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Resumen

En los ultimos afos la ciencia e ingenieria de biomateriales ha realizado
importantes avances en el desarrollo de biomateriales poliméricos vy
compuestos con estructuras y morfologias micro- y/o nanométricas para su
empleo como sistemas de liberacidbn controlada y vectorizada de agentes
terapéuticos y en la obtencion de matrices extracelulares artificiales para
ingenieria de tejidos.

Las micro y nanofibras electrohiladas presentan caracteristicas funcionales
de gran atractivo para su uso como vectores para administracién de agentes
terapéuticos. Su estructura porosa con poros interconectados de alta superficie
especifica y el pequefio espesor de la matriz producen un aumento de la
velocidad de difusién del agente bioactivo mejorando la transferencia de masa
y en consecuencia conduciencia a un proceso de liberacibn mas eficiente.
Dependiendo de la morfologia de las fibras, porosidad y composicién de la
matriz, es posible disefiar la forma de dosificacion del agente terapéutico, de
modo tal, que posea una cinética de liberacién rapida, retardada o modificada.

En el Capitulo 1 se introduce y define la ingenieria de tejidos y la liberacion
controlada de drogas, como tecnologias interdisciplinarias, modernas vy
alternativas emergentes para el tratamiento de numerosas situaciones que
requieren regeneracion de tejidos y érganos. Ademas, se describe la embelina,
agente terapéutico natural, sus propiedades y aplicaciones.

En el Capitulo 2 se presenta la obtencion, caracterizacién y analisis de una
serie de matrices micro y nanofibrosas de poli(e-caprolactona) (PCL) con
diametro medio de fibra comprendido en el rango de 04 a 7 uym. La
caracterizacion se centra en la medicion del diametro medio de fibra a partir del
analisis de imagenes de microscopia electrénica de barrido (SEM), el didametro
medio de poro y su distribucion a partir de mediciones por porosimetria de
extrusion de liquidos (LEP), la porosidad de las matrices determinada mediante
un conjunto de técnicas que incluyen mediciones gravimétricas, intrusion de
liquido, andlisis de imagenes SEM, y mediciones por LEP. Los resultados de
porosidad se analizan comparativamente, considerando la precision de cada
técnica empleada. Por ultimo, y a fin de comparar los datos empiricos de
tamafio de poro obtenidos a partir de LEP, se aplica un modelo teodrico



multiplanar para matrices estocasticas fibrosas desarrollado por Eichhorn y
Sampson. La porosimetria LEP demostré un alto potencial para el estudio de
las caracteristicas de porosidad de las matrices electrohiladas en comparacion
con otras técnicas de analisis no instrumentales.

En el Capitulo 3 se preparan matrices electrohiladas y filmes de PCL
incorporando distintas cantidades de embelina y utilizando diferentes solventes.
Los sistemas se caracterizan empleando una amplia variedad de técnicas
experimentales para estudiar la influencia de la embelina en las propiedades
fisicoquimicas, térmicas y superficiales. Asimismo, se analiza la calidad de la
dispersion de embelina en las matrices poliméricas obtenidas mediante
diferentes técnicas. El analisis de la superficie de los sistemas permitid
determinar la presencia embelina en la regién superficial. La embelina debe
encontrarse en forma de agregados amorfos dado que no se observaron
evidencias de una fraccion cristalina.

En el Capitulo 4 se estudian los procesos de liberacion de embelina en
medios con diferente pH a partir de sistemas preparados con distintos
solventes y contenido de embelina. Se proponen algunas estrategias para
modular los perfiles de liberacion in vitro de embelina y al mismo tiempo
disminuir el efecto de liberacion inicial rapida en matrices electrohiladas de PCL
con embelina. Con este objetivo se preparan distintos sistemas multicapa que
actuen como barreras nanofibrosas a los procesos de disolucion rapida de
embelina superficial. Los resultados evidenciaron que es posible modular el
perfil de liberacién del sistema dependiendo del numero y espesor de capas
introducidas en la matriz base que actua como reservorio de embelina. La
cinética de liberacion de todos los sistemas matriciales se analiza efectuando el
ajuste de las curvas de liberacion con los modelos de orden cero, Higuchi y
Korsmeyer-Peppas, a partir de los cuales se determinan y analizan los
parametros de ajuste y su relacion con los mecanismos de difusién operantes.
Por lo anteriormente expuesto, puede concluirse que los sistemas nanofibrosos
preparados presentan valores de concentracion de embelina en el rango de la
ventana terapéutica y por lo tanto poseen una importante potencialidad como
sistemas de liberacion controlada de embelina.

Finalmente en el capitulo 5 se aborda el estudio de otro tipo de sistemas
poliméricos para liberacion de embelina. Se describe la preparacion de
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microparticulas de PCL con embelina mediante la técnica convencional de
emulsion/liofilizacion y la técnica de atomizacion electrohidrodinamica (EHDA).
Esta dultima es wuna técnica de vanguardia para la obtencion de
micro/nanoparticulas que no requiere las etapas de emulsién y evaporacion de
las técnicas clasicas, dado que se secan instantaneamente en el proceso. Se
presenta la caracterizacion fisicoquimica, térmica y morfologica. Se estudia la
cinética de liberacién de las microparticulas en dos medios de pH diferente,
efectuando el ajuste de las curvas de liberacién con los modelos de orden cero,
Higuchi y Korsmeyer-Peppas, a partir de los cuales se determinan y analizan
los parametros de ajuste y su relaciéon con los mecanismos de difusion y
transporte que tienen lugar durante el proceso. Las microparticulas obtenidas
por EHDA presentaron perfiles de liberacién que combinan una liberacion inicial
rapida que proporciona una dosis elevada (dosis de ataque) seguida por una
etapa de liberacidon controlada. Esta ultima esta asociada al mayor tamafio y
area superficial de particula y la mayor eficiencia de encapsulacion. Estas
microparticulas resultan altamente atractivas como vectores de administracion
de embelina por via inhalatoria para aplicaciones en terapias pulmonares.

Por ultimo, en el Capitulo 6, se presentan las conclusiones mas importantes
del presente trabajo y las perspectivas futuras del mismo, tendientes a
complementar algunos estudios y ampliar la variedad de sistemas poliméricos

con embelina.

Abstract

In the last years, biomaterials science and engineering has demonstrated
relevant advances in the development of polymeric and composite biomaterials
with structures and morphologies in the micro and nanometric range. These
scaffolds were explored as controlled and targeted drug delivery systems and
artificial extracellular matrix for tissue engineering applications.

Electrospun micro and nanofibers present functional features very attractive
for applications in the field of therapeutic agent administration. The porous
structure, with interconnected pores and high specific surface area, as well as
low thickness, lead to an increase in diffusion rate of bioactive agents that allow
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improving mass transfer and delivery. Depending of fiber morphology, porosity
and matrix composition it is possible to design a dosage form for each specific
release kinetics: fast, delayed or modified.

In Chapter 1, tissue engineering and controlled drug delivery systems are
defined and introduced as modern interdisciplinary technologies and emerging
alternatives for numerous situations where tissue and organ regeneration is
required.

In Chapter 2, preparation, characterization and analysis of a series of
micro/nanofibrous matrices based on poly(e-caprolactone) (PCL) with fiber
mean diameter in the range of 0,4 to 7 ym is presented. Characterization is
focused on the measurement of fiber mean diameter by electron scanning
microscopy (SEM) analysis, pore mean diameter and its distribution by liquid
exclusion porosimetry (LEP), porosity as determined by several techniques that
include gravimetric measurements, liquid intrusion, SEM image analysis and
LEP. Results are comparatively analyzed by considering the accuracy of each
technique. Finally, in order to compare the empiric data of pore size obtained by
LEP, a theoretical multiplanar model for stochastic fibrous matrices developed
by Eichhorn and Sampson was applied. LEP demonstrated a high potential for
the study of porosity characteristics of electrospun matrices in comparison to
other no instrumental available techniques.

In Chapter 3, PCL electrospun matrices and films were prepared by
incorporating different amounts of embelin and using different solvents The
resulting systems were characterized by using a wide variety of experimental
techniques, in order to study the influence of embelin in physicochemical,
thermal and surface properties. Moreover, the quality of embelin dispersion in
the polymeric matrix is analyzed by using different techniques. The surface
analysis allowed the determination of embelin, which was present with the form
of amorphous clusters.

In Chapter 4, embelin release behavior in buffer solutions with different pH
of all the systems were studied. Some strategies for modulating the embelin in
vitro release profiles and at the same time to decrease the burst effect that
occur in electrospun matrices of PCL with embelin, are proposed. To this goal,
different multilater systems are prepared to introduce nanofibrous barriers to the
fast dissolution process associated to surface dispersed embelin. The results

12



indicate that it is possible to modulate the release profiles depending on the
number a thickness of each layer added to the matrix base, which acts as a
drug reservoir. The release kinetics is analyzed by fitting the release curves with
zero-order, Higuchi and Korsmeyer-Peppas models. From this, fitting
parameters and its relationship with the operating diffusion mechanisms are
analyzed. Based on these studies, it can be concluded that embelin-loaded
nanofibrous systems have a huge potential as controlled drug delivery system.

Finally, in Chapter 5, other kind of polymeric system for embelin release is
studied. Embelin-loaded PCL microparticles are prepared by means of a
emulsion/freeze drying as conventional technique, and electrohydrodynamic
atomization (EHDA). EHDA is a cutting-edge technology for fabrication of
micro/nanoparticles without using emulsion and evaporation steps.
Physicochemical, thermal and morphological characterization is presented.
Release kinetics is studied in two different pH. As in the case of electrospun
matrices, release curves are fitted with zero-order, Higuchi and Korsmeyer-
Peppas, to determine the fitting parameters and its relationship this the
transport and diffusion mechanisms that take place during the process.
Microparticles obtained by EHDA present release profiles that combine a high
initial release (burst effect) useful for early attack treatment, followed by a
controlled release stage. This can be due to the higher size, surface area, and
encapsulation efficiency of the particles. These microparticles are very attractive
as targeted administration of embelin by inhalation therapy for pulmonary
diseases.

Last, in Chapter 6, the main conclusions of the thesis as well as the future

perspectives of this work are presented.
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Capitulo 1: Introduccion

1. Introduccion

Las aplicaciones potenciales de estructuras poliméricas porosas, micro y
nanofibrosas en el area de ciencia y tecnologia de biomateriales, nanomedicina
y medicina regenerativa son numerosas [1, 2, 3, 4]. El disefio de estructuras
porosas que actuen como matriz extracelular temporaria para ingenieria de
tejidos y liberacidon controlada de agentes terapéuticos requiere de un
cuidadoso control de las etapas de procesamiento de biomateriales [5, 6, 7].
Por lo tanto, la obtencion de estructuras poliméricas o compuestas con
morfologia controlada (contenido y distribucion de micro y nanoporosidad,
diametro de fibras y distribucidn), funcionalidad superficial, contenido,
naturaleza y dispersion de agentes terapéuticos, constituyen aspectos
importantes que actualmente se encuentran en discusion en la comunidad
cientifica.

Existe una amplia variedad de técnicas experimentales de procesamiento
de matrices poliméricas y compuestas para la obtencion de matrices porosas
[3]. Cada una de ellas posee ventajas y desventajas propias de la etapa de
fabricacion que afectan el comportamiento celular: presencia de solventes
residuales, obstaculos para la infiltracion celular, falta de uniformidad y
homogeneidad, inadecuada resistencia mecanica, baja reproducibilidad de los
sistemas, necesidad del control de parametros de procesamiento, entre otros
importantes aspectos.

