fibras, sin embargo morfol6gicamente tienen similitudes.

En cuanto a las fibras que fueron expuestas a radiacién UV, el tratamiento no muestra
grandes cambios en la morfologia lisa de las fibras y la alineacion, similar a lo encontrado
por Horakova et al. [126]. Las pequefias diferencias encontradas fueron una mayor
cantidad de fibras con curvas y de forma perpendicular a la alineacion general. En cuanto
al diametro de las fibras, para la fabricacion por ambas técnicas este valor se redujo en
promedio. La reduccion encontrada en electrospinning, también fue vista en el estudio de
Tort y colaboradores [91] donde a medida que aumentaban el tiempo de exposicion a

radiacion UV en el scaffold tipo sandwich, las fibras reducian su diametro.

3.4 Caracterizacion quimica

3.4.1 Scaffold de PCL sin ibuprofeno

La Figura 3-22 muestra los espectros FTIR para los scaffold de PCL fabricados por SBS
y SE, cuyos picos son similares que al espectro de referencia para PCL SpectraBase
[113].

Los picos para PCL estan en el corresponsal de 2940 y 2865 cm-1 al enlace CH2, 1724
cm-1 para enlaces cetonas y una serie de picos en la region de huellas digitales 1200-

700 cm-1. Ese resultado fue similar a los picos caracteristicos reportados en [44].
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Figura 3-22: Espectros FTIR para fibras de PCL fabricadas por SBS y SE.
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Nombre de la fuente: Espectros comparados con referencias PCLSpectraBase [113],
chloroform [127], and isopropyl alcohol [128].

Por otro lado, debido a que los picos caracteristicos de los solventes cloroformo y alcohol
isopropilico no se reconocen a simple vista en el espectro del SBS y SE, se resto el
espectro PCL de los resultados de la muestra y estos se muestran en la Figura 3-23.
Estos revelan una concentracion muy baja de alcohol isopropilico en ambos

especimenes.

Figura 3-23: Resta de los espectros FTIR para fibras de PCL fabricadas por SBS y SE.
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Nombre de la fuente: Autor y [97].
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3.4.2 Efecto de adicion de ibuprofeno

En los espectros tomados con el otro equipo FTIR, se pueden reconocer los picos para
PCL estan en el corresponsal de 2940 y 2865 cm™ al enlace CH,, 1724 cm™ para enlaces

cetonas, como se aprecia en la siguiente figura.

Figura 3-24: Espectros FTIR para todas las muestras caracterizadas.
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Nombre de la fuente: Autor.

Para reconocer la presencia de ibuprofeno en el scaffold, se analizan los picos del
espectro de referencia SpectraBase [129] y los enlaces en la molécula. Se reconoce que
la molécula cuenta con el grupo funcional del acido carboxilico que contiene un enlace O-
H que se refleja en el pico alrededor del nimero de onda 3100 cm™, asi como un enlace
C=0 que se refleja en el pico alrededor de 1700 cm™. También se destaca la presencia
de un anillo que estaria ubicado en la zona de huella digital del espectro en 700 cm™.
Estos enlaces son similares a los presentes en la molécula de PCL, por lo que no se
esperan nuevos picos, sino un aumento en la sefial de absorcién. Lo anterior se puede
reconocer en las gréficas comparativas para las muestras fabricadas con SE y SBS con y

sin ibuprofeno.
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Figura 3-25: Espectros FTIR para muestras con y sin ibuprofeno, fabricadas por (a) SE
y (b) SBS.
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Nombre de la fuente: Autor.

3.4.3 Scaffold de PCL con ibuprofeno prey post esterilizacion

Al exponer a radiacion UV el polimero y el compuesto bioactivo, no se modifican los picos
existentes, de manera que el proceso de esterilizacion no afecta quimicamente los
enlaces presentes. Este resultado es similar al encontrado por Preem y colaboradores

[90] para matrices de PCL cargado con antibiético cloranfenicol.
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Figura 3-26: Espectros FTIR para muestras con ibuprofeno, pre y post esterilizacion.
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Nombre de la fuente: Autor.

Cabe resaltar que para la muestra esterilizada fabricada por electrospinning, se observa
una reduccion en el pico alrededor de 1100 cm™ correspondiente al enlace C-O, que es
un indicativo del inicio de la degradacion del PCL por hidrolisis intermedia, separando el
polimero en el grupo éster, formando un &cido carboxilico [105], [130]. Este mecanismo
se muestra en la siguiente figura:

Figura 3-27: Mecanismo de degradacién de PCL por hidrdlisis.
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Nombre de la fuente: Tomado de Erdal et al. [131]

3.5 Pruebas mecanicas

3.5.1 Scaffold de PCL sin ibuprofeno

La Tabla 3-7 resume las propiedades mecanicas encontradas en el ensayo de traccion.

La pelicula SBS mostr6 menor elongacion a la rotura (0.36+0.18 €) versus la pelicula SE
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(1.76+0.63 €), lo que podria deberse a la uniformidad y alineacion de las fibras,
otorgandoles la propiedad de almacenar mas energia, como se muestra en la Figura

3-28, donde el &rea bajo la curva SE es mayor que la obtenida en SBS.

