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Resumen

La ingenieria de tejidos y la medicina regenerativa buscan el desarrollo de
sustitutos biolégicos que restauren, mantengan o mejoren los tejidos dafados y la
funcionalidad de los o6rganos. La comunidad cientifica estd realizando un intenso
esfuerzo en la investigacion de diversas estrategias que permitan avanzar en direccidn a
este objetivo. Los avances de la nanotecnologia pueden dar respuesta a las numerosas
cuestiones relacionadas con los problemas asociados a los implantes tradicionales. Las
matrices poliméricas nanofibrosas imitan la arquitectura a nanoescala de la matriz
extracelular natural. Esta caracteristica estimula y favorece la expresion de sefiales
especificas, y en combinaciéon con factores de crecimiento, proteinas y agentes
terapéuticos tiene una influencia importante en la actividad celular tanto in vitro como
in vivo. La técnica de electrospinning resulta muy versatil y atractiva para la preparacion
de matrices nanofibrosas y ofrece una oportunidad para manipular y controlar el drea
superficial, didmetro de fibra, porosidad y tamafio de poro de las matrices preparadas.

En este trabajo se presenta la preparacion y caracterizacion de matrices
poliuretdnicas y nanocompuestas obtenidas mediante la técnica de electrospinning. Para
examinar el efecto en la morfologia de las nanofibras obtenidas y las condiciones
Optimas de procesamiento se variaron los pardmetros principales del procesamiento. Si
bien los principios de la técnica son sencillos, el proceso de electrospinning resulta
complejo. Las variables estudiadas mostraron tener una influencia en la macro y
micromorfologia de los sistemas preparados. El agregado de nanoparticulas (nanotubos
de carbono y nanotubos de polianilina) permitié la preparacién de nanocompuestos con
morfologia propia y propiedades conductoras. Las matrices nanofibrosas obtenidas
resultan de interés para su potencial aplicacion en dispositivos biomédicos e ingenieria

de tejidos.



1. Introduccion

1.1 Nanotecnologia y nanomateriales

Uno de los principales retos cientificos actuales, tanto en ciencia bdsica como
aplicada, es la obtencion de materiales nanoestructurados (nanoparticulas, nanocristales,
nanotubos, nanofibras, nanoesferas, nanovarillas, nanoclusters, nanofilms,
nanocompuestos, nanofases, etc.) y el estudio de sus propiedades para una amplia
demanda de aplicaciones. La nanotecnologia representa un enfoque conceptual
relativamente nuevo que aprovecha aquellas propiedades de la materia que dependen
criticamente de las dimensiones submicrométricas (tipicamente menores de 100 nm), y
la aplicacion de los conocimientos adquiridos de la creacién de materiales, estructuras y
equipos utiles. La investigacion y desarrollo en estos ambitos abren la posibilidad de
comprender nuevos fendmenos y asi desarrollar nuevas propiedades a los niveles macro,
micro y nanoscopico. En los dltimos afios, la Unién Europea, Estados Unidos y Jap6n
invirtieron cuantiosos recursos publicos (miles de millones de euros) para fomentar la
investigacion de las nanotecnologias. El desarrollo a nanoescala no sélo permite obtener
mejores propiedades sino también producir materiales completamente nuevos. En este
sentido, los nanomateriales pueden tener la respuesta a los diversos problemas
asociados a los implantes tradicionales y pueden proporcionar nuevos materiales que
constituyan una alternativa innovadora e interesante para mejorar las propiedades y
comportamiento de los materiales convencionales. Los materiales nanoestructurados
exhiben un conjunto de propiedades fisicoquimicas tinicas y superiores a los materiales
convencionales (propiedades mecdnicas, eléctricas, Opticas, magnéticas, cataliticas,

citocompatibilidad, alta drea superficial, funcionalidad superficial) [1].

1.2 Ingenieria de tejidos

Anualmente se realizan millones de procedimientos quirtrgicos que requieren el
uso de tejidos u Organos sustitutos para reparar o reemplazar los que sufren de alguna
patologia o estdn dafiados. Entre las aproximaciones tradicionales para la sustitucion de
tejidos y 6rganos se encuentran los implantes bioldgicos (autoinjerto o reconstruccion
quirurgica, aloinjerto o transplante, xenoinjerto) y los dispositivos biomédicos basados

en biomateriales [2, 3, 4, 5, 6].



i) Autoinjerto o autoplastia (autografting): involucra la extraccion de tejidos sanos
de un determinado lugar del paciente para transplantarlo en otra parte del mismo
paciente. Los injertos autélogos tipicamente producen los mejores resultados clinicos,
dado que no existen causas para el rechazo inmune. Sin embargo, existen varios
problemas asociados con esta terapia, infeccién y dolor en la zona, pérdida de sangre,
necesidad de transfusion (con los riesgos inherentes), entre otros.

ii) Aloinjerto o homoplastia (allografting): en este procedimiento se extraen
tejidos u 6rganos de un donante y se transplantan a un paciente. El donante debe haber
fallecido recientemente en el caso de extraccidén de corazon, rifion, higado, pancreas o
hueso, pero se puede extraer pulmén y rifion de donantes vivos. Aunque la tecnologia
de transplantes ha mejorado notablemente en las tltimas décadas con el desarrollo de
drogas anti-rechazo el problema principal reside en la escasa disponibilidad de donantes,
dado que la demanda de donantes humanos ha superado altamente la oferta.

iii) Xenoinjerto (xenografting): involucra el implante de tejidos de otras especies,
previamente tratados para reducir las reacciones de antigeneicidad, eventos de
trombosis, calcificacion, etc. El empleo de pericardio bovino, convenientemente tratado,
como valvula cardiaca preparada a partir de materiales de origen bioldgico y la piel
porcina liofilizada para la cobertura temporal de quemaduras hasta que sea posible la
realizacion del autoinjerto, constituyen dos ejemplos del uso de tejidos provenientes de
individuos de otra especie.

iv) Dispositivos biomédicos basados en biomateriales: la ciencia y tecnologia de
biomateriales ha permitido la creacion de materiales y dispositivos biomiméticos para
reemplazar, aumentar o extender diversas funciones realizadas por los sistemas
bioldgicos. Los ejemplos son numerosos y van desde dispositivos de asistencia cardiaca
hasta prétesis de cadera o implantes de mamas. Muchos de estos sistemas han
producido un enorme beneficio y un impacto positivo. Los materiales empleados en
estas terapias estdn, sin embargo, sujetos a fatiga, fractura, toxicidad, inflamacidn,
desgaste, y no se remodelan con el tiempo (crecimiento, cambio de forma, respuesta,
etc.). Ademads, los dispositivos actuales tampoco se comportan fisiolégicamente como
tejidos u 6rganos. Por ejemplo, los dispositivos de asistencia cardiaca estdn disefiados
para terapias temporarias hasta la disponibilidad de un O6rgano donado. Los
biomateriales clinicos actuales proveen casi exclusivamente una funcién mecénica,
debido a que no tienen componentes metabdlicos con los cuales desarrollar funciones

tisulares activas.