Entre las tecnologias de nanofabricacion existentes actualmente, el proceso
de electrohilado ha adquirido en los ultimos anos una notable importancia para
el procesamiento de soluciones poliméricas (o fundidos) para obtener, con un
costo relativamente bajo, matrices micro/nanofibrosas de una amplia diversidad
de formulaciones (incluyendo sistemas nanocompuestos) [7, 8, 9].

Las micro y nanoparticulas de poliésteres biodegradables son tema de gran
interés desde los ultimos 10 afios en diversos campos de estudio. En el ambito
farmacéutico resultan muy atractivas, debido a su capacidad para la
incorporacion y administracion de agentes bioactivos [10, 11], facilitando el

transporte de los farmacos hacia una zona especifica deseada del organismo
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[12], permitiendo aumentar su tiempo de residencia a partir de una mayor
estabilidad en circulacién y evitando su pronta degradacion quimica a causa de
agentes externos [13, 14].

En el campo de la liberacién de agentes terapéuticos (drogas, farmacos,
biomoléculas) existe un interés cada vez mayor en el control de la
biodistribucién y aumento de la biodisponibilidad de los agentes terapéuticos,
en particular de aquellos que son insolubles o pobremente solubles en agua,
los cuales poseen probada actividad farmacoldgica para el tratamiento de
diversas afecciones [15]. Entre las estrategias para mejorar la dosificacion y
accesibilidad al medio biolégico de estos agentes, se encuentra el disefio de
formulaciones poliméricas con capacidad de incorporar diferentes contenidos
de agentes terapéuticos homogéneamente dispersos. Las técnicas de
preparacion de matrices micro/nanofibrosas de interés en ingenieria de tejidos
permiten también la dispersion de estos agentes. Ademas, este tipo de
matrices posee una elevada relacion area superficial/volumen e
interconectividad de poros, lo cual contribuye a aumentar la exposicion al
medio bioldgico de mayor cantidad del agente disperso [8].

Por otra parte, el estudio de la cinética de liberacion de agentes
terapéuticos pobremente solubles en agua tal como embelina, a partir de
sistemas con diferente morfologia resulta de interés, dado que no se encuentra
reportado en la literatura. Las diferentes morfologias de los sistemas permiten
modificar los parametros correspondientes a la cinética de liberacion de los
agentes terapéuticos, permitiendo obtener diferentes velocidades y perfiles de

liberacion.

1.1.Biomateriales

La Sociedad Europea de Biomateriales planteé en 1987 un debate para
consensuar una definicion de biomaterial que reuniera la aceptacion de la
comunidad cientifica internacional. Se determiné entonces que un biomaterial
es un material no vivo usado en un dispositivo médico, destinado a
interaccionar con el sistema bioldgico [16]. Esta definicion se modificd en 1992,
eliminando la referencia a la naturaleza no viviente del material [17].

Posteriormente en 1999 se definid como biomaterial, al material destinado a
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interaccionar con sistemas biolégicos para evaluar, tratar, aumentar o
reemplazar cualquier tejido, 6rgano o funcién del cuerpo [18]. De esta manera,
el concepto de biomaterial estaba asociado solamente al ambito de la salud
humana y a la interaccion con los tejidos o componentes tisulares.

La evolucion de la ciencia de materiales y las tecnologias relacionadas con
la salud tornaron pronto obsoleta esta definicion. Las situaciones en las que los
biomateriales se usan actualmente son muy diferentes de las situaciones
encontradas mas de una década atras. Aunque los dispositivos médicos
implantables son aun inmensamente importantes y permiten mejorar la calidad
de vida de un muchos seres humanos, las tecnologias médicas emergentes
comprenden una variedad de sistemas de liberacidén de drogas y agentes
terapéuticos, ingenieria de tejidos y terapias celulares, disefio de 6rganos y
patrones celulares, nanotecnologia basada en sistemas de imagenes y
diagndstico, y dispositivos microelectrénicos. Estas tecnologias aun abarcan el
empleo de materiales metalicos, ceramicos, polimeros sintéticos y naturales,
pero también sistemas autoensamblados, nanoparticulas, nanofibras,
nanotubos de carbono, dendrimeros, vectores no virales y marcadores
cuanticos. La funcion de un biomaterial debe ser la de dirigir el curso de un
tratamiento médico, sea de diagndstico o terapia, y debe hacerlo controlando
especificamente las interacciones con los componentes biolégicos del paciente
a ser tratado.

Teniendo en cuenta éstas y otras consideraciones, el concepto de
biomaterial ha sido hace pocos anos redefinido como una sustancia disefiada
para tomar una forma en la que, sola o como parte de un sistema complejo, se
emplea para dirigir, mediante el control de las interacciones con los
componentes de sistemas vivos, el curso de un procedimiento terapéutico o de
diagnostico, en medicina humana o veterinaria [19]. Esta nueva visién del
concepto de biomaterial es radicalmente diferente a las propuestas
anteriormente. Las muchas sustancias que tradicionalmente no eran pensadas
como biomateriales (tejidos ingenierilmente disefiados, células, 6rganos y virus)
deben ahora ser consideradas como tales, dado que sus prestaciones estan
directamente controladas por las interacciones con los tejidos y los

componentes tisulares.
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1.2.Ingenieria de tejidos y liberacion de agentes terapéuticos

La ingenieria de tejidos (tissue engineering) ha surgido en la ultima década
del siglo pasado como una aproximacion alternativa para sobrellevar las
limitaciones de las terapias tradicionales para la regeneracion tisular [20]. Si
bien la ciencia e ingenieria de biomateriales ha introducido notables mejoras en
el campo de la medicina de sustitucion y enormes beneficios para los
pacientes, la recuperaciéon funcional resulta incompleta y cada sistema lleva
asociado una vida util limitada. Esta limitacion se presenta como uno de los
principales problemas mundiales en el sistema de salud. La expectativa de vida
se cuadruplico en los ultimos tres siglos y como consecuencia han surgido
numerosos incidentes que las terapias actuales no pueden resolver. El
problema de la falla de 6rganos o el reemplazo de tejidos tiende a agravarse
anualmente debido a la baja disponibilidad de los mismos y a la dificultad del
control de los fendmenos de rechazo. En este contexto, resulta necesario
generar conocimiento basico y aplicado, y desarrollar tecnologias vy
metodologias para sobrellevar la demanda cada vez mas imperiosa de tejidos
biolégicos tales como huesos, cartilagos, articulaciones, nervios, piel,
ligamentos, tendones, corneas, 6rganos bioartificiales (higado, pancreas), etc.
Los importantes avances en el campo de la biologia molecular sobre el
conocimiento de los mecanismos de regeneracion, los nuevos logros de la
biotecnologia para el cultivo de tejidos a gran escala, y la produccion de
factores de crecimiento constituyen hoy en dia la fuerza impulsora para la
promocion y desarrollo de la ingenieria de tejidos como un campo multi- e
interdisciplinario [21, 22, 23, 24]. En este sentido, la ingenieria de tejidos se
define como, la aplicaciéon de principios y métodos de la ingenieria y las
ciencias de la vida para el desarrollo de sustitutos biolégicos que reemplacen,
regeneren, restauren o mejoren diversos tejidos funcionales.

Los conceptos de ingenieria de tejidos y medicina regenerativa aparecen
numerosas veces en la literatura como sindnimos, compartiendo alcances y
objetivos. Sin embargo, recientemente se propuso una definicidon de medicina
regenerativa con objetivos propios y claramente determinados, en donde la

ingenieria de tejidos se enmarca como uno de sus principales componentes,
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junto con la ciencia de materiales, la biologia molecular y de células madre, y la
genética [25].

Las estrategias de la ingenieria de tejidos generalmente se dividen en dos
categorias [26]: el uso de matrices acelulares, que dependen de la habilidad
natural del cuerpo para regenerar el nuevo tejido, y el uso de matrices con
células. Las matrices acelulares pueden prepararse empleando andamiajes
artificiales o mediante la remocion de componentes celulares de tejidos para
producir matrices ricas en colageno. Las células también pueden emplearse
con fines terapéuticos y el tejido autdlogo (tejido del propio paciente) es la
principal fuente celular y la preferida, aunque en algunos casos se recurre a
tejido alogénico (tejido de un donante vivo o fallecido) o heterdlogo (tejido de un
animal). Existen también tecnologias entre las que se incluyen células madre
(de origen embrionario humano, fetal o adulto) [27], la terapia de genes, la
clonacion terapéutica y la extraccion de tejidos y oérganos de animales
transgénicos [28]. Sin embargo, la clonacién terapéutica y la terapia génica
involucran diversos aspectos técnicos, economicos, politicos, religiosos y éticos
que estan en discusion y que deben resolverse antes de que estén disponibles
como metodologias maduras para aplicaciones clinicas.

En el caso de emplear células se requiere [29]:

a) apropiada seleccion, aislamiento y cultivo de las células primarias
(induciendo su diferenciacion en fenotipos especificos);

b) expansién mediante cultivo celular (condiciones estaticas, cultivo en
biorreactores especificamente disefiados, o sin cultivo previo e implante
directo por inyeccion de ceélulas con o sin un portador inyectable, como
por ejemplo un hidrogel);

c) disefio de una matriz soporte adecuada para la fijacion de las células,
incluyendo la seleccion de los materiales apropiados y las metodologias
de procesamiento;

d) uso de modelos animales adecuados que permitan probar in vivo, luego
de los analisis in vitro y antes de los ensayos clinicos, la eficacia de las
diferentes aproximaciones seguidas minimizando los ensayos con

animales.
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En el medio biolégico las células constantemente reciben estimulos
mecanicos, eléctricos, quimicos y estructurales que modulan el
comportamiento celular para crecer y formar tejidos funcionales u 6rganos. Si
estas sefales externas no se reciben o no procesan adecuadamente, las
células no se diferencian, se desorganizan y eventualmente mueren. En la
mayoria de los tipos celulares encontrados en los mamiferos la adhesion
celular a un sustrato es fundamental para su supervivencia. El estimulo
estructural involucra la interaccion de las células con su matriz extracelular.
Esta comunicacion, resulta esencial para la actividad celular normal e impacta
directa e indirectamente en la funcion y forma celular. Los estimulos estan
mediados por factores de crecimiento, moléculas proteicas que cumplen una
accion regulatoria especifica en el crecimiento, desarrollo y mantenimiento de
los tejidos.

El empleo de biomateriales juega un rol temporario pero crucial en el disefio
ingenieril de tejidos u 6rganos y, desde los ultimos afos, se perfila como una
estrategia activa que muestra constantes avances en los campos de sintesis,
caracterizacion, propiedades, procesamiento y aplicaciones.

Desde tiempos remotos, la administracion de medicamentos siempre ha
necesitado de una elaboracion mas o menos compleja, que permitiera su
efectividad en el medio bioldgico. Incluso con el avance que supuso la
obtencion de las sustancias medicamentosas quimicamente puras, iniciada en
el siglo XIX, era necesario dotar a dichas sustancias de una forma
farmacéutica que permitiera su administracién en una cantidad conocida y
controlada (dosis terapéutica), por la via mas adecuada, de manera estable,
segura y eficaz [30, 31]. De esta forma, la investigacién galénica dio lugar a
nuevas formas farmacéuticas que aseguraran dichas condiciones: la capsula
blanda de gelatina atribuida a Mothes en 1833, la capsula dura de gelatina
atribuida a Lehuby en 1846, el comprimido a finales del siglo XIX, etc [31, 32].
A mediados del siglo XX, se comenzaron a plantear nuevas formas
farmacéuticas en funcion de los nuevos conocimientos que genero el estudio
de la farmacocinética de agentes terapéuticos con actividades biolégicas. A
partir de entonces, un agente terapéutico ya no se caracteriza unicamente por
Su accion sobre el organismo, es decir, por su farmacodinamica, sino también

por el efecto que, a través de procesos farmacocinéticos de absorcion,
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distribucion, metabolismo y excrecién, ejerce sobre él el propio organismo [32,
33].