Figura 3-28: Curva esfuerzo vs deformacion, en ensayo de traccién para scaffold de
PCL fabricadas por SBSy SE.
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Nombre de la fuente: Autor y [97].

El médulo de Young es mayor para la pelicula SBS (15,23 £ 2,62 MPa) en comparacion
con la pelicula SE (10,49 + 1,02 MPa). Estos valores se encuentran en el mismo orden
de magnitud que los reportados por Can-Herrera[132], entre 10-20MPa para peliculas de
PCL fabricadas por electrospinning a diferentes voltajes. Una posible causa es la
diferencia en la orientacion de las fibras. Los especimenes de prueba de traccién se
cortaron paralelos a la rotacion para aplicar tension en la misma direccion que la
alineacion de las fibras. Si cualquier fibra para la pelicula SBS se orientara
perpendicularmente a la tension y con dobleces, disiparia las tensiones hacia los ejes x
de la muestra. La resistencia a la traccion es similar para los scaffold fabricados por
ambos métodos.
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Tabla 3-7:
SBS y electrospinning

Mdédulo de Re5|sten.c,|aa Elongacion
Scaffold Young (MPa) latension ()
g (MPa)
SBS-PCL 15.23 £2,62 1.48+0.24 0.36+0.18
SE-PCL 10.49+1.02 1.55+0.16 1.76+0.63

Comparacion de propiedades mecénicas de las probetas fabricadas por

3.5.2 Efecto de adicion de ibuprofeno

Al adicionar ibuprofeno al scaffold de PCL, las propiedades mecéanicas varian
significativamente. En el caso de las muestras fabricadas por SBS, como se puede ver
en la Figura 3-29, al adicionar ibuprofeno la resistencia ultima de reaccién disminuyo, la
zona eldstica inicial se mantuvo y la elongacién aumentd, los valores calculados se
presentan en la Tabla 3-8. Los scaffolds con ibuprofeno pueden almacenar o absorber
menor cantidad de energia de deformacion que los scaffolds de solo PCL, indicando una
disminucion en la cristalinidad. Lo cual puede ser causado por el corto tiempo de
evaporacion del solvente (favorecido también por el aire), pues el polimero tendria un
menor tiempo para la organizacién molecular y las moléculas de ibuprofeno presentes

dificultarian alin mas esta organizacion.

Figura 3-29: Curva esfuerzo vs deformacién, en ensayo de traccién para scaffold de

PCL con y sin ibuprofeno fabricadas por SBS.
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Nombre de fuente: Autor.
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En la Figura 3-30 se muestra el efecto de la adicion de ibuprofeno a los scaffold de PCL
fabricados con las técnicas SE. Alli se observa que en la zona elastica no se presenta
afectacion al comportamiento mecanico, sin embargo, después del limite elastico, la
muestra con ibuprofeno muestra un comportamiento de un material con mayor grado de
cristalinidad. En la Tabla 3-8 se presentan los parametros mecanicos calculados a partir
de la gréfica. En el caso de las fibras fabricadas por SE, la resistencia a la tension
aumenta a 2.34+0.9 MPa desde un valor de 1.55+0.16 MPa, sin embargo, la elongacién
se reduce en un 64%. La adicién de ibuprofeno presenta cambios significativos en el
comportamiento mecdanico del scaffold, lo que podria ser ocasionado por la interferencia
gue presenta una molécula mas pequefia en la matriz polimérica. Cuando inicia el
ensayo de tensién, el comportamiento estaria regido por las moléculas de PCL, teniendo
en cuenta que su composicién es de 90%, y cuando las moléculas empiezan a alinearse
para enfrentar la zona plastica, se toparian con las moléculas de ibuprofeno, que
dificultan la alineacion y disminuyen la elongacion. Otra posible causa del cambio en la
zona plastica, es la naturaleza cristalina de este farmaco [133]. De manera que al fabricar
el material compuesto de una matriz polimérica con adiciones de un material polvo
compactible de estructura cristalina, se combinan ambas caracteristicas, dando como

resultado un material que es mas fragil, pero que soporta mas carga.

Figura 3-30: Curva esfuerzo vs deformacion, en ensayo de traccion para scaffold de

PCL con y sin ibuprofeno fabricadas por SE.
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Nombre de fuente: Autor.
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En Tabla 3-8 se muestran las propiedades mecéanicas para las muestras sin y con

ibuprofeno, con su respectiva técnica de fabricacion.

Tabla 3-8: Comparacion de propiedades mecénicas de las probetas fabricadas por

SBS y electrospinning al adicionar el compuesto bioactivo.