Todas las terapias descriptas hasta aqui han tenido y tienen hoy en dia un
importante impacto médico aunque poseen serias limitaciones. Para sobrellevar las
limitaciones de las aproximaciones convencionales se estdn desarrollando nuevas
tecnologias entre las que se incluyen la extraccién de tejidos y o6rganos de animales
transgénicos y la terapia de genes. Sin embargo, la clonacién y la terapia génica
involucran diversos aspectos técnicos, econdmicos, politicos y éticos en discusién y que
deberdn resolverse antes de que estén disponibles como metodologias maduras para
aplicaciones clinicas.

La ingenieria de tejidos (tissue engineering) surgio a finales del siglo XX como
una aproximacion alternativa e interdisciplinaria para sobrellevar las limitaciones de las
terapias tradicionales para el tratamiento de falla o reemplazo de 6rganos, las que estan
relacionadas principalmente con la dificultad de obtener tejidos u dérganos para su
transplante y la falta de una recuperacion funcional completa, constituyendo éste uno de
los principales problemas mundiales en el sistema de salud. La denominacion
“ingenieria de tejidos” se propuso en una reunién auspiciada por la Nacional Science
Foundation en 1987 [7], donde se definié este campo de investigacion y desarrollo
como [8]:

“La aplicacion de los principios y métodos de ciencias de la ingenieria y la vida
para el conocimiento fundamental de la relacion entre estructura-funcion en tejidos
normales y patologicos de mamiferos y el desarrollo de substitutos biologicos para
restaurar, mantener o mejorar la funcion de tejidos u érganos”

Una década después D.F. Williams [9] definié ingenieria de tejidos como “la
persuasion del cuerpo para curarse a si mismo, ayudado por la presencia de células
apropiadas, biomoléculas y estructuras de soporte en situaciones donde la evolucion ha
determinado que el ser humano no tiene mds la potencia propia de regeneracion”

Las bases de la ingenieria de tejidos son amplias y abarcan un espectro amplio de
fundamentos cientificos que incluyen diversas disciplinas que se complementan:
ciencias quimicas, bioldgicas y médicas (bioquimica, biomecdnica, biologia celular,
inmunologia, fisiologia, anatomia, etc.), ingenierias (ciencia y tecnologia de materiales,
mecdnica computacional, cinética quimica y dindmica de fluidos), bio vy
nanotecnologias (cultivo celular, separacion de células y transferencia genética), entre
otras. En este contexto resulta necesario el desarrollo de tecnologias y metodologias

para satisfacer la alta demanda existente.



Los dispositivos para ingenieria de tejidos comprenden biomateriales con
composicién quimica y arquitectura apropiadas para constituir una matriz extracelular
artificial o andamiaje (scaffold) en la que tienen lugar los procesos celulares de adhesion,
diferenciacion y crecimiento celular que estructuren espacialmente tejidos concretos.
Por otro lado, la ingenieria de tejidos involucra células, que pueden ser propias del
paciente o no. El empleo de células propias (obtenidas por biopsia) o células madre
(stem cells), tiene las ventajas de los autoinjertos pero con los problemas asociados con
la baja disponibilidad. A menos que las células puedan obtenerse del mismo paciente, el
origen de las células constituye el principal problema de la técnica in vitro. La
incorporacién de sefales biolégicas que regulen las funciones celulares (factores de
crecimiento) otorga mayor especificidad y funcionalidad a la matriz [10]. El tejido
desarrollado con la matriz (tissue-engineered construct) puede implantarse en el sitio
requerido de manera tal que se integre homogéneamente con el tejido natural
circundante [11].

Para alcanzar esta funcion, los materiales deben poseer una micro/nanoestructura
porosa, velocidad de degradacién o bioestabilidad controlada, estabilidad mecénica y
arquitectura espacial adecuada a la aplicacién. Dependiendo de la aplicacién puede
preferirse que el material se reabsorba in vivo con determinada cinética sincronizada con
el crecimiento del tejido. Este proceso requiere que los productos de degradacién sean
no téxicos y que ingresen en alguna ruta metabdlica. En algunos casos se pueden

emplear materiales no biorreabsorbibles [12].
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Figura 1: Esquema de las etapas seguidas en un procedimiento de ingenieria de tejidos: 1)
extraccion de células, 2) cultivo para expansion, 3) sembrado en matriz con o sin factores de crecimiento,
4) cultivo in vitro, 5) implantacion del tejido disenado en el lugar dafiado (in vivo).

Micrografia de la etapa 4) del esquema anterior mostrando el cultivo in vitro

Las matrices ideales para ingenieria de tejidos deben cumplir los siguientes
requerimientos:
1) ser biocompatible
2) ser biorreabsorbible, remodelable o bioestable (dependiendo de la aplicacion)
3) en el caso de ser biorreabsorbible, la cinética debe estar en sincronizacion con
el proceso de reparacion o regeneracion

4) ser altamente poroso con una relacién drea-volumen alta
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5) ser altamente permeable para facilitar la difusion

6) poseer un apropiado intervalo de tamafo de poro

7) poseer propiedades mecdnicas adecuadas

8) proporcionar una superficie apropiada para permitir la adhesién celular,
promover el crecimiento celular, y mantener las diferentes funciones celulares

9) ayudar a la formacion de la matriz extracelular promoviendo las funciones
celulares

10) facilidad para portar drogas o factores de crecimiento

1.3 Métodos de obtencion de matrices tridimensionales porosas

Desde un punto de vista fisico las matrices o andamiajes pueden clasificarse en
tres grupos: solidos porosos celulares, textiles y sistemas inyectables. Segin la
terminologia empleada por la ASTM [13] los sélidos porosos se clasifican también en
tres grupos: interconectados (poros abiertos), no interconectados (poros cerrados) o una
combinacion de ambos. Ashby y Gibson [14] clasifican a los sdlidos porosos en
espumas Yy estructuras tipo ‘“panal de abejas” (honeycomb), arreglos regulares
bidimensionales de poros poligonales.