En 1971 Yolles et al. discutieron sobre el disefio de dispositivos poliméricos
para la administracion de farmacos y una patente fue presentada por Boswell y
Scribner, respecto del uso de poli(acido lactico) en sistemas para liberaciéon
controlada de agentes terapéuticos [34, 35]. Sin embargo, dos articulos
ampliamente citados, publicados por Yolles et al. en 1973, son considerados a
menudo como el punto de partida del desarrollo de sistemas poliméricos para
liberacion controlada de agentes terapéuticos [36, 37, 38]. Desde entonces, se
han desarrollado nuevas formas farmacéuticas cuyos objetivos se han visto
ampliados considerablemente, pudiendo sehalarse como los mas importantes

actualmente los siguientes [39]:

a) administracién por la via mas adecuada y en la dosis exacta;

b) asegurar la estabilidad del sistema de administracién durante un tiempo
perfectamente estudiado y establecido;

c) posibilitar una administracion eficiente y adecuada a los requerimientos
de cada paciente;

d) posibilitar la administracién segura de agentes terapéuticos empleando
dosis reducidas, asegurando una homogeneidad de dosis;

e) proteger el agente terapéutico de los agentes externos, tanto medio
ambientales (oxigeno, humedad, etc), como fisioldgicos (jugos gastricos,
pH, etc);

f) controlar la liberacion y absorcion del agente terapéutico;

g) dirigir selectivamente el agente a determinados 6rganos o tejidos;

h) optimizar acciones farmacoldgicas, reduciendo efectos colaterales.

De este modo, la investigacion y desarrollo de sistemas para liberacién
controlada de agentes terapéuticos, posibilita la obtencién de nuevas formas
farmacéuticas adecuadas al paciente y patologia a tratar, considerando la
mejor forma de administracion y actuacion del agente, que dé lugar a la éptima

eficacia y seguridad del agente terapéutico.
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1.3.Embelina

El género Embelia es un grupo de arbustos pertenecientes a la familia de
especies Myrsinaceae [40, 41] y Oxalidaceae [42], mas comunmente conocido
como vidanga en medicina ayurvédica. A partir de estos arbustos se extrae,
como el principal metabolito secundario, una benzoquinona denominada
embelina (2,5-dihidroxi-3-undecil-1,4-benzoquinona). Durante muchos afos
esta droga indigena ha sido recomendada para una serie de enfermedades,
con uso registrado en textos historicos, incluyendo el Charaka Samhita en
1949, Sushruta Samhita en 1942 y Ashtanga Hridaya en 1950. La embelina se
halla en concentraciones de 2 a 3 % en los frutos de los arbustos Embelia
ribes, E. robustas [43], Ardisia spp [44] y en Rapanea spp (Mirsinaceas).
Embelia ribes (E. gladulifera), Embelia tsjeriam-Cottam (E. robusta, Roxb), es
un arbusto distribuido a lo largo de la costa de Malabar de Sri Lanka, y se
extiende a través de Sylhet, Singapur y China, asi como también en Assam de
Cochin y las zonas montafiosas de Maharashtra y Konkan en la India [45]. En
Argentina, el arbusto Oxalis erythrorhiza Gill. (Oxalidaceae) llamada
comunmente “boldo de la cordillera”, se encuentra a una altitud entre los 4000-
4500 m en la localidad de Bauchaceta, departamento de Iglesia de la provincia
de San Juan [42]. En la Fig. 1.1 se observa esta especie andina en cojin Oxalis
erythrorhiza Gillies ex Hooker et Arnott (Oxalidaceae).

La embelina se incluyéo en el British Pharmaceutical Codex en 1934,
seguido por el indio Pharmaceutical Codex en 1953, y finalmente se incluyé
como una medicina oficial en 1966 en la Farmacopea de la India [46].

Los frutos color naranja brillante, ricos en embelina, se conocen dentro de
la ethomedicina y su accion farmacoldgica se atribuye a la presencia de este
agente. Estos frutos se recomiendan por sus propiedades como, astringentes,
amargos, picantes, expectorantes, depurativos, digestivos y antibacterianos,
diuréticos, anticonceptivos, rejuvenecedores, y estimulantes. Se consideran
beneficiosos en enfermedades cronicas de la piel, asi como trastornos
respiratorios, helmintiasis y trastornos gastrointestinales. También se cree que
promueven funciones inmunolégicas, mejoran la circulacibn sanguinea y

poseen efectos anti-envejecimiento [47, 48].
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Fig. 1.1. Especie Oxalis erythrorhiza, nombre comun “boldo de la
Cordillera”.

La embelina se encuentra en hongos y plantas superiores, es de color
amarillo anaranjado y cristaliza en agujas amarillo de oro. Su punto de fusién
es 142 - 143 °C, es pobremente soluble en agua (0,13 mg.ml™") pero soluble en
solventes tales como diclorometano (DCM), metanol (MeOH), éter de petrodleo,
cloroformo (CLF), etc. Presenta diversas actividades biologicas relevantes
reportadas tales como, efecto quimiopreventivo en N-
nitrosodietilamina/fenobarbital en casos de hepatocarcinogénesis inducida en
ratas Wistar [49], efecto de antifertilidad [50], actividad citotéxica in vitro en
lineas celulares B16 y XC [51], actividad anticonvulsivante [52], antidiabética
[53], y antimicrobiana [42].

La Fig. 1.2 muestra la estructura quimica de la embelina (CAS N° 550-24-

3), de formula empirica C17H2604 y peso molecular 294,39 g.mol™.

0

Fig. 1.2. Estructura quimica de embelina (2,5-dihidroxi-3-undecil-1,4-
benzoquinona)
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Existe abundante bibliografia respecto de embelina y sus propiedades
bioloégicas y aplicaciones en el tratamiento de diversas enfermedades. Sin
embargo, solo existen algunos trabajos publicados relacionados con su
incorporacion en sistemas de administracion eficiente, y escasa informacion de
su solubilidad en diferentes medios. Patel et al. estudiaron una formulacion de
comprimidos de embelina que contienen diferentes diluyentes, empleando
granulacién humeda y técnicas de compresioén directa [54]. Se analiz6 el efecto
de diluyentes como la lactosa, celulosa microcristalina, y la combinacion de
ambas, a fin de mejorar el flujo y compresibilidad; y se emplearon diferentes
aglutinantes como pastas de almidon y polivinilpirrolidona (PVP) alcohdlica,
para optimizar la resistencia a la trituracion de la formulacion. Los resultados
indicaron que la formulacion 6ptima para la preparacion de las tabletas fue
empleando 5 % PVP y una combinacién de celulosa y lactosa del 10 %. Los

ensayos de solubilidad en medios con diferente pH revelaron que la embelina
solubiliza de manera 6ptima (320 ug.ml'1) en medios alcalinos (pH = 8,0),

mientras que los valores de solubilidad disminuyen apreciablemente conforme
lo hace el pH del medio. Por otro lado, se indicd que la solubilidad de embelina
aumenta al incorporar un porcentaje del 5 a 10 % v/v de etanol en los medios
empleados, aunque no es posible trasladar este efecto al medio biolégico [54].

Kumara Swamy et al. estudiaron el efecto de diferentes formulaciones
conteniendo embelina, para aplicaciones en cicatrizacion de heridas [43]. Las
formulaciones para administracion topica se prepararon a partir de extractos de
etanol con embelina empleando ademas alginato de sodio, y mediante
embelina en polvo con alginato de sodio; formando geles de 0,2 % p/p.
Mientras que la formulacidon para administracion oral se obtuvo a partir de una
suspension de etanol (30 mg.ml”) con embelina (4 mg.ml™"), en goma de
tragacanto al 1 % p/v. Los resultados indicaron una actividad de cicatrizacién
significativa en todos los casos, respecto del control, mientras que el tiempo
requerido para la epitelizacion completa fue menor a partir del uso de las
formulaciones tépicas de embelina con alginato de sodio [43].

Danquah et al. estudiaron el efecto de embelina en la proliferaciéon de
células de cancer de préstata a partir de micelas de un copolimero de
poli(etilenglicol)-poli(acido lactico) (PEG-PLA) [55]. Los resultados mostraron
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que la embelina activa la caspasa 3 y 9 en las células de cancer de préstata
LNCaP y C4-2, por disminucién de la expresion de la proteina XIAP, lo que
evita la proliferacion de las células tumorales. Por lo que el tratamiento
combinado de micelas con bicalutamida (agente terapéutico anticancerigeno) y
embelina, resulta una estrategia eficaz para el tratamiento de cancer de
prostata [55].

Por otro lado, Arumugam et al. prepararon nanoparticulas por emulsion
mediante entrecruzamiento de quitosano con embelina, empleando
glutaraldehido como agente reticulante [56]. La caracterizacion fisicoquimica y
morfologica realizada resultd insuficiente para comprender efectos de
solubilidad e interaccion del agente con el polimero natural, presentando una
capacidad de carga de embelina de 91,5 % y una eficiencia de encapsulacion
del 92 %, determinadas por métodos que no contemplan las posibles pérdidas
del polimero durante el proceso de preparacion de las particulas. El
hinchamiento de las particulas en medios con diferente pH (1,2 y 7,4) mostro
que las nanoparticulas sin embelina, presentaron un aumento de volumen 5
veces mayor que las nanoparticulas con agente incorporado. Los resultados de
liberacion de embelina en los medios mencionados presentan escasa
informacion, asegurando una liberacion rapida en apenas 6 h.

Gadhave et al. prepararon cristales esféricos de embelina mediante la
técnica de cambio de solvente en presencia del polimero hidrofilico,
polivilnilpirrolidona (PVP) [57]. Los cristales se prepararon a partir a partir de
una emulsién, empleando como fase organica una solucion de embelina en
acetona, que posteriormente se agregd a soluciones acuosas de PVP de
diferentes concentraciones (2,5 — 10 % p/v). Finalmente se adicionaron gotas
de solvente diclorometano (DCM), a fin de conseguir la precipitacion de los
cristales. Los resultados mostraron que la presencia de PVP favorece la
formacion de los cristales esféricos de embelina, mejorando su
empaquetamiento con la mayor concentracion de PVP. Ademas, la presencia
del polimero hidrofilico mejora la solubilidad en agua, de los cristales de
embelina respecto del agente puro, sin que exista una interaccién fisica o
quimica entre estos, como lo demostré la caracterizacion térmica y superficial.

Se evalud la actividad antifertilidad de embelina en ratas hembras albinas

Sprague Dawley, a partir de complejos formados con acido borico [58]. Este
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complejo se formé debido a la tendencia de la embelina de asociarse con
metales de transicion a partir de sus grupos hidroxilos fendlicos, presentandose
como estructuras estables en medios alcalinos, pero altamente inestables en
medios acidos. Los estudios bioldgicos indicaron alteraciones irregulares de los
ciclos de celo de las ratas estudiadas.

Li et al. prepararon micelas a partir de lipopolimeros formados por
polimeros en bloque de poli(etilenglicol)-poli(2-metil-2-carboxil-carbonato de
propileno-dodecanol), como medio para administrar agentes terapéuticos
hidrofébicos y mejorar su solubilidad en medio acuoso [59]. La concentracién
micelar critica disminuy6é al aumentar la longitud de bloque hidrofébico y la
capacidad de carga resulté dependiente de la longitud del nucleo hidrofébico.
Las micelas de PEG-PCD con embelina mostraron una inhibicién significativa
de la proliferacién de células de cancer de prostata C4-2, mientras que no se
observo citotoxicidad a partir de las micelas sin agente terapéutico.