Mdédulo de Re3|sten.c,|a Elongacion
Scaffold Young (MPa) alatension (&)
g (MPa)
SBS-PCL 15.23 +2,62 1.48+0.24 0.36+0.18
SE-PCL 10.49+1.02 1.55+0.16 1.76+0.63
SBS-PCL+IBU 52+1.4 0.42+0.03 0.17+0.1
SE-PCL+IBU 9.0+1.4 2.34+0.9 0.62+0.1

El efecto de la adiciébn del ibuprofeno en la matriz polimérica presenté fenémenos
diferentes en ambas técnicas. Esto podria explicarse por el flujo de polimero y la rapidez
de secado, ya que en el caso de SBS el flujo de polimero es 15 veces mayor que el de
SE, de manera que, para un intervalo definido de tiempo, con la técnica SBS se ha
depositado mas polimero, pero a su vez este ya se ha secado por efecto del aire. La
rapida evaporacion en SBS evitaria la formacion de cristales y el ibuprofeno entorpece la
alineacion de las fibras de polimero. En el caso de SE, el flujo es mas lento, y si bien se
considera un secado rapido en comparacion a otras técnicas, el polimero tendria una
mayor probabilidad de organizarse y el ibuprofeno favoreceria la formacion de puntos de

nucleacién heterogéneos.

3.5.3 Scaffold de PCL con ibuprofeno pre y post esterilizacion

En la Figura 3-31 se presenta la curva esfuerzo deformacion obtenida para las muestras
antes y después del tratamiento de esterilizacion UV. Se observa que la resistencia a la
tension después de esterilizar los scaffold disminuyo para ambos tipos de fabricacion de
nano/microfibras. Siendo este resultado un posible indicativo de degradacion en las
moléculas de polimero y la afectacién estructural de las fibras. Experimentalmente

también se pudieron visualizar los cambios, ya que, al finalizar la exposicién a radiacion,
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se observo un cambio en la coloracion de los scaffold (color amarillento) y un aumento en

la temperatura de la camara de esterilizacion.

Figura 3-31: Curva esfuerzo vs deformacién, en ensayo de traccion de scaffold

PCL+IBU pre y post esterilizacion.
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La Tabla 3-9 muestra los resultados de las propiedades mecanicas pre y post

esterilizaciéon para los scaffolds con ibuprofeno, fabricados por SBS y SE.

Tabla 3-9:

probetas fabricadas por SBS y electrospinning con compuesto bioactivo.

Comparacion de propiedades mecanicas pre y post esterilizacion de las

Médulo de Young ReS|sten_c,|aaIa Elongacion
Scaffold (MPa) tension (&)
(MPa)
SB-PCL+IBU 52+1.4 0.42+0.03 0.17+0.1
SE-PCL+IBU 9.0+1.4 2.34+0.9 0.62+0.1
SBS-PCL+IBU-postUV 1.8+ 0.6 0.08+0.03 0.07+0.01
SE-PCL+IBU-postUV 14.1+2.3 1.05+0.3 0.113+0.03
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Considerando los resultados del médulo de Young para las muestras fabricadas por SBS,
se redujo este pardmetro en comparacion a pre-esterilizacion 5.2+ 1.4 MPa. Contrario al
cambio encontrado en las muestras fabricadas por SE, las cuales aumentaron el médulo
al ser estilizadas, mostrando ser un material mas fragil. Esto podria ser producto de la
degradacién por hidrolisis del polimero, que aumenta la cristalinidad, lo que permitiria
gue el material disminuya su deformacién a una misma carga aplicada, pero que el
esfuerzo Ultimo sea mucho menor. En otros estudios, se encuentra que la esterilizacion

por radiacion UV puede aumentar la cristalinidad del material [90], [134], [131].

3.6 Angulo de contacto

El dngulo de contacto para el scaffold de PCL sin ibuprofeno fabricado por SBS, esta
dentro del rango de 90° a 120°, correspondiente a superficies hidréfobas, como se
muestra en la Figura 3-32.

Figura 3-32: Angulo de contacto para scaffold de PCL, fabricados por las técnicas SE y
SBS.

SBS

110+3° 30+3°
Nombre de fuente: Autor.

Para el scaffold de PCL fabricado por SE, se encontr6 que el angulo de contacto es
menor a 90° indicando que la superficie es hidrofilica. Este fendmeno es inesperado, ya
gue el material del scaffold es PCL y se espera un comportamiento hidrofobico, sin
embardo para esta superficie la gota de agua se alinea con las nano/microfibras
fabricadas por SE. Como se observa en las fotografias de la Figura 3-33,
experimentalmente se observa esta alineacion, como las gotas permanecen sobre la

superficie y no se impregnan en el scaffold.
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Figura 3-33: Fotografias de gotas de agua sobre scaffold de PCL, fabricados por la
técnica SE.

Nombre de fuente: Autor.

Al adicionar el farmaco IBU para la fabricacion por SBS, se encontré que las muestras
son més hidréfobas (Figura 3-34). Por el contrario, el scaffold fabricado por SE presenta
disminucion en el angulo de contacto y en el tiempo de absorcion (menos de 5
segundos). Asimismo, la gota de agua se aline6 en el mismo sentido de las fibras, como
ocurre sin el IBU.