El nimero de publicaciones cientificas relacionadas con matrices para
aplicaciones biomédicas se incrementé notablemente en la dltima década, hecho que
revela un alto y sostenido interés en el disefio y preparacion de matrices porosas [15].
Teniendo en cuenta los requisitos indispensables que debe reunir una matriz extracelular
artificial, la tecnologia de procesamiento para su producciéon debe poseer un control
importante de las propiedades macro y microestructurales. El comportamiento viscoso
de los polimeros por encima de su temperatura de transicién vitrea o temperatura de
fusion y su solubilidad en diferentes solventes orgdnicos, determina la aplicacion de una
amplia variedad de técnicas para preparar matrices poliméricas porosas [16, 17, 18]. No
existe una forma universal de crear matrices porosas, la eleccion de la técnica mas
apropiada resulta entonces critica y depende de cada material polimérico y la aplicacién
especifica [19].

Algunas de las técnicas para la preparacién de matrices tridimensionales porosas

usando polimeros naturales o sintéticos se describen en el Anexo L.
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1.4 Nanoestructuras fibrosas en el campo biomédico

Los nanomateriales y materiales nanoestructurados muestran una mayor capacidad
para interaccionar con biomoléculas, células y otras estructuras bioldgicas de tamafio
similar en el rango micro y nanométrico. Estas caracteristicas los hacen interesantes
para potenciales aplicaciones biomédicas [20]. En un sentido amplio, las fibras con
didmetro menor a 1 micrén se las denomina nanofibras. Las nanofibras generan una
estructura altamente porosa de alta relacion area superficial/volumen. Por ejemplo, las
fibras con didmetro 100 nm poseen una relacion superficie/masa de aproximadamente
100 mz/g. Las matrices nanofibrosas poliméricas exhiben un amplio espectro de
propiedades superficiales (hidrofilicidad, hidrofobicidad), propiedades mecdnicas
superiores (rigidez, resistencia a la traccion), y porosidad, comparados con otras formas
de procesar el material. La conductividad eléctrica, funcionalidad superficial y otras
propiedades estdn determinadas por la composicidn especifica del material.

Dado que los tejidos naturales y érganos poseen componentes con dimensiones
nanométricas y las células interactian y crean matrices extracelulares
nanoestructuradas, las caracteristicas biomiméticas y excelentes propiedades
fisicoquimicas de los nanomateriales juega un rol clave en la estimulacién del
crecimiento celular y en la regeneracion guiada de tejidos [1].

Las matrices extracelulares nanoestructuradas artificiales imitan la matriz
extracelular natural de los tejidos y Organos, pueden fabricarse con geometrias que
permitan rellenar defectos anatomicos y obtener las propiedades mecdnicas necesarias
para soportar el crecimiento celular. Asimismo pueden contener factores de crecimiento,
drogas, principios activos y genes para estimular la regeneracion de tejidos. Sin
embargo, los estudios de las interacciones célula-nanofibra, y la comprensién completa
de la influencia de las nanofibras en las rutas bioquimicas y los mecanismos de las
senales que regulan el comportamiento celular requieren ain de mayor investigacion.

Las aplicaciones potenciales de las estructuras nanofibrosas en el campo
biomédico son enormes y prometedoras [21,22]: matrices para regeneracion y/o
reparacion de tejidos y oOrganos (injertos vasculares, nervios, piel, cartilago, huesos,
musculos cardiacos, vejiga, cérneas, expansion y diferenciacion de células madres),
vectores para liberacién de principios bioactivos, dispositivos biomédicos implantables,
instrumentacion y diagnéstico médico, tejidos de proteccion contra agentes infecciosos

y medioambientales, aplicaciones dentales y cosméticas [23, 24, 25, 26]. Las matrices
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nanofibrosas que contienen agentes terapéuticos se emplean en liberacién controlada de
farmacos (agentes antibidticos, antiinflamatorios, antibacterianos, antimicrobiales,
factores de crecimiento, etc.), piel artificial, reparacion de vasos sanguineos, apdsitos
para heridas y adhesivos postoperatorios. En la piel, las matrices medicadas previenen la
inflamacién y simultdneamente dirigen la regeneracioén de células y el curado. Se ha
reportado también el uso de nanofibras de polimeros tanto biodegradables como no
degradables (poliuretdnicos) como recubrimiento de stents, en un esfuerzo para mejorar
sus prestaciones [27, 28].

En el Anexo II se describen con mayor detalle diversas aplicaciones biomédicas
de sistemas nanofibrosos.

Existen al presente diversas tecnologias de nanofabricacion (top-down o bottom-
up) tales como separacion de fases (Anexo I), autoensamblado (self-assembly) (Anexo
I), electrohilado (electrospinning), deposiciébn quimica de vapor, ataque quimico

(chemical etching), nanoimpresion (nano-imprinting), fotolitografia y otras litografias.

1.5 Electrospinning

La tecnologia de electrospinning constituye uno de los métodos de procesamiento
de vanguardia que presenta mayores ventajas para la produccién de nanofibras. La
técnica tiene la habilidad unica de producir nanofibras de diferentes materiales y
geometrias, bajo costo, relativamente alta velocidad de produccién y simplicidad en el
disefio del equipamiento. Si bien el proceso se conoce desde 1934, hasta mediados de la
década del '90 no existié mucho interés en su uso para la obtencién de fibras. Desde
entonces se han electrohilado muchos polimeros sintéticos y naturales, cerdmicos y
compuestos, para obtener fibras continuas de unos pocos nandémetros hasta algunos
micrones que generan una membrana hilada no tejida altamente porosa [29]. Una vez
optimizado el proceso las fibras resultantes no requieren de una etapa extensa de
purificacién como, por ejemplo, los whiskers submicrométricos, las nanovarillas
inorganicas y los nanotubos de carbono.