Finalmente, Huang et al. desarrollaron un sistema de micelas a partir de la
conjugacion de embelina con poli(etilenglicol) a través de un puente de acido
aspartico [60]. Las micelas preparadas no so6lo mejoraron la solubilidad de
embelina, sino que también permitieron la incorporacion del agente terapéutico
hidrofébico paclitaxel, ampliamente utilizado por su actividad como
anticancerigeno. Los estudios de citotoxicidad de varias lineas celulares
mostraron la eficiencia de las micelas con embelina, potenciada por la
presencia de paclitaxel en dosis menores a las frecuentemente empleadas en
las terapias. El sistema embelina-PEG resulta entonces un vehiculo de gran
potencialidad para agentes terapéuticos de baja solubilidad en medio acuoso,

permitiendo ademas disminuir la toxicidad no deseada de estos agentes.

1.4.Estrategias para la obtencion de estructuras tridimensionales porosas

El nimero de publicaciones cientificas relacionadas con matrices para
ingenieria de tejidos y liberacion controlada de agentes terapéuticos, se ha
incrementado notablemente en las ultimas décadas, hecho que revela un alto y
sostenido interés en el disefio y preparacion de matrices porosas [61].
Considerando los requisitos que debe reunir una matriz extracelular artificial, la

tecnologia de procesamiento para su produccion debe poseer un control
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importante de las propiedades a escala micro- y nanométrica. El
comportamiento viscoso de los polimeros por encima de su temperatura de
transicion vitrea o temperatura de fusion y su solubilidad en diferentes
solventes organicos, determina la aplicacion de una amplia variedad de
técnicas para preparar matrices porosas [62, 63, 64]. De modo que, no existe
una forma universal de crear matrices porosas tridimensionales para regenerar
todo tipo de tejido. La eleccidn de la técnica mas apropiada depende de cada
tipo de material, geometria y aplicacién especifica. En la Tabla 1.1 se listan
algunas de las técnicas disponibles para la preparacion de matrices
tridimensionales porosas acelulares usando polimeros naturales o sintéticos,
materiales ceramicos o nanocompuestos, mientras que en la Fig. 1.3. se
ilustran algunos ejemplos de matrices porosas producidas con estas técnicas.
Para proporcionar una mayor funcionalidad biolégica se incluyen agentes
terapéuticos y genes, integrados desde la etapa de disefio de las matrices
porosas. Los esfuerzos actuales se centran en el desarrollo de matrices
bioactivas, con arquitectura tridimensional nanofibrosa, superficie biomimética y
capacidad para liberar de manera controlada agentes terapéuticos que incluyen

farmacos y factores de crecimiento celular.

Tabla 1.1. Técnicas disponibles para la preparacion de matrices

tridimensionales porosas acelulares.

Procesamiento de fibras
Mallas de fibras no tejidas entremezcladas, fibras unidas

Procesamiento de soluciones

Evaporacién de solvente y disolucion de particulas
Extraccion de hidrocarburos porégenos
Autoensamblado inducido por segregacion de hielo
Electrohilado

Autoensamblado molecular

Técnicas tradicionales
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Separacion de fases

- Separacion de fases inducida térmicamente

- Separacidon soélido-liquido: liofilizacién, técnicas combinadas con
disolucién de particulas

- Inversion de fases y remocion de particulas

- Separacion de fases inducida por polimerizacion

Otras técnicas

- Moldeo en fundido

- Agregacion de microparticulas

- Espumado de compuesto polimero-ceramico

- Espumado por gas a alta presion

- Formacion de gas

- Mezclado/espumado asistido por CO, supercritico

Fabricacién asistida por calor

- Sinterizado selectivo por laser (SLS)

- Moldeo por deposicion de fundidos (FDM)
- Impresion tridimensional (3D Plotting)

- Laminacién (LOM)

Fabricacién asistida por radiacién
- Estereolitografia (SLA)

Fabricacion asistida por adhesivo
- Impresion tridimensional (3DP)
- Microjeringa asistida por presion (PAM)

Fabricacion por moldeo indirecto
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Fig. 1.3. Ejemplos de matrices porosas para aplicaciones en ingenieria de
tejidos obtenidas por distintas técnicas, a) mallas de fibras entremezcladas; b)
evaporacion de solvente y disolucion de particulas; c) separaciéon de fases; d)
eliminacion de porogenos; e) electrohilado; f) separaciéon de fases inducida
térmicamente (TIPS); g) autoensamblado inducido por segregacién de hielo
(ISISA); h) autoensamblado; i) manufactura aditiva: moldeo por deposiciéon de
fundido (FDM); j) manufactura aditiva: estereolitografia (SLA); k) manufactura

aditiva: Sinterizado selectivo por laser (SLS).

Las nanofibras resultan de notable interés debido a la generacion de una
estructura altamente porosa de gran relacién area/volumen. Las matrices
constituidas por nanofibras pueden fabricarse con geometrias que permitan
rellenar defectos anatomicos y su arquitectura puede diseharse para obtener
las propiedades mecanicas necesarias para soportar el crecimiento,
proliferacion, diferenciacion y movilidad celular. Asimismo, pueden contener
factores de crecimiento, drogas, agentes terapéuticos y genes, para estimular
la regeneracion de tejidos. Una propiedad inherente de las nanofibras es su
alta capacidad de imitar la matriz extracelular de los tejidos y 6rganos, un
complejo compuesto formado por proteinas fibrosas, proteinas solubles y otras
moléculas bioactivas que permiten la adhesion y el crecimiento celular. Sin
embargo, los estudios de las interacciones célula-nanofibra, la elucidacion y el
entendimiento completo de la influencia de las nanofibras en las rutas
bioquimicas y los mecanismos de las sefales que regulan el comportamiento
celular requieren de mayor investigacion.

Las técnicas mecanicas convencionales de produccion de fibras permiten

obtener fibras con diametros en el orden del micrémetro. Si bien estos tamarios
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se utilizan en muchas aplicaciones, existen nuevas aplicaciones que requieren
fibras con diametros de decenas a cientos de nanometros. Las nanofibras se
emplean en numerosas aplicaciones nanotecnologicas entre las que se
incluyen defensa y seguridad, biomateriales, ingenieria ambiental vy
biotecnologia, almacenamiento de energia, almacenamiento o transporte de
gases Y fluidos, nano-electronica, etc [1].

Uno de los métodos de procesamiento que presenta mayores ventajas para
la produccion de nanofibras es el electrohilado [1, 65, 66, 67]. Las aplicaciones
potenciales de las nanofibras en el campo biomédico son enormes vy
prometedoras: ademas de matrices para regeneracion de tejidos y 6rganos
(injertos vasculares, nervios, piel, cartilago, huesos, musculos cardiacos,
coérneas, expansion y diferenciacion de células madres), se encuentran
vectores para liberacion de principios activos, dispositivos biomédicos
biodegradables implantables, instrumentacion y diagnostico médico,
aplicaciones dentales y cosméticas [68, 69, 70].

El autoensamblado molecular u organizacion autonoma de componentes en
patrones o estructuras sin intervencién externa, constituye otro campo de
investigacion emergente, especialmente cuando se trata de estructuras
biolégicas de tamafio nanométrico o texturizado. Esta estrategia también se
emplea en el desarrollo de materiales nanofibrosos [63]. EI autoensamblado
esta generalmente mediado por fuerzas secundarias tales como interacciones
ionicas electrostaticas, puente de hidrégeno, interacciones hidrofébicas y de
van der Waals. Los hidrogeles basados en proteinas proporcionan, ademas de
su capacidad de gelacion in situ, las condiciones necesarias para la

proliferacion celular y formacion de tejidos.

1.5.Procesos electrohidrodinamicos

Los procesos electrohidrodinamicos han sido de interés por muchos afos
[71]. En 1745, Bose creo un spray en aerosol al aplicar una alta tensién a un
liquido en la punta de un capilar de vidrio. Lord Rayleigh calculé la maxima
carga que una gota puede soportar antes de que las fuerzas eléctricas superen
la tensién superficial de la gota. En 1917, Zeleny describio y fotografio el

fendbmeno de atomizacion electrohidrodinamica. Taylor analizé las condiciones
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a las que es sometida una gota deformada por un campo eléctrico, y mostré
que una interface cénica es estable si el cono tiene un semi-angulo de 49,3°.
En 1934, Formhals publicé la primera patente de electrohilado, pero la
aplicacion de estos procesos en ciencia de materiales no ocurri6 hasta
principios de los 90 como se observa en el enorme incremento de
publicaciones y patentes en el tema [72].

Los procesos electrohidrodinamicos mas usados en nanotecnologia de
materiales involucran las técnicas de atomizacion electrohidrodinamica (EHDA,
electrospraying) y electrohilado (electrospinning). La EHDA consiste en la
atomizacion de un liquido (tipicamente una solucion diluida) mediante el
empleo de un campo eléctrico de alta tension. El campo eléctrico produce
fuerzas eléctricas que estiran el menisco de la gota pendiente de un capilar,
formando entonces un microchorro que luego es atomizado en gotas finas.
Estas gotas pueden ser de tamafio submicrénico, con una distribucion de
tamafios angosta. La técnica de EHDA se usa en la produccion de
nanoparticulas, deposicion de films finos, y para la formacion de capas
funcionales. Cuando la viscosidad del liquido alcanza un valor critico, el
microchorro sufre otro tipo de inestabilidades y se forma una fibra continua de
tamafo submicronico, proceso conocido como electrohilado. Estos procesos
electrohidrodinamicos son impulsados solamente por el efecto del campo
eléctrico aplicado. La morfologia de las fibras o gotas depende fuertemente del
peso molecular del polimero, los enmarafiamientos de las cadenas poliméricas,
el/los solvente/s empleados, y la concentracion de la solucion, entre otros
factores [73].

1.5.1. Electrohilado de soluciones poliméricas

La tecnologia de electrohilado constituye uno de los métodos de
procesamiento de vanguardia que presenta mayores ventajas para la
produccion de nanofibras. Esta técnica tiene la habilidad unica de producir
nanofibras de diferentes materiales y geometrias, bajo costo, relativamente alta
velocidad de produccion y simplicidad en el disefio del equipamiento. En los
ultimos anos, se han electrohilado numerosos tipos de materiales que incluyen

practicamente todos los polimeros sintéticos y algunos naturales que sean
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solubles o puedan fundirse, y nanocompuestos, para obtener fibras continuas
de unos pocos nanometros hasta algunos micrones que generan una matriz
hilada no tejida altamente porosa [65].

Aunque la técnica de electrohilado constituye una via muy versatil para la
produccion de nanofibras, el proceso es sumamente complejo y depende de
numerosos parametros. El disefio experimental basico para electrohilado de
soluciones consta de cuatro componentes (Fig. 1.4): un reservorio de solucion
o material fundido, una bomba de infusién que permite suministrar un flujo
constante y controlado de solucién, una fuente de alta tensiéon y un sistema
colector sobre el que se deposita el material electrohilado. Al aplicar una
tensién de 5 - 30 kV, la solucion polimérica se electrifica fuertemente y se
generan cargas que se distribuyen sobre la superficie de la gota de solucién
polimérica que pende de una boquilla. La gota que emerge de la boquilla
experimenta un conjunto de fuerzas: fuerza de repulsion coulombica entre las
cargas, fuerza electroestatica producto del campo eléctrico externo generado al
aplicar la tension, fuerza gravitatoria, fuerzas viscoelasticas que dependen del
polimero y solvente, y la tensién superficial que se opone al estiramiento y
afinamiento de la gota. Bajo la accién de estas interacciones, la gota se
distorsiona en forma coénica, fendbmeno conocido como cono de Taylor. En
estas condiciones el balance de fuerzas llega a un equilibro. Cuando las
fuerzas electroestaticas repulsivas superan la tension superficial del polimero,
se produce una situacién inestable que provoca la expulsiéon de un microchorro
liquido cargado desde la boquilla del capilar. Este microchorro electrizado sufre
estiramiento y movimientos tipo latigazo (whipping), dando lugar a la formacién
de hilos largos y delgados. A medida que el chorro liquido se deforma
continuamente y se evapora el solvente (o solidifica el fundido), las cargas
superficiales aumentan conduciendo a una disminucion drastica del diametro
de las fibras. Los entrecruzamientos fisicos de las cadenas poliméricas
permiten dar continuidad al microchorro, formando fibras que se depositan en
el sistema colector que se encuentra conectado a tierra [1, 74].