Analizando ahora el efecto del tratamiento de esterilizacion, sobre el &ngulo de contacto,
se encuentra que el scaffold fabricado por SBS pierde las propiedades hidrofobicas,
pasando a ser altamente hidrofilico y las gotas se impregnan rapidamente. En el caso de
la fabricacion por electrospinning, aumenta su comportamiento hidrofilico, tanto que este
tiempo es tan corto, que no alcanza a percibirse la gota y no es posible obtener un valor
de angulo de contacto. Este resultado, es parcialmente similar a lo encontrado por Preem
y colaboradores [90], pues este resultado se obtiene con el procedimiento de
esterilizacién con plasma, pero comparando con tratamiento UV analizado en este
estudio, ambos procedimientos ocasionaron degradacion en las cadenas del polimero.
Esto se explicaria con el incremento del nimero de grupos de acido carboxilico
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presentes en la superficie, confiriendo mayor polaridad al scaffold y aumentando las
interacciones moleculares con la polaridad del agua. Este resultado mostraria que con la
esterilizacion se ha iniciado la degradacion del scaffold, lo cual reduciria el soporte
mecéanico del scaffold durante la implantacion como se present6 en la seccién anterior,
pero por otro lado daria ventajas en la interaccién y aceptacién del implante por las

células.

Figura 3-34: Angulo de contacto para scaffold pre y post esterilizado de PCL+IBU,
fabricados por las técnicas SE y SBS.
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Nombre de fuente: Autor.

3.7 Isoterma de BET

Esta prueba de caracterizacion se realiz6 con el objetivo de comparar el area superficial y
tamafio de poro que se obtiene en las fibras por cada técnica de fabricacion de
nano/microfibras. Estos parametros permiten aclaran un poco mas los efectos difusivos
de la liberacion del ibuprofeno del scaffold. Al realizar las mediciones, se tuvieron

dificultades por la baja temperatura de fusion del polimero base (60°C), causando que la
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desgasificacion se tuviese que hacer a una menor temperatura y se alargara el tiempo de
este proceso. También se tuvieron dificultades por la densidad de las muestras, por lo
gue se trabajaron con las celdas de mayor volumen del equipo que permitian el ingreso

de mas cantidad de masa. A continuacién, se muestran las isotermas obtenidas:

Figura 3-35: Isotermas de absorcion (A) y desorcion (D) de nitrégeno, para scaffold de
PCL fabricadas por SE y SBS.
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Nombre de fuente: Autor.

A partir de estos datos y el método de analisis de Brunauer, Emmett and Teller (BET), el
software del equipo calcula y genera la grafica de area superficial (ver Anexo A). Dando
como resultado un area superficial de 0.07 m?/g para la muestra fabricada por SE y 0m?/g
para SBS. Este resultado indicaria que con la técnica de electrospinning se puede lograr
una mayor area superficial interna y que podria favorecer la liberacion del ibuprofeno. En
el caso de la fabricacion por SBS, los defectos o grandes aglomerados de polimero,
pueden reducir el area superficial de la muestra. Para reducir estos efectos, se requeriria
mas tiempo para la optimizacion de los pardmetros utilizados o cambios en la boquilla
para disminuir las corrientes radiales de aire por el ingreso tangente a la aguja.

Al realizar la deriva de la grafica de volumen de poro acumulado (Figura 3-36), se

encuentra que el promedio de poro para la muestra de SE es de 6.76nm y para SBS es
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de 4.57 nm. En cuanto al volumen total de mesoporos, para SE se obtuvo un valor de
0.0042 cc/g y para SBS de 0.0033 cc/g. Resultados que indican que la porosidad de las
fibras fabricadas por electrospinning es mas alta que por solution blow spinning.

Figura 3-36: Derivada de la curva de volumen de poro acumulado por el método BJH.
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Nombre de fuente: Autor.

3.8 Curvade liberaciéon controlada

Como resultado de la prueba de identificacion, se encuentra que curva de escaneo UV
obtenida experimentalmente es similar a la reportada por la Farmacopea Europea, como
se muestra en la Figura 3-37. Dando seguridad de que el reactivo recibido es
efectivamente ibuprofeno.

Figura 3-37: Gréfica comparativa del escaneo UV de la muestra, frente al reportado por

la Farmacopea Europea [99].
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Nombre de la fuente: Autor y Farmacopea Europea [99].
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Después de esta comprobacion, se realizé la curva de calibracion partiendo de 3
soluciones madre, obteniendo la recta ABS= 39.45 (C) + 0.084 con un coeficiente R? =
0.9878, donde C es la concentracion de ibuprofeno en mg/ml y ABS es la absorbancia.

Figura 3-38: Curva de calibracién para medicion de concentracion de ibuprofeno, (a)
rango completo alta concentracion, (b) ampliacién para concentraciones bajas.
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Nombre de la fuente: Autor.

Al realizar el montaje de liberacion en 10ml de PBS, se encontré que la liberacion del
ibuprofeno es rapida, ya que en las primeras 4h ya ha liberado en su totalidad. Este
resultado es confirmado para la scaffold fabricados por electrospinning por Batool et al.
[83] en un estudio de liberacion de IBU inmerso en un scaffold de PCL, asi mismo por lo
reportado por Mao et al. [82] para fibras de PLGA/PCL y similar también a la liberacién
inmediata encontrada por Bai et al. [135] para fibras de PVP con ibuprofeno.