La técnica de electrospinning constituye una via sencilla y sumamente versatil
para la produccion de fibras de dimensiones micro y submicrométricas (por ejemplo, es
posible ajustar las condiciones del proceso para obtener fibras de 3 nm a 10 pum). Sin
embargo, es un proceso sumamente complejo que depende de numerosos parametros. El

equipo bésico se compone de cuatro componentes (Figura 2): un reservorio (jeringa)
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de solucién o material fundido que se conecta a un tubo capilar (aguja de diametro
interno de 400 um a 800 wm), una bomba de infusiéon a jeringa que permite
suministrar un flujo constante y controlado, una fuente de alto voltaje y un sistema
colector, que en el caso mds sencillo es placa metdlica conectada a tierra sobre la que se

deposita el material electrohilado.

Solucién polimérica
cargada en jeringa

Bomba de infusion

a jeringa
A Aguja
Cono de Taylor
Fuente de alto voltaje Microchorro—(

ﬂ -
Placa colectora
=3

Conexion a tierra

Figura 2: Equipo bdsico para la técnica de electrospinning.

Cuando se aplica un voltaje del orden de 5 a 30 kV, la gota de la solucién del
polimero (o del fundido) pendiente de la aguja se electrifica fuertemente, y las cargas
inducidas se distribuyen uniformemente sobre la superficie. En consecuencia, la gota
experimenta dos tipos de fuerzas electrostéticas: la fuerza de repulsion entre las cargas
superficiales y la fuerza coulémbica ejercida por el campo eléctrico externo. Bajo la
accion de estas interacciones, la gota se distorsiona en forma de un objeto coénico,
conocido como cono de Taylor. En estas condiciones, la tensién superficial y la fuerza
eléctrica estan en equilibrio. Una vez que la resistencia del campo eléctrico alcanza un
determinado valor critico, las fuerzas electrostiticas repulsivas pueden superar la
tension superficial de la solucion de polimero. Esta situacion es inestable, provocando la
expulsion de un microchorro liquido cargado de la boquilla de la aguja. 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), el didmetro

de las fibras se reduce drésticamente. El estrechamiento del chorro durante el proceso de
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electrospinning se debe a la presencia de diversas inestabilidades asociadas con el
microchorro electrizado. Particularmente, la regularidad y el didmetro final de las fibras
dependeran fuertemente de la inestabilidad de whipping, que es el modo inestable por
excelencia en electrospinning. La aparicion de esta inestabilidad genera una flexion del
microchorro. La obtencién de fibras con pequefios didmetros se consigue gracias al
estiramiento y aceleracidn del filamento fluido en la regién de la inestabilidad.

Los componentes bésicos de electrospinning pueden modificarse de muy diversas
maneras, lo que confiere a esta técnica una enorme versatilidad. Por ejemplo, el empleo
de un sistema de dosificacion de soluciones con multiples jeringas logra la cobertura de
un drea mayor y aumenta la velocidad de produccion de nanofibras. Empleando agujas
coaxiales (concéntricas) se producen nanofibras compuestas con un corazén de un
material distinto que la capa superficial (Figura 3). El polimero interior puede
incorporar un agente terapéutico de interés y formar parte de estructuras nanofibrosas
tipo nuicleo-cdscara, donde el polimero exterior regula la liberacion sostenida del agente.
Por otro lado, también existen diversos disefios del sistema colector. Los colectores
estacionarios dan como resultado nanofibras al azar mientras que los colectores en
forma de mandriles, bobinas o marcos de metal producen nanofibras alineadas. El tipo
de colector y su velocidad de rotacion determinan el grado de alineacion de las fibras.
Esta alineacion también puede obtenerse mediante el uso de determinados arreglos de

electrodos.
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Figura 3: Esquema de diversas configuraciones para electrospinning.
Diferentes tipos de boquillas:
(A) boquilla de punta multiple, (B) sistema de liberacién simple, y (C) agujas concéntricas.
Distintos tipos de colectores:
(A) estacionario (substrato conductor conectado a tierra), (B) mandril, (C) bobina, y (D) marco metdlico
[25].

1.5.1 Variables del proceso de electrospinning

El control de la morfologia y textura superficial de las nanofibras producidas por
el proceso de electrospinning depende de un gran nimero de pardmetros, entre los que
se encuentran:

e aspectos termodindmicos del solvente y del polimero, tales como la presién de vapor,
temperatura de cristalizaciéon y de transicién vitrea, solubilidad del polimero en el
solvente o mezcla de solventes, su peso molecular y su distribuciéon de pesos
moleculares;

e propiedades intrinsecas de la solucién: viscosidad intrinseca, concentracion,
conductividad eléctrica y tension superficial;

e variables del proceso: voltaje aplicado, distancia entre la aguja y la placa colectora,

velocidad de flujo de la solucion;
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e pardmetros ambientales: temperatura de la solucién y humedad en la cdmara de

electrospinning.

1.5.1.1 Viscosidad / concentracion

La viscosidad de la soluciéon polimérica (que depende de la concentracién del
polimero) es uno de los principales determinantes de la morfologia y tamafio de las
fibras poliméricas electrohiladas. La relacion entre la viscosidad del polimero y/o la
concentracion en las fibras obtenidas por electrospinning se estudié en un gran nimero
de sistemas. Influyen también otros factores como las caracteristicas propias del
polimero (peso molecular, polidispersidad, grado de ramificacion), el tipo de solvente,
la temperatura y la presencia de aditivos [30]. Todos estos factores juegan un papel vital
en la iniciacion y estabilizacién de una estructura fibrosa.

Dependiendo de las propiedades reoldgicas de la soluciéon pueden producirse
diferentes estructuras: perlas o gotas aisladas, fibras con perlas, y fibras. Para un
polimero con determinado peso molecular, el efecto de la concentracién en la ruptura
del microchorro de solucién puede describirse por medio de dos concentraciones
criticas, C; y Cy, que definen la transicion morfoldgica de una estructura que sélo
contiene perlas dispersas a una estructura constituida solamente por fibras. A
concentraciones de polimero por debajo de Cj, el enmarafiamiento de cadenas en la
solucién (entanglement) es insuficiente y se produce una dispersion de gotas
(electrospray) (Figura 4). Entre C; y Cy, se obtiene una combinacién de perlas y fibras,
y cuando la concentracion se aumenta por encima de Cr se producen solamente fibras
[31, 32]. A mayor concentracién que la concentraciéon de enmarafiamiento (Cy) se
forman fibras libres de perlas. En soluciones muy concentradas, y por lo tanto muy
viscosas, la gota se seca en la punta de la aguja por evaporacion del solvente, antes de
que se pueda formar el microchorro. Esto impide el proceso de electrospinning [24].