Por lo tanto las propiedades intrinsecas de la solucién y los parametros que
afectan el procesamiento tienen un efecto directo en las fuerzas que dominan

al proceso de electrohilado y la obtencién de fibras con distinta morfologia,
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estructura y tamano. La Fig. 1.5 muestra una fotografia del equipo de

electrohilado empleado en esta tesis.

Sistema de infusion
controlada de fluido

viscoelastico (f) I
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Fuente de alta tensién (V) 1
Proyeccién de i
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I
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Distancia
boquilla-colector (d)

1

Fig. 1.4. Montaje experimental basico para electrohilado de soluciones

poliméricas

Fig. 1.5. Imagen del equipo de electrohilado empleado para procesos
electrohidrodinamicos
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1.5.1.1. Propiedades intrinsecas de la solucién polimérica

Se ha demostrado que los parametros de la solucion influyen notablemente
en la obtencion de fibras y en la morfologia de las mismas. Se describen a
continuacion algunos de los parametros mas importantes a considerar [74, 75,
76].

Concentraciéon: Se requiere de una concentracion critica para que los
entrecruzamientos fisicos de las cadenas poliméricas permitan la formacion de
fibras bajo la accién del campo eléctrico aplicado. Si la concentracion de
polimero se encuentra debajo de wuna concentracion critica, los
entrecruzamientos fisicos entre las cadenas poliméricas no alcanzan a
contrarrestar estas fuerzas y el microchorro se rompe, obteniendo un
pulverizado de gotas. Un incremento de la concentraciéon puede formar una
morfologia de gotas conectadas por fibras. La concentracion critica para la cual
se obtienen fibras uniformes varia con cada sistema analizado, y depende del
peso molecular del polimero (a mayor peso molecular del mismo polimero,
menor concentracion para igual sistema de solventes), y de la viscosidad de la
solucion entre otros. Por otro lado, una vez alcanzada la concentracion critica
para la obtencion de nanofibras, el incremento de la misma produce un
aumento en el diametro medio de las fibras.

Viscosidad: La viscosidad de la solucion polimérica esta relacionada con el
peso molecular del polimero disuelto y el solvente. A mayor peso molecular,
mayor es la viscosidad de la solucion. La viscosidad actua contrarrestando las
fuerzas de estiramiento producidas por la repulsion electroestatica del
microchorro cargado. Aumentar la viscosidad ayuda a obtener un microchorro
estable y por lo tanto fibras libres de gotas. La viscosidad de la solucion se
puede aumentar incrementando el peso molecular del polimero, la
concentracion de la solucion polimérica, o incluso también con el agregado de
polielectrolitos en pequefas cantidades que permiten incrementar la viscosidad
sin modificar la concentracion. Si bien la viscosidad de la solucion influye
significativamente en generar fibras lisas, no necesariamente determina la
concentracion critica a la cual se obtienen fibras por electrohilado.

Solventes: Los solventes utilizados influyen y determinan varios aspectos

del proceso de electrohilado. En primer lugar afectan la conformacion de las
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cadenas poliméricas en solucion, e influyen en la facilidad del transporte de la
carga del microchorro. Tanto el momento dipolar como la conductividad de la
solucion determinan la obtencion o no de fibras electrohiladas, asi como
también el tamafo de las mismas. A mayor polaridad del solvente se obtienen
fiboras de menor diametro. La velocidad de solidificacién del microchorro
también esta determinada por el solvente o mezclas de solventes utilizados.
Cuanto menor es la temperatura de ebullicion del solvente mayor sera la
velocidad de solidificacion del microchorro. No obstante, en ocasiones la
solidificacion puede ser muy rapida produciendo una obstruccién en la boquilla.
Por otra parte cuando la temperatura de ebullicibn es muy elevada, las fibras
alcanzan el colector con una cantidad considerable de solvente que produce un
film por aglomeramiento. EI empleo de mezclas de solventes de bajo y alto
punto de ebullicion permite balancear esta situacion.

Conductividad: La conductividad de la soluciéon polimérica es fundamental
en la produccion de fibras por electrohilado, dado que influye en la repulsién
electroestatica de las cargas superficiales presentes en la solucién. La
conductividad puede incrementarse por agregado de particulas conductoras o
iones a la solucion o seleccionando un solvente con mayor polaridad. El
aumento de la conductividad de la solucion también tiene un efecto en la
disminucién el diametro medio de fibras.

Tension superfficial: La tension superficial de la solucion es la fuerza
principal a vencer para lograr el estiramiento del microchorro y la produccion de
nanofibras. Cuanto mayor es la tension superficial, mayor cantidad de cargas
superficiales y tension aplicada se requerira en el proceso. Dado que el
solvente determina la tensién superficial de la solucién, seria ideal emplear un
solvente con baja tension superficial. Sin embargo, la concentracién y la
naturaleza quimica del polimero también determinan la tension superficial. En
general, al aumentar la concentracion polimérica de la solucidn disminuye la
tension superficial. Otra forma de disminuir la tension superficial, es con el
agregado de surfactantes a la solucion.

Constante dieléctrica: La constante dieléctrica de una solucién es una
medida de la capacidad para mantener cargas eléctricas en la solucion. Cuanto
mayor es la constante dieléctrica de la solucidén, con mas facilidad se obtendran

fibras uniformes y de menor diametro medio. La constante dieléctrica de una
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solucion se puede variar reemplazando el solvente o una fraccion del mismo
por uno con mayor o menor constante dieléctrica.

Factores ambientales: Por ultimo, si bien en la mayoria de los casos se
realiza el proceso de electrohilado en atmésfera de aire, también puede
realizarse en presencia de nitrégeno u otros gases que modifican el proceso de
secado del microchorro y la pérdida de cargas eléctricas superficiales al
ambiente. Otras condiciones ambientales que afectan el secado del
microchorro son la temperatura y humedad ambiente. En particular, la elevada
humedad ambiente genera nanofibras con poros superficiales. Esto se debe a
que gotas de agua se depositan sobre la superficie del microchorro, debido al
enfriamiento del mismo por la evaporacién del solvente. Los poros se producen

cuando el solvente y el agua se evaporan.

1.5.1.2. Parametros del proceso de electrohilado

Los parametros del proceso de electrohilado también poseen una notable
influencia en la obtencién de fibras y en la morfologia de las mismas. A
continuacion se describen resumidamente los aspectos mas importantes a
tener en cuenta [74, 75, 76].

Tipo de colector: El colector conductor plano es el mas usado para producir
una matriz nanofibrosa con orientacién al azar (Fig. 1.6.a). Existe una variedad
de colectores para favorecer la obtencion de matrices con una orientacion
determinada o para definir estructuras macroscoépicas en la membrana. Uno
de los colectores utilizados es el colector rotatorio, ya sea en la forma de
cilindro o como disco (Fig. 1.6.b). La velocidad de rotacién es el factor
dominante en el grado de alineacién de las fibras. Si bien el colector de disco
produce una mejor alineacion, el cilindro de diametro grande genera una matriz
de mayor tamano. Para mejorar la alineacion, se han desarrollado cilindros con
barras paralelas con separacién de 2 - 3 cm, combinando el efecto de la
rotacion con la modificacion del campo eléctrico. Otro tipo de colectores
rotatorios son los cilindros de pequefio diametro (< 6 mm), estos son de gran
interés ya que permiten desarrollar estructuras 3D ideales para ingenieria de

injertos vasculares. Los colectores de placas paralelas (Fig. 1.6.c) también
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pueden producir matrices con fibras alineadas. Si bien estos colectores logran
alinear las nanofibras, algunos con gran efectividad, el tamafio de la matriz
obtenida es pequeno. El colector de punta produce matrices de gran superficie
con nanofibras alineadas, y se presenta como una alternativa a los colectores
existentes. En este caso las fibras son eyectadas una a la vez y se alinean por

repulsion electroestatica entre la fibra ya depositada y la nueva (Fig. 1.6.d).

Material del colector. EI material del colector influye en la estructura de la
matriz obtenida. Por lo general, se utilizan colectores conductores conectados a
tierra, ya que de esta manera el exceso de carga presente en la nanofibras
depositadas es eliminado permitiendo un empaquetamiento compacto de las
mismas. No obstante, en algunas aplicaciones se han utilizado colectores no
conductores y se han obtenido empaquetamientos menos densos de fibras.
Incluso, altos tiempos de deposicion o una alta velocidad de flujo pueden
producir empaquetamientos poco densos de fibras. En estos casos, donde una
capa considerable de fibras no conductoras cubre el colector, la eliminacién de
cargas se dificulta obteniendo un efecto similar al de tener un colector no
conductor. La deposicién de nanofibras en agua antes de la coleccién por un
colector conectado a tierra produce un efecto significativo en la morfologia de

las fibras obtenidas y también aumenta la densidad de empaquetamiento.
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Fig. 1.6. Tipos de colector utilizados en el proceso de electrohilado; a) colector
plano, b) colector rotatorio de disco, c) placas paralelas, y d) colector de punta.

Tension aplicada: La tension aplicada a la solucién polimérica, carga
superficialmente la misma, generando las fuerzas electroestaticas necesarias
para vencer la tension superficial. El efecto que tiene este parametro en las
nanofibras obtenidas depende fuertemente del sistema estudiado y de las
demas que intervienen, como la concentracidén o la distancia boquilla-colector.
Se ha demostrado que al aumentar la tensidén aplicada se producen mayores
cargas superficiales, lo que favorece el afinamiento del microchorro, resultando
en fibras de menor diametro. Sin embargo, la aplicacion de una tension alta
también produce la evaporacion mas rapida del solvente y en consecuencia
puede suprimir etapas de estiramiento y disminucién del diametro del
microchorro, obteniéndose en algunos casos fibras de mayor tamafo del
esperado. En algunos casos no se observa ninguna tendencia en el diametro al

variar la tension aplicada.

Velocidad de infusion.: Para que el proceso de electrohilado sea

satisfactorio debe existir un equilibrio entre la velocidad a la cual la solucién es
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dosificada y la velocidad de remocién de la misma por efecto del campo
eléctrico aplicado. Por lo general, la velocidad de flujo es controlada mediante
una bomba que infunde la solucion a una velocidad constante determinada por
el usuario. Si bien, el mayor efecto de este parametro es la obtencion o no de
un microchorro continuo, el aumento de la velocidad de flujo aumenta el
diametro medio de fibras, aunque se debe tener en cuenta que si la cantidad de
solvente en el colector es apreciable se perdera la estructura fibrosa por

disolucion de las fibras.

Boquilla capilar: El diametro interno de la boquilla influye en el diametro de
las nanofibras, y en la velocidad de evaporacion del solvente en la boquilla. Al
disminuir el diametro interno de la boquilla aumenta la tension superficial de la
solucion, por lo tanto a igual tensién aplicada se necesita de una mayor fuerza
couldmbica para vencerla. La aceleracion del microchorro disminuye y posee
mayor tiempo de estiramiento y elongacion antes de ser depositado en el
colector, generando fibras de menor diametro. Los sistemas de produccién
industrial emplean un sistema de dosificacion sin boquillas, evitando Ila
interferencia eléctrica que se genera cuando se utilizan simultdneamente
multiples boquillas. Las boquillas coaxiales permiten obtener nanofibras con un

nucleo interno y un recubrimiento exterior o nanofibras huecas.