Comparando la curva de SE y SBS, se registra una liberaciéon mas rapida para la muestra
SE, la cual también obtuvo en el ensayo de isoterma de BET los mayores valores de area
superficial, tamafio de poro y volumen total de poro. Lo cual mostraria que cuando se
tiene un mayor tamafio de poro en la fibra, se aumenta el contacto entre la fase liquida y
la parte interna de la fibra, facilitando la salida de ibuprofeno. Otra caracteristica que

sustenta los resultados obtenidos, son los defectos o acumulacién de polimero presentes
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en las muestras SBS, ya que estos cuentan con una menor relacion area/volumen,

dificultando la salida del farmaco del scaffold y mejorando su liberacioén controlada.

Figura 3-39: Curva de liberacion de ibuprofeno en scaffold fabricados por SE y SBS.
(a) curva completa (b) ampliacion para las primeras 4 h.
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Nombre de la fuente: Autor.

Particularmente, para el montaje realizado, se libera mas ibuprofeno del cargado
inicialmente en el scaffold, para ambas muestras. Lo cual no tiene sentido, dentro del
balance de materia del sistema. Una razén que podria explicar este resultado es la
posible liberacién de compuestos de degradacion o tramos pequefios de PCL en el
medio de liberacion PBS. Esto debido a que el espectro UV de PCL muestra alta
absorbancia para valores menores a 300nm [136]. De manera que, si durante la
fabricacion se forman algunas nanoparticulas que quedaron adheridas al scaffold o
tramos cortos de fibras, al entrar en contacto con el PBS y presentar un sistema de
agitacion, podrian suspenderse en el liquido, aumentando el valor de absorbancia
medido y mostrando una concentracion mas alta de ibuprofeno liberado que no seria
solamente farmaco. Para confirmar estos resultados, habria que utilizar otra técnica de
medicion de concentracion que pueda diferenciar la concentracion Unicamente del

ibuprofeno, como lo es la cromatografia.
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El resultado del célculo de las constantes de los principales modelos de liberacién de
farmacos, para el sistema ibuprofeno/scaffold PCL se muestra en la tabla Tabla 3-10. Alli
se destaca que la liberacion del scaffold fabricado por SBS muestra un exponente para el
modelo de Korsmeyer-Peppas de 0.63 lo que indica que los mecanismos de liberacion
fueron por difusion y hinchazén, debido al reordenamiento de las cadenas poliméricas
gue ocurre lentamente. Por el contrario, para el scaffold fabricado por SE el exponente
n=0.45, indicando que el mecanismo de liberacion de este sistema es netamente por
difusién. Lo anterior podria ser causado por las gotas o defectos que se presentan en la
fabricacibn con aire (SBS), ya que estas salpicaduras, crean capsulas que deben
hincharse o relajar las moléculas de polimero para permitir la salida del ibuprofeno

acumulado en el interior.

Tabla 3-10: Comparativa de las constantes obtenidas para los modelos matematicos

de liberacion de los scaffold SBS y SE.

Modelo Constante SBS SE
KO 55.2 82.4
Orden cero

Qo0 2.8 6.4
) K1 6.0 5.2

Primer orden
log (QO) 0.61 0.90
Higuchi Kh 34.3 42.9
Hixson-Crowel Kb 17.6 20.1
Korsmeyer_ K 0.81 1.01
Peppas n 0.63 0.45

En la Figura 3-40, se muestra la grafica comparativa de los datos experimentales
obtenidos para la liberacion de ibuprofeno en scaffolds de PCL por ambas técnicas de
fabricacion y los principales modelos mateméticos. Encontrando que los modelos de
orden cero y primer orden pueden modelar el comportamiento de los datos hasta 0.25 h
para ambas técnicas, por lo que no representan el total de la liberacion. En el caso del
modelo Higuchi, se acerca mucho mas al comportamiento de la mayoria de los datos,
para SBS hasta 1h y para SE hasta 0.75h.
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Figura 3-40: Modelos mateméticos de liberacion

comparados con

los datos

experimentales de ibuprofeno para scaffold fabricado por (a) SBS (b) SE.
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3.9 DSC

Al medir las propiedades térmicas de los scaffold de PCL con el compuesto bioactivo pre
y post esterilizacion, se buscaba determina la temperatura de transicién vitrea del
polimero, que se encuentra alrededor de -60°C. Sin embargo, no se visualiz6 un valor
significativo de esta transicion, como se puede observar en las curvas generadas por el
calorimetro diferencial de barrido METTLER TOLEDO en el Anexo B. Posiblemente por
la cantidad de masa que puede ser ingresada en la capsula y la sensibilidad del equipo.
Por lo que se continuaron con las mediciones con el equipo STA (Linseis) en el cual se
utilizé una masa de muestra mayor a 40mg y se obtuvieron los termo gramas que se

muestran en la Figura 3-41, lo cuales se normalizaron para facilitar la visualizacion.

Figura 3-41: Termo gramas DSC para scaffold de PCL+IBU pre y post esterilizacion
desde -90°C hasta -40°C.
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Nombre de la fuente: Autor.

En la Tabla 3-11 se resumen las propiedades térmicas medidas. Para la temperatura de
fusion de las muestras es 55°C, la cual es menor a la temperatura de fusion de
nano/microfibras de PCL puro reportadas en la literatura 61.39°C [137], 60°C [138] ¥
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62°C [126]. Este cambio se debe a la adicion de 10% de ibuprofeno en el scaffold, asi lo
encuentra también Riaz [139] que al adicionar 5% de IBU reduce en 6°C la temperatura
de fusion. También otro estudio realizado por Riaz [138] en afios posteriores, muestra
que adicionar &cido hialurénico a scaffold de PCL no modifica la temperatura de fusion
(60°C), pero la adicién de IBU al 5% y 7% si disminuye esta temperatura.