El nimero de Berry (Be) proporciona una indicacion importante de la
conformacién molecular y juega un rol fundamental en la capacidad de formar fibras y
en el control del didmetro de las mismas. Este nimero adimensional es el producto de la
viscosidad intrinseca y la concentracion de la solucién polimérica (Be = [n].C). Para
cada sistema existen rangos de Be entre los cuales la conformacion de las cadenas
poliméricas en solucién permite obtener diversas morfologias mencionadas

anteriormente.
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Figura 4: Efecto de la concentracion de la solucién en la estructura de las fibras electrohiladas de
P(D,L-LA): A:20 % en peso; B: 25 %; C: 30 %; D: 35 % [30].

En general se observa que el didmetro de las fibras producido por electrospinning
aumenta con el aumento de la concentracién de la solucion. Por otro lado, un aumento
en el diametro de las fibras se correlaciona directamente con un descenso del area

superficial de las matrices electrohiladas.

1.5.1.2 Conductividad / densidad de carga de la solucion

El aumento de la conductividad de la solucién o la densidad de carga puede
utilizarse para producir fibras més uniformes con menor presencia de gotas o perlas.
Una forma de aumentar la conductividad de la solucién consiste en el agregado de sal o
alcohol al solvente, resultando en fibras mds lisas con presencia de pocas perlas. Por
otra parte, el agregado de sustancias que reducen la conductividad de la solucién, como
por ejemplo el tetraclorometano, produce perlas de mayor tamafio. El agregado de
surfactantes cationicos evita la formacién de perlas, mientras que los surfactantes no
i6nicos producen la formacién de perlas. Por lo tanto, los surfactantes con carga
aumentan la conductividad de la solucién y la densidad de la carga neta, produciendo un
aumento en la inestabilidad por whipping y produciendo fibras mds uniformes [30]. La

incorporacion de nanotubos de SWCNT o PANI mejora notablemente la resistencia
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mecdnica y la conductividad eléctrica de las fibras. Uno de los principales problemas
asociados con las nanoparticulas es el logro de dispersiones o distribuciones

homogéneas.

1.5.1.3 Tension superficial

La tensiéon superficial influye en la morfologia y tamafio de las fibras
electrohiladas. El agregado de etanol a las soluciones poliméricas baja la tension
superficial. La forma de las fibras resultantes depende de si el etanol se comporta como
un solvente o no. En los casos en donde el etanol es buen solvente del polimero la
formacion de perlas disminuye, por el contrario, cuando el etanol no es solvente del

polimero, la formacién de perlas aumenta [24].

1.5.1.4 Peso molecular y polidispersidad del polimero

Algunos investigadores estudiaron la dependencia de la morfologia y tamafio de
las fibras electrohiladas con el peso molecular del polimero. Gupta et al. [33]
determinaron la concentracién critica de superposicion de cadenas (C*) para una serie
de polimetilmetacrilatos (PMMA) con distinto peso molecular. En ese trabajo se
encontré que C* disminuye con el aumento del peso molecular. Manteniendo todas las
condiciones del proceso de electrospinning constantes, se observé que cuando se
incrementa el peso molecular se redujo el nimero de perlas y gotas. Las fibras
uniformes se obtuvieron a concentraciones seis o mds veces mayor que C¥,
independientemente del peso molecular.

Ademads, los polimeros con una distribuciéon de pesos moleculares mas estrecha
formaron fibras a concentraciones menores que los polimeros con mayor

polidispersidad.

1.5.1.5 Momento dipolar y constante dieléctrica
Existen escasos estudios que investigan sistematicamente el efecto del momento

dipolar y la constante dieléctrica en las propiedades de las fibras, dado que estos

parametros son dificiles de aislar [24]. Se estudi6 el electrohilado del poliestireno en 18

20



solventes distintos, y los tinicos solventes que resultaron exitosos tenian valores altos de

momento dipolar.
1.5.1.6 Velocidad de flujo

En general, se encontr6 que bajas velocidades de flujo producen fibras con
menores didmetros. Altas velocidades de flujo resultan en fibras con perlas, ya que las

fibras no tienen tiempo de secarse antes de llegar al colector [24].
1.5.1.7 Campo eléctrico / voltaje

Uno de los pardmetros més estudiados dentro de las variables controlables es el
efecto del voltaje aplicado (Figura 5). A bajos voltajes, una gota suspendida de la punta
de la aguja origina un microchorro a partir del cono de Taylor, produciendo un hilado
libre de perlas (asumiendo que la fuerza del campo eléctrico es suficiente para superar la
tension superficial). A medida que se aumenta el voltaje, el volumen de la gota en la
aguja disminuye, produciendo una disminucién en el cono de Taylor. El microchorro se
origina desde la superficie liquida en la aguja, y se observan mds perlas. Si se aumenta
el voltaje mds aun, el jet se mueve alrededor del final de la aguja, no se observa el cono
de Taylor; y bajo estas condiciones, se obtienen muchas perlas en las fibras producidas
[24]. En cuanto a la influencia del voltaje en el didmetro de las fibras obtenidas, se
observé que cuando el voltaje aplicado aumenta, la velocidad del microchorro aumenta
y la solucién se libera de la aguja més rapidamente. En general, el didmetro de las fibras

disminuye cuando el voltaje aplicado aumenta [30].

Capilar
Gota pendiente Cono de
Taylor

Fibra ejectada

Aumento del voltaje aplicado

Figura 5: Efecto del voltaje aplicado en el didmetro fibra eyectada [51].
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1.5.1.8 Distancia entre la boquilla y el colector

Variando la distancia entre la punta y el colector, como otra aproximacion para
controlar la morfologia y tamafio de las fibras, se encontr6 que se requiere una distancia
minima para otorgarles a las fibras suficiente tiempo para secarse antes de alcanzar el
colector (Figura 6). A distancias que son muy cercanas o muy lejanas, se observo la
presencia de perlas [24]. En el caso de distancias muy cercanas, la estructura obtenida se
debe a que las fibras o gotas que alcanzan la superficie del substrato estdn himedas, esto
conlleva al colapso, aplastamiento o coalescencia de las fibras. A distancias muy
grandes de deposicién, en cambio, el solvente se evapora completamente y en

consecuencia se obtiene una estructura abierta con fibras redondeadas [30].