Distancia boquilla - colector. Este parametro influye directamente en el
tiempo de vuelo del microchorro y en la fuerza del campo eléctrico aplicado. En
consecuencia, variar este parametro influye en el diametro medio de fibras
obtenidas y en su morfologia. Si la distancia es alta, hay un mayor tiempo para
que el microchorro se elongue y estire, lo que produce matrices con tamano
medio de fibra menor. No obstante, el aumentar la distancia se debilita la
magnitud del campo eléctrico, resultando en menor estiramiento del
microchorro y un mayor tamano medio de fibra. Si la distancia es muy pequena,
la fuerza del campo eléctrico es mayor y se produce una mayor aceleracién del
microchorro, pero como el tiempo de vuelo también disminuye la evaporacion

del solvente es pobre.
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1.6.0bjetivos de la tesis e hipotesis

El objetivo general de esta tesis doctoral consiste en preparar y caracterizar
sistemas poliméricos con morfologia controlada, mediante el desarrollo vy
aplicacion de diferentes procesos de fabricacion, conduciendo a la generacién
de sistemas con capacidad para actuar como vectores para liberacion de
embelina, agente terapéutico poco soluble en agua. En el marco de este

objetivo general se proponen los siguientes objetivos especificos:

e Preparar sistemas poliméricos porosos y particulados basados en
poli(e-caprolactona) como poliéster biorreabsorbible y biocompatible,
con distinto contenido de embelina, agente terapéutico de origen
natural.

e Optimizar los parametros del proceso de electrohilado para
preparacion de estructuras micro/nanofibrosas poliméricas con
morfologia controlada.

e Desarrollar estructuras tridimensionales con morfologia reproducible y
diferente porosidad.

e Caracterizar todos los sistemas preparados mediante técnicas de
analisis fisicoquimico, térmico, y superficial.

e Estudiar la relacién estructura — propiedades de los sistemas
electrohilados y particulados.

e Aplicar distintas técnicas de evaluacion de la morfologia para el
analisis de biomateriales poliméricos porosos y particulados.

e Estudiar la cinética de liberacion de embelina de los sistemas
poliméricos en soluciones reguladoras con diferente pH,
determinando el modelo cinético que mejor representa el

comportamiento del sistema.
Este trabajo se basa en la siguiente hipotesis: es posible obtener sistemas

poliméricos biorreabsorbibles de poli(e-caprolactona) con diferente contenido

embelina, morfologia (matricial y particulado) y porosidad controlada. Los
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sistemas disenados permiten la liberacion de embelina en medios con diferente

pH, con un control del perfil y la cinética de liberacion.
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2.1.Introduccioén

En los ultimos anos la ciencia e ingenieria de biomateriales esta mostrando
importantes avances en el desarrollo de biomateriales poliméricos vy
compuestos con estructuras y morfologias micro- y/o nanométricas para su
empleo como sistemas de liberacidbn controlada y vectorizada de agentes
terapéuticos y en la obtencion de matrices extracelulares artificiales para
ingenieria de tejidos [1, 2, 3]. Las matrices poliméricas con estructura porosa
tienen un enorme interés en el campo de la regeneracion de tejidos y 6rganos.

Como se mencion6 en el capitulo anterior, una de las estrategias mas
exploradas de la ingenieria de tejidos requiere del empleo de matrices porosas
biocompatibles y biorreabsorbibles con wuna serie de requerimientos
especificos, células y senales fisicas y quimicas para la regeneracion completa
de tejidos funcionales. En el caso de matrices poliméricas, estas buscan imitar
el microentorno de una matriz extracelular nativa, por lo que se emplean
matrices poliméricas biocompatibles que posean una combinacion de
topografias del orden de la micro- y nano-escala.

Las matrices micro/nanofibrosas se utilizan en diversas aplicaciones bio y
nanotecnologicas debido a que poseen caracteristicas funcionales atractivas
para estas aplicaciones como son: elevada relacion de area superficial
respecto de su volumen, elevada porosidad interconectada y propiedades
biomiméticas. Por todo esto resultan ideales para aplicaciones de ingenieria de
tejidos donde se requiere el transporte de oxigeno e intercambio de nutrientes
que resultan cruciales para la adhesion, proliferacién, diferenciacion y
regeneracion del tejido [4, 5, 6, 7, 8].

El desempeino exitoso de muchas aplicaciones que emplean estructuras
micro/nanofibrosas se encuentra estrechamente asociado con una estructura
porosa abierta. Por lo tanto, resulta muy importante el estudio de los factores
mas relevantes que determinan el tamafo de poro y la distribucién de tamario
de poro de las estructuras electrohiladas. Existen algunos modelos tedricos que
estudian la relacién entre el diametro medio de fibra y el tamano de poro medio

de las membranas nanofibrosas [9, 10]. Estos modelos demuestran que el
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diametro medio de fibra de las matrices juega un rol importante en el control del
diametro medio de poro, de modo tal que el diametro medio de poro se
incrementa con el aumento del diametro medio de fibra. Esto significa que el
diametro medio de fibra se debe controlar cuidadosamente, y en consecuencia
puede afectar la infiltracion y la proliferacién celular.

En la actualidad, existe una escasa comprension sobre las caracteristicas
de los poros en las matrices electrohiladas. Dado que es posible obtener
matrices con diferente diametro medio de poro y la misma porosidad, es
necesario caracterizar las estructuras indicando los valores de porosidad,
diametro medio y distribucion de tamafio de poros. Por lo tanto, resulta esencial
contar con las técnicas apropiadas para medir precisamente tanto diametro
medio de poro como asi también la porosidad, a los efectos de producir
matrices bioldgicamente aceptables, apropiadas para cada tipo particular de
tejido.

Entre las técnicas disponibles para la caracterizacién de matrices porosas
se encuentran la porosimetria de intrusion de mercurio [11], porosimetria de

flujo capilar [12], porosimetria de extrusién de liquidos [13, 14], adsorcion de
gases, microtomografia computarizada de rayos-X (u-CT) [15], microscopia

laser confocal [16], y el andlisis de imagenes obtenidas mediante microscopia
electronica de barrido (SEM) [17, 18], cada una de las cuales posee sus
ventajas y desventajas [15].

La porosimetria de intrusion de mercurio es una reconocida técnica
empleada para el estudio de materiales porosos. Mediante esta técnica se mide
la presion necesaria para introducir mercurio, un liquido que no moja la
superficie del material, a través de los poros del material. Los equipos
comerciales poseen tipicamente una presion maxima de 60000 psi (414 MPa),
lo que permite el ingreso del mercurio y deteccion de poros de alrededor de
unos 0,003 ym de diametro. Una de las desventajas que posee esta técnica
consiste en que se requiere una elevada presién para forzar al mercurio
viscoso a introducirse en los poros de menor diametro. Esto puede distorsionar
la estructura de los materiales poliméricos porosos, como es el caso de las
matrices micro y nanofibrosas, por lo que se altera la arquitectura porosa real

de las mismas. Por otro lado, el mercurio es altamente toxico, y se requiere de
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un proceso de descontaminacion posterior a la medicion. La porosimetria de
mercurio no es apropiada para la medicion de matrices fragiles compresibles,
tales como espumas (con porosidades superiores a 90 %), textiles y matrices
nanofibrosas [11]. Por otro lado, Pham et al. reportaron que no es posible medir
el tamafo de poro de matrices fibrosas con diametro medio de fibra menor a 4
pMm, debido a que la presion inicial necesaria para llenar con mercurio el
espacio libre en la camara de medicion es de 0,6 psi [19].

La porosimetria de flujo capilar provee una técnica no destructiva que
permite la medicion rapida y precisa del tamafo de poro y distribucion de poro
[13, 14, 20]. Se emplea un gas no reactivo (usualmente aire) que fluye a través
de la muestra seca, y luego a través de la misma muestra pero saturada con un
liquido de tensidn superficial conocida. ElI cambio de flujo de aire se mide como
una funcioén de la presion aplicada en ambos procesos. Dado que la presion
aplicada durante el proceso de medicién es lo suficientemente baja, las
estructuras porosas de las matrices nanofibrosas no sufren alteraciones [21].
Esta técnica no permite medir volumen de poro pero si mide el diametro de
cuello de poro, que se refiere al diametro de la porcidn mas estrecha de un
poro determinado, y que no es posible medir mediante porosimetria de
intrusién de mercurio ni mediante porosimetria de extrusion de liquidos.

Por otro lado, en la porosimetria de extrusién de liquidos (LEP) los poros se
llenan espontaneamente con un liquido no reactivo, que permite la saturacion
de la muestra porosa. Posteriormente el liquido se extruye de los poros de la
muestra de manera selectiva, empleando un gas no reactivo. La porosimetria
LEP permite medir el volumen, el tamafo y la distribucion de poros de la
muestra, como asi también el area superficial, la porosidad total, y la
permeabilidad del liquido, evitando el uso de liquidos toxicos y altas presiones.
Por lo tanto, resulta una técnica adecuada para la caracterizacién de matrices
poliméricas micro/nanofibrosas, con diametros de poro en el rango de 1000 ym
a 0,05 uym. Esta técnica se emplea en la caracterizacién de estructuras porosas
complejas de filtracion media, particularmente en procesos relacionados con la
biotecnologia [13]. Sin embargo, los reportes bibliograficos de aplicaciéon de
LEP en la caracterizacion de matrices para aplicaciones biomédicas son muy

escasos [22].
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La técnica de adsorcién de gases permite medir el tamafio de poro y la
porosidad, aunque posee como desventaja el prolongado tiempo de estudio
que se insume por cada muestra analizada. Por otro lado, la microtomografia
computarizada de rayos X posee importantes ventajas para la caracterizacion
de matrices porosas, aunque tiene limitaciones dadas por la capacidad de
procesamiento computacional de software y hardware empleados [15].
Ademas, resulta una técnica muy costosa e inaccesible para muchas
instituciones.

Finalmente, la microscopia confocal de barrido laser asociada con analisis
de imagenes tridimensionales, emerge como una nueva modalidad de analisis
de estructuras porosas [16]. Algunas limitaciones asociadas a esta técnica
incluyen, la necesidad de contar con un material con emision fluorescente y la
dificultad para establecer los umbrales de deteccion.

La microscopia electronica de barrido (SEM) es un ensayo destructivo que
requiere seccionamiento fisico de la muestra a ensayar y provee informacion
cualitativa de regiones asociadas a la superficie de la muestra. El desarrollo de
métodos basados en el analisis de las imagenes permite obtener informacion
cuantitativa de parametros asociados con la estructura porosa.

En este capitulo se presenta la obtencion, caracterizacion y analisis de una
serie de matrices micro y nanofibrosas con diametro medio de fibra
comprendido en el rango de 0,4 a 7 um. La caracterizacion se lleva a cabo a
través del analisis de imagenes SEM para la medicion del diametro medio de
fibra, de mediciones por LEP para determinar el diametro medio de poro y su
distribucion, y la evaluacion de la porosidad de las matrices un conjunto de
técnicas que incluyen mediciones gravimétricas, intrusion de liquido, analisis de
imagenes SEM, y mediciones por LEP. Los resultados de porosidad se
analizan comparativamente, considerando la precision de cada técnica
empleada. Por ultimo y a fin de comparar los datos empiricos de tamafio de
poro obtenidos a partir de LEP, se aplica un modelo tedrico multiplanar para
matrices estocasticas fibrosas desarrollado por Eichhorn y Sampson [9, 10].
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2.2.0btencidon de matrices poliméricas
2.2.1. Materiales

Las matrices micro/nancofibrosas se prepararon empleando poli(e-
caprolactona) (PCL) de peso molecular promedio en peso 80 kg.mol™. PCL es
un poliéster lineal y alifatico, obtenido mediante polimerizacion por apertura de
anillo del mondmero ciclico e-caprolactona [23].