En los resultados mostrados en la Tabla 3-11, también se puede distinguir que al realizar
el proceso de esterilizacion del scaffold, la temperatura de fusion no se modifica, como lo
reportado por Preem [90] para PCL puro con un valor de 60.4°C y PCL esterilizado 30min
60.4°C y Horakova [126] PCL pre esterilizacion 62°C y esterilizado UV 30 min a cada
lado 62°C.

Tabla 3-11: Caracteristicas térmicas obtenidas por DSC*, de scaffold de PCL pre y
post esterilizacion: temperatura de transicion vitrea, temperatura de fusion, entalpia de

fusién, grado de cristalinidad y temperatura de cristalizacion.

Muestra Tg (°C) | Tm (°C) | AHn (J/g) | Cristalinidad (%) | Tc (°C)
SBS-PCL+IBU -49.8 | 55.1287 77.83 55.79 22.1511
SE-PCL+IBU -47.6 | 55.1817 74.73 53.57 22.1192

SBS-PCL+IBU-postUV | -54.8 | 55.0665 86.31 61.87 26.4879
SE-PCL+IBU-postUV -50.8 | 55.1400 96.01 68.82 26.4608

*Las curvas generadas por el calorimetro diferencial de barrido METTLER TOLEDO se

encuentran en el Anexo B.

En cuanto a la cristalinidad de los scaffold, se puede ver que es menor a la de la materia
prima en pellets de PCL 100%. Esto puede ser causado por el corto tiempo de
evaporacion del solvente en el proceso de SE [140], que no da tiempo para que las
moléculas cristalicen y por lo tanto mantienen una estructura amorfa [141].

Asimismo, se reconoce que exponer el scaffold a radiacion UV durante 2h aumenta la
cristalinidad del scaffold por ambas técnicas, mostrando que hubo degradacién durante
este proceso. Este resultado no solo se confirmaria con el aumento en las entalpias de
fusién, resultados similares de aumento de cristalinidad por esterilizacion fueron
encontrados por [90], [134], [131], sino también con la disminucién en la temperatura de
transicion vitrea, pues indicaria una disminuciéon en el peso molecular del polimero,

facilitando el movimiento de las cadenas.






4.Conclusiones y recomendaciones

4.1 Conclusiones

Este proyecto tuvo como objetivo la obtencion de dos scaffold poliméricos cargados con
compuesto con potencial bioactivo. EI compuesto con potencial bioactivo que se
seleccion6 para el estudio fue el ibuprofeno y este fue cargado exitosamente en los
scaffold de PCL. Uno de los scaffold fue obtenido por la técnica simple electrospinning
(SE) y el otro por solution blow spinning (SBS). Para esta ultima, se modifico
exitosamente la boquilla coaxial para el ingreso de aire comprimido y la obtencion de
nano/microfibras por accion de las fuerzas cortantes del aire. Esta técnica presenta
ventajas en cuanto al uso de un mayor flujo de polimero y la seguridad para el operario
del equipo, ya que se evita el uso de alto voltaje.

La morfologia de las fibras obtenidas por SE, es alineada, lisa y sin defectos, en cuanto a
SBS, se obtienen también estas caracteristicas, pero con algunos defectos de
acumulacion de polimero. Las fibras obtenidas por la técnica SE son de menor diametro
y mas uniformes que las obtenidas por SBS. Al adicionar ibuprofeno a la solucion de
partida, las fibras mantienen la morfologia lisa y alineada, pero disminuyen su didmetro.
También se encontrd que al exponer el scaffold a radiacion UV, las fibras disminuyen su
didmetro y se observan signos de desgaste en las fibras, mostrando algunas de ellas
dobleces en direccidn contraria a la alineacion inicial.

La caracterizacion quimica por la técnica FTIR muestra los picos caracteristicos de los
enlaces de la molécula de policaprolactona. Y al adicionar ibuprofeno al scaffold de PCL,
estos picos iniciales aumentan su intensidad, debido a que presentan enlaces con
frecuencias de absorcion similares. Asimismo, la esterilizacion UV no genera cambios en
los picos encontrados inicialmente, y solo se observa una pequefia reduccién en los
enlaces C-O, causada posiblemente por la hidrolisis de PCL favorecida por la irradiacion.
Mecanicamente las muestras fabricadas por SE tienen una mayor resistencia a la tension

y elongacion, que las fabricadas por SBS. Al adicionar el compuesto bioactivo al scaffold
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se modifica el comportamiento mecanico, mostrando un material mas fragil y que puede
soportar mas carga, siendo posiblemente un efecto de la cristalinidad y tamafio de la
molécula de ibuprofeno frente a PCL. En cuanto a los cambios mecanicos que presenta
el scaffold al ser esterilizado son significativos, por ambas técnicas de fabricacion se
reconoce una reduccion en la resistencia a la tension y la elongacién, sin embargo, para
los scaffold por SE se ve un aumento en el médulo de Young que puede ser originado
por el aumento de cristalinidad del polimero al estar expuesto a irradiaciéon UV. Esta
exposicion también ocasiona superficies hidrofilicas en el scaffold, posiblemente por la
aparicion de mayor contenido de terminaciones del grupo acido carboxilico que aumenta
la polaridad del polimero. Lo anterior podria favorecer la recepciéon del implante, ya que
simularia mejor las caracteristicas polares de la matriz extracelular. También se destaca
gue, al realizar las mediciones de angulo de contacto, previo a la esterilizacién, las gotas
depositadas en los scaffold fabricados por SE, se alargan y se alinean con las fibras,