Figura 6: Efecto de la distancia de deposicion en la estructura de las fibras electrohiladas. a) 2,0 cm
(fibras redondas) b) 0,5 cm (fibras planas) [30].

1.5.1.9 Pardmetros ambientales

Los efectos de los pardmetros ambientales (por ejemplo temperatura y humedad)
en el proceso de electrospinning se estudiaron muy poco. Mit-Uppatahm et al. [34]
procesaron fibras de poliamida-6 en un rango de temperaturas desde los 25°C hasta
60°C. Encontraron que el aumento de la temperatura produce fibras con un menor
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didmetro, y atribuyeron esta disminucion a un descenso en la viscosidad de la solucion
polimérica a altas temperaturas [24]. Casper et al. [35] variaron la humedad al procesar
soluciones de poliestireno por electrospinning. Su trabajo muestra que el aumento de la
humedad resulta en una estructura con poros circulares pequefos en la superficie de las
fibras y un aumento mayor de la humedad conlleva a la coalescencia de los poros.
También se realiz6 electrospinning bajo vacio para obtener mayores campos eléctricos;

en estas condiciones se producen fibras e hilados de mayores didmetros.

1.5.2 Estructura de las fibras producidas por electrospinning

Las fibras pueden presentar una variedad de secciones transversales: fibras

redondas, ramificadas, planas, divididas y con perlas colapsadas con varios polimeros.

Un ejemplo de fibras redondas se observa en la Figura 7.

Figura 7: Fibras de PEO electrohilado con seccién transversal circular [30].

Las fibras planas presentes en la Figura 8 pueden generarse por el colapso de
fibras huecas durante la evaporacion del solvente. Una fibra hueca con morfologia tipo
perlas con microfibras pueden también colapsar y formar una estructura como la que se
observa en la Figura 8. En la Figura 9 se observan ejemplos de fibras ramificadas y
divididas. La evaporaciéon del solvente y la elongacion del flujo del microchorro
cambian la forma y la carga por unidad de drea presente en el microchorro. El balance
de la fuerza eléctrica y la tension superficial cambia rdpidamente, de modo que la forma
del microchorro se vuelve inestable. Este microchorro inestable reduce su carga local

por unidad de area superficial al despedir un microchorro menor desde la superficie del
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microchorro primario. Esta inestabilidad conlleva a la formacion de fibras ramificadas.
Las fibras divididas se forman al dividirse el microchorro primario en dos microchorros

menores a partir del microchorro primario [30].

S0 pm

Figura 9: Fotografia de fibras ramificadas (a) y divididas (b) formadas por electrospinning [30].

1.6 Polimeros conductores

Las familias de polimeros conductores mds comunes incluyen poliacetileno,
polipirrol (PPy), politiofeno, polianilina (PANI) y poli(para-fenileno vinileno) [36]. La
conductividad en estos materiales surge de la presencia de enlaces dobles conjugados a
lo largo del esqueleto de una estructura que de otra manera seria aislante. En la
conjugacion, se presentan enlaces dobles y simples alternadamente entre los atomos de
carbono. Cada unién en la cadena contiene una unién “sigma” (o) localizada que forma
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un enlace quimico fuerte y cada enlace doble también contiene una unién “pi” (m)
menos fuertemente localizada. La conductividad se imparte a los polimeros a través del
uso de un i6n dopante, el cual debe introducirse en la estructura para portar la carga en
la forma de electrones extras. El dopante neutraliza la cadena inestable cuando el
polimero se encuentra en su forma oxidada. Dependiendo de la carga y movilidad del
dopante, la aplicaciéon de un potencial a través de un film de polimérico conductor,
genera un flujo de iones por adentro o por afuera del film, que perturba la estabilidad de
la cadena resultando en el paso de carga a través del film.

Los polimeros conductores se fabrican por una variedad de métodos que son de
naturaleza quimica o electroquimica [37].

Los estudios de las aplicaciones de los polimeros conductores en biomedicina se
expandieron en los ultimos afios con el descubrimiento en 1980 de la compatibilidad
con varias moléculas bioldgicas como las usadas en biosensores. Para mediados de
1990, se reportd que los polimeros conductores eran capaces de modular la actividad
celular por medio de estimulacion eléctrica, incluyendo adhesién celular, migracion,
sintesis de ADN y secrecion de proteinas. Muchos de estos estudios se realizaron con
células nerviosas, Oseas, cardiacas y musculares, que responden a impulsos eléctricos.
Muchos polimeros conductores presentan un nimero importante de ventajas para
aplicaciones biomédicas, entre las que se incluyen biocompatibilidad, habilidad para
atrapar y liberar controladamente moléculas bioldgicas, habilidad para transferir carga
desde una reaccién bioquimica, y el potencial de alterar ficilmente las propiedades
eléctricas, quimicas, fisicas para adaptarse mejor a la naturaleza de aplicaciones
especificas. Estas caracteristicas tnicas son ttiles en aplicaciones como biosensores, en
matrices para ingenieria de tejidos, sondas neuronales, dispositivos de liberacién
controlada de drogas, y bio-actuadores.

En aplicaciones bioldgicas, los polimeros conductores exhiben muchas ventajas
sobre otro tipo de materiales electroactivos. Los polimeros conductores son baratos,
faciles de sintetizar y versétiles, ya que sus propiedades pueden modularse facilmente
por una amplia gama de moléculas que se pueden atrapar o usar como dopantes.
Ademads, los polimeros conductores permiten controlar el nivel y duracion de la
estimulacion eléctrica para aplicaciones en ingenieria de tejidos. Estos polimeros se
pueden procesar para crear substratos con alta drea superficial, aspecto muy importante

en ingenieria de tejidos [38].
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1.6.2 Polianilina (PANI)