La PCL posee un caracter hidrofébico, una morfologia semicristalina y
exhibe una muy buena solubilidad en solventes organicos y compatibilidad para
la formacién de mezclas. Entre las propiedades térmicas PCL posee una
temperatura de fusién relativamente baja, comprendida entre 58 y 64 °C, y una
temperatura de transicion vitrea de -60 °C. En condiciones fisiologicas, se
degrada mediante hidrdlisis de sus enlaces éster, dando lugar al acido 6-
hidroxicaproico y la velocidad de este proceso depende de la forma, del tamafno
del material y de los aditivos. En el proceso de degradacion primero ocurre una
ruptura de cadenas, de forma que disminuye el peso molecular, y
posteriormente estas cadenas, mas pequefas, son transportadas fuera del sitio
de implantacion por los fluidos del cuerpo o por fagocitosis. EI homopolimero
puede degradarse en un periodo comprendido entre dos y cuatro afios, pero la
velocidad de degradacion puede modularse fisica, quimica y/o biolégicamente
para disefar cinéticas de degradacion que se ajusten al sitio anatdomico
especifico.

La biocompatibilidad ha sido muy estudiada, especialmente del Capronor™
que es un dispositivo anticonceptivo valido durante 18 meses. El agente activo
es el progestageno levonorgestrol, se presenta en capsulas sub-cutaneas. Se
ha demostrado que el polimero no es toxico, excepto por una pequenfia irritacion
en lugar del implante.

Todas estas caracteristicas han estimulado la investigacién de la PCL, sus
copolimeros y mezclas en numerosas aplicaciones biomédicas en liberacion
controlada de farmacos de tiempo prolongado y matrices porosas para
ingenieria de tejidos [24, 25, 26, 27].
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La PCL esta aprobada por la U.S. Food and Drug Administration (FDA)
para aplicaciones especificas usadas en seres humanos tales como
dispositivos de liberacién de farmacos, suturas, o barreras de adhesion.

En la Fig. 2.1 se muestra la estructura quimica de la PCL.

O

Fig. 2.1. Estructura quimica de poli(e-caprolactona), segun nomenclatura
IUPAC (1,7)-polioxepan-2-ona. De acuerdo a los métodos de sintesis

empleados, los extremos de cadena suelen tener grupos hidroxilos.

Las matrices poliméricas se prepararon a partir de soluciones del polimero
en mezclas de solventes organicos. Los solventes empleados fueron
diclorometano (DCM), metanol (MeOH), N,N-dimetilformamida (DMF) vy
cloroformo (CLF), obtenidos de Aldrich Chemical Co. (St Louis, MO, USA), los
que se emplearon tal como se recibieron, sin purificacion adicional. Algunas
técnicas de medicidn de porosidad requirieron del uso de vaselina liquida
medicial (Drosanto®, 33,0-35-6 cSt a 40°C) comprada a la Drogueria San

Antonio (Buenos Aires, Argentina).

2.2.2. Preparacion de matrices poliméricas fibrosas mediante

electrohilado de soluciones

Las soluciones de PCL (se prepararon con concentraciones comprendidas
entre 17 y 25 % p/p a partir de la disolucién de pellets de PCL en mezclas de
solventes de DCM:MeOH y CLF:MeOH, con diferentes relaciones de volumen.

Cada solucién se colocd en una jeringa de polipropileno de 10 ml,
conectada a través de un tubo de poliamida a una aguja de acero inoxidable
316 de punta roma de 90° (gauge 18, 1,27 mm de diametro externo y 0,838

mm de diametro interno), utilizada como boquilla. La velocidad de flujo se
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controld a través de una bomba de infusidén (Activa A22 ADOX S.A., ltuzaingé,
Argentina). Se utilizd una fuente de alta tension (ES30P, Gamma High Voltage
Research Inc., Ormond Beach, FL, USA) para cargar la solucion polimérica,
conectando el electrodo de polaridad positiva a la boquilla y empleando una
placa colectora de aluminio puesta a tierra. Todo el proceso se llevé a cabo a
temperatura ambiente 23°C y humedad relativa inferior a 50 %, dentro de una
camara acrilica con sistema de ventilacion.

Finalmente, las matrices electrohiladas se secaron bajo vacio a
temperatura ambiente, a fin de eliminar el solvente residual y luego se
mantuvieron en desecador hasta su utilizacion.

Las condiciones de procesamiento empleadas se detallan en la Tabla 2.1.
La recoleccion de material electrohilado se llevd a cabo durante el tiempo
necesario para conseguir matrices de 10 um de espesor. Este tiempo se

determind en base a la experiencia adquirida y a las pruebas realizadas.

Tabla 2.1. Condiciones experimentales usadas para obtener membranas
electrohiladas de PCL (T: tension aplicada, ®: velocidad de infusion, d:

distancia boquilla-colector)

Conc Mezcla
Muestra PCL de T ® 1 d
o solventes (kV) (mL.h™) (cm)
(% p/p) :
(v:v)
M1 17 5:13 15 10 18
M2 17 1:1° 17 0.8 12
M3 17 1:1° 17 0.8 11
M4 20 5:12 11.6 18 15
M5 25 5:12 7.7 8 9
2 DCM:MeOH
® DCM:DMF

2.3.Caracterizacion morfolégica

La caracterizacion morfoldgica de las matrices poliméricas porosas resulta
de vital importancia para comprender su estructura y comportamiento. En el
caso de sistemas poliméricos empleados como matrices en ingenieria de
tejidos, es preciso conocer caracteristicas relacionadas con su micro- y nano-

estructura, tales como porosidad, tamafos y distribuciéon de poros, dado que
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afectan de manera directa la migracion y adhesion celular, como asi también el
intercambio de fluidos y nutrientes fundamentales para la supervivencia,

proliferacion y diferenciacion celular.

2.4.Analisis de la microestructura de las matrices poliméricas

2.4.1. Analisis microestructural mediante microscopia electronica de
barrido (SEM)

Las matrices electrohiladas se observaron mediante microscopia
electronica a barrido (SEM) utilizando un equipo JEOL JSM6460 LV (Peabody,
MA, USA). Las micrografias obtenidas a distinta magnificacion se analizaron y
procesaron por distintas técnicas.

Las muestras se colocaron en un portamuestra de aluminio utilizando cinta
adhesiva bifaz, se recubri6 la superficie de las mismas por deposicién con oro
en una camara de vacio a 500 mTorr, y finalmente se analizaron a partir de un
haz de electrones acelerados por una diferencia de potencial de 15 kV.

Las micrografias SEM se analizaron a fin de obtener informacion relevante
respecto de la micro- y nanoestructura. Se determind la distribucién de
diametros de fibras y diametro medio de fibra mediante el procesamiento con el
software Image-Pro Plus. Se determind ademas la porosidad mediante

aplicacion de un algoritmo de analisis de micrografias SEM.

2.4.2. Determinacion del angulo de contacto

La caracterizacion de la hidrofilicidad de la superficie de las matrices se
llevé a cabo mediante mediciones de angulo de contacto estatico empleando
un goniémetro (modelo 250, ramé-hart instrument Co., Succasunna, NJ, USA).
Las gotas de 5 pl de vaselina liquida medicinal o agua destilada se colocaron
en el centro de la superficie de la muestra empleando una microjeringa ubicada
verticalmente hacia abajo. Las imagenes de las gotas (tomadas con resolucion
640 x 480 pixels, 256 tonos de gris) se adquirieron con una camara CCD,
después de ajustar el contraste, magnificacion y foco, y después de un periodo

de espera inicial de 10 segundos. Se tomaron seis imagenes cada 20
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segundos. Los experimentos se realizaron a temperatura ambiente (23 °C). Los
valores de los angulo de contacto se midieron con el software Dropimage
Advanced v2.4.

2.5.Determinacion de la porosidad de matrices poliméricas

micro/nanofibrosas

Las mediciones de porosidad de las matrices micro/nanofibrosas se
efectuaron a través de un conjunto de técnicas que incluyen medicion
gravimétrica, meétodo de intrusibn espontanea de liquidos, analisis de
micrografias SEM y porosimetria de extrusion de liquidos.

Los estudios de caracterizacion de las matrices se realizaron en muestras

circulares de 10 mm de diametro, que se cortaron con troquel.
2.5.1. Medicién gravimétrica (GM)

La determinacion de porosidad por medicion gravimétrica es una alternativa
util cuando no se cuenta con la disponibilidad de equipos mas sofisticados. Las
muestras se deben preparar cuidadosamente y se requiere una determinacion
precisa de las dimensiones de la muestra para lograr una buena exactitud. La
porosidad de las matrices electrohiladas se determindé mediante la ecuacion
2.1:

— (2.1)

donde ps es la densidad de la matriz muestra, calculada como el cociente entre
su masa y volumen. El volumen se determiné a partir del espesor y diametro de
la muestra, medidos con un microcalibre digital. La densidad de PCL es de ppc.
=1,145 g.cm'3.
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2.5.2. Método de intrusion espontanea de liquidos (LIM)

La porosidad de las matrices fibrosas se midié también utilizando el método
de intrusion de liquidos. Las muestras se pesaron y posteriormente se
sumergieron en un vaso de precipitado con vaselina liquida durante 12 h a
temperatura ambiente. Se aplicé agitacion magnética, para permitir que el
liquido ingrese en los poros de la muestra. Posteriormente, la superficie de las
muestras se seco cuidadosamente a fin de eliminar la vaselina en exceso. Las
mediciones se realizaron en cinco muestras de cada tipo de membrana.

Finalmente, la porosidad se calculé como se indica en la ecuacion 2.2.

(2.2)

donde V, es el volumen de vaselina y se corresponde con el volumen total de
poros de la muestra, calculado como el cociente entre el cambio de masa luego
de la intrusion y la densidad de la vaselina (oy = 0,9 g.cm™). Vpe, corresponde
al volumen de PCL, calculado como el cociente entre la masa de la matriz seca

antes de la intrusion del liquido y la densidad de PCL (ppcy).

2.5.3. Analisis de micrografias SEM

Las micrografias SEM de las membranas micro/nanofibrosas se procesaron
mediante el software Image Pro-Plus, a fin de determinar la distribucién de
diametro de fibras y diametro medio de fibra. Para ello, se realizaron
manualmente mediciones de fibras al azar de distintas muestras de las
matrices obtenidas, a razon de 100 mediciones por cada imagen para obtener
un volumen de informacién estadistica relevante.

Posteriormente, se determiné el area efectiva o el area total ocupada por
las fibras por centimetro cubico por unidad de masa (gramo) de muestra de
polimero, aplicando las ecuaciones que se detallan a continuacion.

En primer, lugar se determiné el area total Ai ocupada por las fibras

correspondientes a cada diametro D; :
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(2.3)

donde f; corresponde a la fraccion de fibras de diametro D;. La masa total
ocupada por fibras de diametro D; por unidad de longitud, M;, se determind

considerando la densidad del polimero (o) como:

(2.4)

Luego, la longitud efectiva de las fibras de diametro D; por gramo de muestra,

L;, como:

— (2.5)

Finalmente, el area efectiva total por gramo de muestra A, se calculé como:

(2.6)

El area efectiva por unidad de volumen como:

(2.7)

Y el area total efectiva multiplicando por el volumen de muestra (V) como:

(2.8)

De acuerdo al analisis realizado previamente, el area libre se calculé como

la diferencia entre el area total ocupada por las fibras (A7) y el area total
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ocupada por la muestra (As). Luego, la porosidad se calculé como se muestra

en la ecuacion 2.9.