En las dos técnicas se observa la misma tendencia de liberacion rapida del compuesto
bioactivo en las primeras 4 horas. Sin embargo, por SE la liberacion es mas rapida
posiblemente porque el area superficial y la porosidad de las fibras fabricadas por
electrospinning es mayor que las obtenidas solution blow spinning. Asimismo, los
defectos de acumulacion de polimero en SBS, retienen el farmaco y amortiguan la
liberacién. La adicion del ibuprofeno disminuye la temperatura de fusion del scaffold y la
esterilizaciébn aumenta la entalpia de fusion mostrando un incremento en la cristalinidad

de los scaffold después de la exposicion a radiacion.

4.2 Recomendaciones

» Al utilizar la boquilla coaxial con el ingreso de aire, se debe verificar que la aguja
central (por donde sale la solucién polimérica) este totalmente centrada con
respecto al componente externo, ya que alguna desviaciébn puede provocar
corrientes de aire en sentidos diferentes y orientar el chorro de polimero en otro
sentido y causando que retorne y se peque a la boquilla. También estas
desviaciones pueden generar defectos de chorreado en las muestras.

» Mejorar el disefio de la boquilla de solution blow spinning, para que la tuberia que
dirige el aire genere un perfil de velocidad del fluido que en tu mayoria sea

paralelas a la direccion de flujo o con menos corrientes radiales. Ya que, en el
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disefo actual el aire ingresa de forma tangencial a la boquilla, generando corrientes
radiales, que desestabilizan el cono de solucion polimérica en la punta de la
boquilla y ocasionan la formacién de defectos o fibras no alineadas.

« Para permitir una liberacién mas lenta y controlada del ibuprofeno, manteniendo el
diametro de fibra en escala nano-micrométrica para su similitud con la matriz
extracelular, se podria complementar el disefio del scaffold adicionando una pared
alrededor de la fibra (core/shell) o disefiar un dispositivo tipo sdndwich. Si bien en
este trabajo se buscd una estructura de fibra core/shell, esta no se logré
exitosamente debido a la incompatibilidad de la gelatina con los solventes de PCL,
por lo que se recomienda en estudios posteriores hacer nuevas formulaciones para
la solucion de PCL que tenga como solventes sustancias acidas, compatibles con
la gelatina o con ratas de evaporacion menores que solucién de la coraza. Y en el
caso de la boquilla T, se recomienda seleccionar solventes que sean compatibles
con ambos polimeros, realizando estudios previos de miscibilidad entre ellas.

» Para la mejor visualizacion de las fibras en el microscopio electrénico de barrido se
recomienda realizar recubrimiento con oro o utilizar placas vidrio como colector de
las muestras, ya que los silicatos generan el contraste molecular adecuado para
visualizar las fibras orgénicas. En el estudio se intentaron visualizar las fibras
fabricadas sobre cinta de carbono y no se pudieron observar adecuadamente.

* Realizar estudios de estabilidad del compuesto bioactivo, pre y post esterilizacion.

» Identificar por cromatografia en capa delgada de alta eficiencia (HPLC) la
concentracion de ibuprofeno liberado en la solucion de PBS y compéaralo con el
valor obtenido por espectroscopia UV. Para determinar si los aumentos en
absorbancia son causados por compuestos de degradacién o trazas de PCL.

* En la articulaciéon de la rodilla, el cartilago estd en contacto directo con el liquido
sinovial, por lo que se recomienda hacer el estudio de liberacién de ibuprofeno en
un fluido con caracteristicas y viscosidad similar al liquido sinovial.

» Al realizar los analisis de &rea superficial y porosidad, no desgasificar el scaffold a
mas de 30°C o verificar que la inercia del calentamiento no sea tan alta que llegue
a fundir la muestra.

+ Como trabajo futuro se recomiendan realizar pruebas de dureza para conocer su
compatibilidad mecanica con los materiales adicionales de implantes o al mismo
cartilago. Asimismo, se deben realizar ensayos toxicolégicos y de proliferacion

celular in vitro, antes de ser llevado a estudios in vivo.



94 Obtencidn y caracterizacion de dos scaffolds poliméricos, cargados con

compuesto con potencial bioactivo, utilizando la técnica de electrospinning.