La polianilina (PANI) es uno de los polimeros conductores mas prometedores
debido a sus propiedades unicas (que incluyen conductividad eléctrica controlable,
estabilidad ambiental, reacciones redox, y biocompatibilidad [38]) y sus numerosas
aplicaciones, como recubrimientos anticorrosivos, baterias, sensores, membranas
separadoras, recubrimientos antiestiticos 'y blindaje para interferencias
electromagnéticas [39]. Recientemente, se explord el uso de PANI para aplicaciones
biomédicas, incluyendo ingenieria de tejidos. Los investigadores justifican el uso de los
polimeros conductores en la hipétesis que una cantidad de funciones celulares, como
unién, proliferacion, migracion, y diferenciacion pueden ser moduladas a través de la
estimulacion eléctrica [36]. En base a esta hipdtesis, se desarrollaron matrices
inteligentes para ingenieria de tejidos cardiacos y/o neuronales. Los polimeros
conductores brindan superficies potencialmente interesantes para el cultivo celular ya
que sus propiedades (por ejemplo carga superficial, habilidad de mojado, y cambios
dimensionales y conformacionales) pueden ser alteradas reversiblemente por reduccién
u oxidacién quimica o electroquimica. Mattioli-Belmonte et al. [40] fueron los primeros
en demonstrar que PANI es biocompatible in vitro y en estudios in vivo en animales a
largo plazo. Sin embargo, estos grupos investigaron el comportamiento de films en vez
de nanofibras. Diaz et al. [41] produjeron nanofibras de PANI mezclada con
poliestireno (PS) y/o 6xido de polietileno (PEO) [36]. Los estudios recientes
demostraron que la PANI y sus derivados se comportan como sustratos biocompatibles,
ya que tanto los mioblastos cardiacos H9c2 [36, 42] como las células de
feocromocitoma PC12 presentan buena adherencia, crecimiento y/o diferenciacion [39].

La biocompatibilidad de los polimeros electroactivos se mejora al mezclarlos con
materiales bioactivos (por ejemplo, PANI con coldgeno y gelatina). Un problema que
obstaculiza la aplicacion de los polimeros conductores es su baja solubilidad y
procesabilidad. La solubilidad de la PANI se mejora al unir covalentemente grupos
laterales o polimeros, como el poli(etilen glicol) y el poli(acido acrilico), en el esqueleto
de PANI. La mayoria de los grupos investigaron las propiedades bioldgicas en la forma
de membranas (filmes) en lugar de nanofibras. En un trabajo reciente Li et al. [36]
reportaron el comportamiento de nanofibras electrohiladas compuestas de PANI y

gelatina, empleando concentraciones de PANI entre 0,66 y 5,33 % m/m. Sus resultados
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muestran que las fibras se vuelven mds homogéneas y su didmetro disminuye al

aumentar la concentracion de PANIL

1.7 Nanotubos de carbono (SWCNT)

Desde su descubrimiento, los nanotubos de carbono (SWCNT) encontraron
diversos usos tecnoldgicos entre las que se incluyen aplicaciones biomédicas [43] y los
estudios acerca de su citotoxicidad estdn en pleno desarrollo [44]. Dado que la matriz
juega un rol crucial en ingenieria de tejidos, la incorporacion de SWCNT como soporte
estructural en las mismas tiene una influencia directa sobre las propiedades de las
matrices resultantes.

El desarrollo de materiales poliméricos cargados con SWCNT u otras
nanoparticulas/nanofibras no sélo ofrece la posibilidad de mejorar las propiedades
mecanicas de una matriz, sino también introducir una funcionalidad adicional mediante
la incorporacién de nanofases con caracteristicas particulares.

Los SWCNT se emplean en cantidades muy pequefias y aunque no son
biodegradables pueden eliminarse rdpidamente del organismo vivo. Esto significa que
las matrices disefiadas con polimeros biorreabsorbibles y SWCNT pueden ser
apropiadas para el desarrollo de sistemas de soporte para ingenieria tisular. Los
principales problemas que quedan por resolver en la preparacion de materiales
nanocompuestos son la dispersién y la adhesién nanoparticula/matriz, asi como el
control en la orientacion y alineacidn. El principal obstdculo para el uso de SWCNT es
su elevada tendencia a agruparse en forma paralela formando racimos dificiles de
separar y por lo tanto practicamente insolubles en cualquier solvente. Una de las
técnicas empleadas para dispersar homogéneamente los SWCNT y mejorar su
solubilidad consiste en la funcionalizacién covalente con grupos funcionales polares o
no polares, que favorecen ademds la compatibilidad de los SWCNT y la matriz
polimérica. La funcionalizaciéon también juega un papel preponderante, ya que estos
grupos pueden actuar como iniciadores de polimerizacion (grafting from) [45,46].

Si bien la motivacion inicial para el empleo de nanoparticulas es la capacidad de
proveer un refuerzo mecénico, la conductividad eléctrica de las mismas puede ser una
herramienta muy util para mejorar la funcionalidad de los materiales. Existen evidencias

de que los SWCNTSs pueden estimular el crecimiento celular, acelerando y dirigiendo el
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crecimiento de células [47]. Los SWCNTSs pueden también funcionalizarse para permitir

la liberacién de principios bioactivos (enzimas, proteinas, etc). [43,48].
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2. Objetivos del proyecto

El presente proyecto final tiene por objetivo general la preparacion y
caracterizacion de matrices poliuretdnicas y nanocompuestas obtenidas mediante la

técnica de electrospinning. En particular en este trabajo se busca:

. Poner a punto de la técnica de electrospinning de soluciones poliuretdnicas
con o sin nanoparticulas (nanotubos de carbono y nanotubos de polianilina).

. Optimizar los pardmetros del proceso para preparaciéon de matrices
nanofibrosas poliuretdnicas y/o compuestas.

. Caracterizar la morfologia (micro y nanoestructura) de los materiales
preparados.

. Estudiar algunas propiedades de las membranas nanofibrosas obtenidas en
vista a su potencial aplicacién en dispositivos biomédicos e ingenieria de

tejidos.

La técnica de electrospinning se encuentra disponible desde hace muy poco
tiempo en el Laboratorio de Polimeros Biomédicos de INTEMA. El desarrollo de este
trabajo contribuye al conocimiento de diversos aspectos del proceso de electrospinning
de soluciones poliméricas, con las dificultades experimentales propias de la puesta a

punto de una técnica nueva.
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3. Materiales

Se empled un poli(éter uretano) segmentado alifdtico, Tecoflex 60D (Noveon Inc.).
Este poliuretano, empleado en diversos dispositivos cardiovasculares, tiene grado
médico, caracteristica que indica la calidad de un biomaterial desde el punto de vista de
su aceptabilidad para uso en dispositivos médicos [49]. Por lo tanto el material se
sintetizd en condiciones especiales, evitando el empleo de aditivos no esenciales y de
potenciales contaminantes. La formulacién de Tecoflex 60D estd disefiada para su
procesamiento mediante la preparaciéon de soluciones (grado solucién), que se
diferencia de las formulaciones grado extrusién, dado que no contienen lubricantes que
intervienen en el proceso de fusién. Tecoflex pertenece a una familia de poliuretanos
termoplésticos que estdn disponibles en durezas 80 Shore A, 85 Shore A, 93 Shore A y
60 Shore D. En el presente trabajo se ha seleccionado la formulacién con mayor dureza,
es decir 60D, que estd sintetizado a partir de 4,4’-diisocianatodiciclohexilmetano
(H;;MDI), 1,4-butanodiol (BDO) y politetrametilenéterglicol (PTMG) de peso
molecular 1000 KDa.