— (2.9)

2.5.4. Porosimetria de extrusion de liquidos (LEP)

Como se menciond en la introduccion de este capitulo, la porosimetria LEP
es una técnica que presenta importantes ventajas para el analisis de
estructuras porosas. La Fig. 2.2. muestra los tipos de poros que pueden
presentarse en materiales porosos. La técnica de LEP permite la medicion del
volumen y distribucion de tamafio de poros pasantes sin emplear mercurio, y
evitando el uso de presiones elevadas que en el caso de materiales poliméricos
puedan distorsionar la estructura de los poros.

Las mediciones requieren de una adecuada seleccidon de parametros
propios de la técnica y del conocimiento de propiedades del sistema, tales
como tension superficial, densidad del liquido y angulo de contacto

polimero/liquido [13, 14].

Poro cerrado Poro ciego

Poro pasante

Fig. 2.2. Tipos de poros en materiales porosos
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La técnica de LEP proporciona una descripcion completa de la morfologia
de estructuras porosas, y resulta una técnica apropiada para el estudio de
materiales poliméricos fibrosos. Los poros de la muestra se llenan
espontaneamente con un liquido que posteriormente se desplaza mediante la
aplicacion de una presion de gas no reactivo. La Fig. 2.3 muestra un esquema
de la camara de muestra y colocacion de la muestra. La diferencia de presion
requerida para desplazar el liquido se relaciona inversamente con el diametro
de poro mediante la ecuacion de Washburn (ecuacién 2.10), es decir que el
incremento de presion conduce al desplazamiento del liquido de los poros de

mayor diametro antes que los de menor tamano:

(2.10)

donde p es la diferencia de presion a través de la longitud del poro, D es el
diametro de poro, y es la tension superficial del liquido utilizado, y 6 es el
angulo de contacto del liquido con la superficie de la muestra.

La muestra se coloca en la camara de muestra sobre una membrana
porosa que actua de barrera limitante, de tal manera que el mayor de los poros
de dicha membrana es menor al poro mas pequefo de interés en la muestra.
Esto evita que el gas se escape, debido a que la presién aplicada no es
suficiente para desplazar el liquido de esta membrana. El volumen del liquido
que fluye fuera de la membrana se recoge y se pesa en una balanza analitica.
El volumen total corresponde al volumen de poro de la muestra.

Mediante esta técnica no es posible la medicion de la contribucion de los
poros ciegos o cerrados, aunque la cantidad de poros ciegos o cerrados en las
membranas electrohiladas de interés es practicamente nula. Las mediciones de
tamano de poro y su distribucion, se realizaron con un porosimetro de extrusiéon
de liquidos (LEP Modelo 1100-A-X, Porous Materials, Inc., Ithaca, NY, USA).
Las caracteristicas estructurales se calcularon mediante el software
suministrado de Porous Materials Inc. (Ilthaca, NY, USA). Las Fig. 24 y 2.5
muestran imagenes del equipo empleado y su camara de extrusién. Vale la

penar resaltar que este equipo es unico en el pais y que el conocimiento para
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su operaciéon y puesta en funcionamiento se adquirié durante el curso de esta
tesis.

Para realizar los calculos requeridos, el equipo precisa los valores de
densidad del liquido, tension superficial, angulo de contacto liquido/muestra, y
densidad y el espesor de la muestra. Debido a que el angulo de contacto del
agua en la superficie de PCL es muy elevado (110°), el agua no resulta un
liquido adecuado para ingresar espontaneamente en la estructura porosa de
las matrices electrohiladas de PCL. Por ese motivo se empled vaselina liquida
como liquido para la saturacion de las muestras, dado que posee un angulo de
contacto proximo a cero. La tensién superficial de la vaselina empleada es de
33 dyn.cm™ (medida a 20 °C por Drosanto®). La vaselina liquida no hincha,
contrae, ni disuelve las membranas de PCL, y posee una baja presion de
vapor, lo que resulta importante para evitar la evaporacion del liquido durante
los ensayos.

Las muestras de matrices electrohiladas de masa y densidad conocida, se
colocaron sobre membranas de poli(tetrafluoroetileno) de tipo 11806-047N
(Sartorius Stedim Biotech GmbH, Goettingen, Germany), utilizadas como
membranas limitantes. Estas son membranas hidrofébicas, con un tamafio de
poro nominal de 0,45 uym y 47 mm de didmetro. Por lo tanto y tal como se
indicé anteriormente, esto permite efectuar la medicién de poros con tamano
superior a 0,45 um.

El software del equipo registra el diferencial de presion inicial y la lectura
inicial de la balanza, luego el LEP produce un incremento diferencial de la
presion del gas de acuerdo al tamafo de paso indicado, registrando los
diferenciales de presion de gas y las correspondientes lecturas de la balanza.
En los ensayos realizados, la presion inicial se establecié en 0,01 psi para
equilibrar el sistema, mientras que la primera toma de muestra se realizé a una
presion de 0,05 psi. La presion diferencial se aumentd en pasos de 0,01 psi
hasta 22 psi. Finalizado el ensayo, el software del equipo efectua
automaticamente todos los calculos y presenta los resultados. La distribucién
de volumen de poros pasantes esta dada por la funcién de distribucién dada

por la ecuacion 2.11.
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(2.11)

donde V es el volumen de poro acumulado y D es el diametro de poro. De tal
manera que el area bajo la curva de la funcion de distribucién en cualquier
rango de diametro de poro, se corresponde con el volumen de poro de dicho
rango. Por lo tanto, la porosidad de la membrana se determina mediante la
integracion de la funcién de distribucién de poco acumulada en todo el rango

de diametro de poro.

O’ring Presion de gas

Acople

Camara de muestra

Matriz saturada con
ligquido de extusion

l. AT

Membrana porosa
Malla metalica

P W T TR T e ]

Liquido de
extrusion

Balanza analitica

Fig. 2.3. Camara de muestra y colocacion de la muestra para una

determinacion de LEP.
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Fig. 2.4. Porosimetro de extrusion de liquidos (LEP Modelo 1100-A-X, Porous

Materials, Inc.).

Fig. 2.5. Porosimetro de extrusion de liquidos y camara de extrusion.

2.5.5. Analisis estadistico

Los valores de diametro de fibra y porosidad medidos, se expresan como
valor medio + desviacion estandar (d.e.). Las diferencias estadisticas entre el
diametro de fibra de las matrices de su cara al aire respecto de su cara en
contacto con el colector de aluminio, se determinaron mediante la aplicacion de
test de Student con un intervalo de confianza de 99%. Para cada muestra, se

desarrollé un analisis de varianza a fin de determinar diferencias significativas
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existentes entre los valores de porosidad medidos a partir de las diferentes
técnicas empleadas con respecto a los obtenidos mediante LEP. Se llevo a
cabo una prueba de rangos de Tukey a un nivel de significacion del 95%,
mediante el uso de un software para el analisis estadistico (SPSS Inc., version
11.5). Los valores medios de porosidad se analizaron utilizando Q-test a un

nivel de significacion del 90%.

2.6.Estudio de la porosidad de matrices poliméricas electrohiladas

2.6.1. Preparacion de matrices y caracterizacion morfolégica mediante
SEM

En el proceso de electrohilado, la morfologia y diametro de las
micro/nanofibras producidas estan determinadas, como se menciond
detalladamente en la seccién 1.5.1, por los parametros de la solucién
(naturaleza del polimero, concentracion, naturaleza del solvente, conductividad,
y tensiéon superficial), parametros de procesamiento (velocidad de flujo de la
solucion, tensién aplicada y distancia boquilla-colector), y por parametros
ambientales (temperatura y humedad) [28, 29]. Las condiciones de
procesamiento empleadas para la preparacién de las matrices fibrosas, se
seleccionaron luego de una serie de ensayos experimentales previos, de modo
que aseguran obtener fibras uniformes y continuas [30]. Se exploraron
diferentes concentraciones de polimeros, sistemas de solventes, porcentajes
de mezclas y parametros de electrohilado en un amplio rango a fin de asegurar
la formacion de un cono de Taylor estable, asi como la formacion de matrices
con diferentes diametros de fibras. Se prepararon finalmente cinco tipos de
matrices micro /nanofibrosas utilizando las condiciones descriptas en la Tabla
2.1.

El analisis SEM permiti6 estudiar la morfologia de las matrices
electrohiladas. Se observaron y analizaron tanto la cara de las muestras
expuesta al aire, como asi también la cara en contacto con el colector de
aluminio, no encontrandose diferencias significativas en la morfologia entre
ambas caras. Las superficies de las muestras de PCL mostraron una tipica

estructura electrohilada de fibras orientadas al azar, exhibiendo una distribucion
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de fibras altamente anisotrépica, con macroporos abiertos e interconectados, y
una distribucion de poros a través de la estructura que evidencia muestras de
alta porosidad, tal como se muestra en la Fig. 2.6.

Por otro lado, en la Fig. 2.7. se observa la distribuciéon de frecuencias de
diametro de las fibras, mientras que el diametro medio de fibras determinado
(w), que se encuentra en el rango entre 0.4 y 7 ym, como se resume en la
Tabla 2.2. El diametro de fibras exhibié una distribucién unimodal en todas las

matrices obtenidas.

Fig. 2.6. Micrografias SEM de las matrices electrohiladas de PCL
(magnificacion 1000X).
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Fig. 2.7. Distribucion de diametro de fibras de las matrices electrohiladas de
PCL.

2.6.2. Analisis de la distribuciéon de tamaino de poro mediante LEP

Mediante la técnica de LEP se llevd a cabo la medicion de tamano de poro
de las matrices de manera exitosa. La Fig 2.8. muestra una curva
representativa obtenida a partir de una medicion por LEP, en este caso de la
muestra M1. El volumen de poro acumulado correspondiente a los poros
pasantes, se grafica como una funcion de la presion diferencial aplicada. Un
valor maximo de presién de 22 psi se aplico a fin de completar la extrusion total
del liquido a partir de la muestra M1, que es la muestra con el menor diametro

de fibra (0.39 pm). La baja presion aplicada durante todo el procedimiento de
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medicidén asegura que las muestras no se compriman o distorsionen durante la
aplicacién de los diferenciales de presion.

La Fig 2.9. muestra la funcidon de distribucion de volumen de poro de los
datos mostrados en la Fig 2.8., mientras que en la Fig 2.10. se observa la
relacion entre el diametro de poro (estimado empiricamente a partir de los
datos de la Fig 2.9.) y el diametro medio de fibra. Los diametros medios de
poro obtenido mediante LEP se muestran en la Tabla 2.2. La distribucién de
tamano de poro no depende del diametro medio de fibra, resultando en una
distribucion unimodal en todos los casos medidos. LEP permiti6 obtener una
excelente resolucién de picos, ademas de la determinacion completa de todo el
rango de poros de interés. Fue posible discernir el efecto del diametro de fibra
en el tamano de poro y su distribucion. Los resultados indicaron que el
incremento en el diametro de fibra condujo a un aumento de diametro de poro,
tal como fue informado previamente por Sampson [9].

Se ensayaron ademas, muestras preparadas a partir del apilamiento
multicapa de matrices electrohiladas. En este caso se produjo una disminucion
del diametro de poro, lo que concuerda con los datos reportados previamente
por Li et al. [12], quien demostréo que el tamafo y la distribucion de poros
depende del tamafio y cantidad de las fibras. Por lo que el aumento en la masa
de matriz condujo a una disminucion del tamafo de poro, cambiando la

distribucion hacia valores mas bajos.
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Fig. 2.8. Curva tipica de volumen de poro acumulado en funcion del diametro
de poro, obtenida por LEP. El tamafo de poro es calculado por el porosimetro
registrando el tamafo de poro decreciente, a m