4.3 Produccidén académica

4.3.1 Ponencias orales

Evento: 7th international conference on industrial biotechnology (IBIC 2022) — Népoles,
Italia

WEDNESDAY, June 8th

WE 09:00-

09-40 Plenary Lecture
Room: CAPRI, Chairperson: Marco Bravi
@ WATER BASED SOLUTIONS FOR BIOREFINERIES

Coutinho 1 A. P

WE 09:40-

10:40  BIORESOURCES
Room: CAPRI, Chairperson: Marco Bravi

@ STUDY OF LIPASE PRODUCTION BY YARROWIA LIPOLYTICA GROWN IN HIGH CONCENTRATION OF
HYDROPHOBIC CARBON SOURCES

Colaciceo Maitia, Biundo Antonino, Ciliberti Cosetta, Agrimi Gennaro, Pisano {sabella

@ CHARACTERIZATION AND EVALUATION OF SOLVENT RETENTION IN POLYCAPROLACTONE
NANO/MICROFIBERS OBTAINED BY ELECTROSPINNING AND SOLUTION BLOW SPINNING

Ciro Cavadiego-Torrado, Dignney Clavijo-Grimaldo, Quiroga-Vergel Angela

@ EVALUATION OF LACTIC ACID PRODUCTION BY DIFFERENT BACILLUS SUBTILIS STRAINS
ISOLATED FROM THEOBROMA CACAD CROPS IN ECUADOR
Castells Antonia, Leon Antonio, Sosa Daynet, Cadena fnés, Ramirez Dario, Alvarez-Barreto Jose, Serrano Lizeth
Larrea Fernando, Almeida Sireitweiser Daniela

Enlace de programa: https://www.aidic.it/ibic2022/final/pro.htm|



https://www.aidic.it/ibic2022/final/pro.html

Conclusiones y recomendaciones 95

Evento: XI Congreso Internacional de Materiales (XI CIM 2022) — Santa Marta, Colombia

X1 CIM o
INTERNACKN G

mzz 6 MATEMN FS

El comité organizador del XI Congreso Internacional de Materiales
XI CIM 2022
Certifica que el trabajo titulado:

Comparacion de liberacion controlada de ibuprofeno
en scaffold polimericos obtenidos por
electrospinning y solution blow spinning.

Fue presentado por:

Angela Quiroga Vergel, Dianney Clavijo Grimaldo, Ruth
Lancheros

En la modalidad de Ponencia Oral

Santa Marta Colombia, 26-28 octubre, 2022

H‘N‘!’—'L‘}

rio YesigPeris Ballesteros Feiix Echeferris Echeverris Hufo Armando Estupifan Duran
Organizador, Uts Organizador, UdeA Organizador, Director, UNAL




96 Obtencién y caracterizacion de dos scaffolds poliméricos, cargados con

compuesto con potencial bioactivo, utilizando la técnica de electrospinning.

4.3.2 Articulo de investigacion

“Characterization and Evaluation of Solvent Retention in Polycaprolactone
Nano/Microfibers Obtained by Electrospinning and Solution Blow Spinning”

CHEMICAL ENGINEERING TRANSACTIONS

Italian Association of Chemical Engineering

VOLUMES ~ EDITORIAL BOARD SUBMIT NEW ARTICLE ~ LOGIN ABOUT -

Vol 93 (2022)

Characterization and Evaluation of Solvent Retention in Polycaprolactone Nano/Microfibers
Obtained by Electrospinning and Solution Blow Spinning

RESEARCH ARTICLES
https: {{doi.org/10.3303/ CET2293020

Published 15 July 2022

Quiroga-Vergel, Angela

Clavijo-Grimaldo, Dianney

Abstract

Casadiego-Torrado, Ciro
The properties of polymeric nanofibers make them versatile materials with multiple

applications in the health area. Electrospinning (ES) and Solution Blow Spinning (SBS) are ) .
. ) . How to Cite

techniques commenly used in the manufacture of nanofibers because the experimental

Quiroga-Vergel A, Clavijo-Grimaldo D,
casadiego-Torrado C, 2022,

However, both techniques reguire the use of salvents whose retention may limit their use in Characterization and Evaluation of

processes are simple, replicable, inexpensive, and carried out under environmental conditions.

biomedical applications. The objective of this work is to compare the morphological and Solvent Retzntion in Polycaprolactons
. o . ) Mano/Microfibers Obtained by
mechanical characteristics of polycaprolactone nano/microfibers (PCL-F) obtained by these two - L
Electrospinning and Solution Blow
techniques, as well as to evaluate the retention of the solvents used. Significant differences spinning, Chemical Engineering

were found in the mechanical test, morphology, diameter and orientation of the PCL-F Transactions, 83, 115-120.

vkl omile e Mla imnis aLiiL. dil : i I ]

https://www.cetjournal.it/index.php/cet/article/view/CET2293020



https://www.cetjournal.it/index.php/cet/article/view/CET2293020

A. Anexo: Graficas medicion de
Isotermas de BET

Nombre de muestra: 1. B-PCL (Peso: 0.23879)

Isoterma de BET
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Porosidad - modelo BJH

Nombre de muestra: 2. E-PCL (Peso: 0.23019)

Isotermas de BET
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Muestras 3. B-PCL-IBU y 5. B-PCL-esteril

Aexo
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Muestras 4. E-PCL-IBU y 6. E-PCL-esteril
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