I I
—()CHECHZCH2CH2)(')CNH—<:>— CH2—<:>—NHCO—CHQCHZCH2CHZO—
X

Figura 10: Estructura quimica idealizada de Tecoflex.

Para la preparacion de nanofibras nanocompuestas se emplearon dos tipos de
nanoparticulas: 1) nanotubos de carbono de pared simple (SWNT) sintetizados por el
proceso CoMoCat (South West Nanotechnologies, Norman, Oklahoma, EEUU) y 2)
nanotubos de polianilina protonados (PANI) sintetizados y caracterizados en el
Laboratorio de Biomateriales del Departamento de Fisica e Quimica, Instituto de
Ciéncias Exatas (ICE), Universidad Federal de Itajub4, Minas Gerais, Brasil, a cargo del
Dr. Alvaro A. A. de Queiroz. En el Anexo III se detalla el proceso seguido para

sintetizar y caracterizar los SWCNT y el PANI.
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Figura 12: Micrografia SEM de PANI
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4. Métodos

4.1 Preparacion de soluciones y suspensiones

Tecoflex 60D se disuelve completamente en cloroformo, N, N-dimetilformamida
(DMF) y N,N-dimetilacetamida, mientras que en otros solventes orgdnicos presenta
distintos porcentajes de hinchamiento. Los mayores niveles de hinchamiento se
observan en dioxano (500%), diclorometano (700%) y tetrahidrofurano (THF) (900%).
Tecoflex 60D es insoluble en acetona, hexano, ciclohexano, metanol, etanol,
1sopropanol (IPA) y metiletilcetona.

Las soluciones se prepararon disolviendo el polimero en el solvente en un baiio
termostatico, manteniendo la temperatura por debajo de la temperatura de ebullicién del
solvente. En el caso en que se utilizé una mezcla de solventes primero se disolvié el
polimero en el mejor solvente y luego se agregé el otro. La disoluciéon completa del
poliuretano llevé un promedio de tres dias por cada solucion.

Las suspensiones poliuretano/nanoparticula de distinta  concentracion
polimero/solvente 'y nanoparticula/polimero se prepararon utilizando solventes
organicos (o mezclas de solventes) que disuelvan el Tecoflex 60D y al mismo tiempo
permitan mantener una suspension estable de las nanoparticulas. Los nanotubos de
carbono se suspenden correctamente en amidas (como DMF y N-metilpirrolidona),
ciclopentanona, g-caprolactona y o-diclorobenceno [54, 55]. Los solventes orgédnicos
préticos, como los alcoholes, no son buenos solventes, aunque el IPA ha sido utilizado
para suspender nanotubos durante el lavado [45].

Las nanoparticulas tienden a aglomerarse por la atraccién ejercida por las fuerzas
de Van der Waals. Para obtener una buena dispersion de las mismas en la solucién y
luego en la matriz se suspendieron las nanoparticulas utilizando un sonicador Sonics
Vibra Cell 130W/20kHz con una punta de 6 mm de didmetro (Divisién Cerdmicos
INTEMA). Las nanoparticulas se suspendieron en THF por 2 minutos al 50% de
potencia del equipo. Luego la suspension se agreg6 a la solucion polimérica en DMF y
una vez homogeneizada la mezcla se sonic6 durante 2 minutos al 50% de potencia. En
el caso de formulaciones con 1,5 y 2 % de nanoparticulas se empled un mayor tiempo
de sonicacion (siempre en ciclos de 2 minutos al 50% de potencia) para lograr una

mejor suspension.
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4.2 Obtencion de matrices poliuretdnicas nanofibrosas no tejidas mediante

electrospinning

En este trabajo se variaron algunas propiedades intrinsecas de la solucién
polimérica y pardmetros del procesamiento para optimizar la preparacion de nanofibras
poliuretanicas de morfologia controlada. La Tabla 1 resume las muestras y pardmetros

de procesamiento estudiados.

e Seccidn 5.1.1- propiedades intrinsecas de la solucién poliuretdnica:
Solvente: DMF:THF (100:0, 83:17, 50:50) y DMF:IPA (50:50)
Concentracion, C (% m/V): 6y 12,5
Contenido de nanoparticulas (% m/m): 0; 0,5; 1; 1,5y 2 (Seccion 5.2)

e Seccidn 5.1.2 - pardmetros del proceso:
Voltaje aplicado, V (kV): 12, 15, 17, 20
Distancia aguja — placa colectora, 4 (cm): 10, 12, 15

Velocidad de flujo de la solucién, f (mL/h): 0,3; 0,5; 1
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Tabla 1: Muestras y

ardmetros de procesamiento estudiados

Flujo (mL/h) 1 0,5 0,3
Distancia (cm) 10 12 15 10 12 15 10 12 15
Voltaje (kV) 10 12 15 15 15 17 20 10 12 15 15 20 12 15 20
V/d (kV/cm) 1 1,2 1,5 1,25 1 1,1333 1,3333 1 1,2 1,5 1,25 1,3333 1,2 1,25 1,3333
Tecoflex 6 % . . . . .
DMFE-THE fig 1 fig 17 fig 2 fig 3 fig 4 fig 5
50:50 (ATV) (ATV) (AIV) | (AIV) (ATIV)
Tecoflex 12,5%
DMF:IPA fig 47 fig 49
50:50
Tecoflex 12.5%
DMF:THF
. . fig 8
100:0 fig 14 (ATV)
83:17 fio 15 fig9 fig 10 fig 11 fig 12 fig 13 fig 14 | fig 15
) & (ATV) (ATV) (ATV) (ATV) (ATV) [ (ATV) | (ATV)
) fig 16- . . . . fig 16 . fig 17 fig 18 . fig 19
50:50 30 fig 25 fig 18 fig 20 fig 22 (AIV) fig 32 AIV) | (A1V) fig 34 (AIV)
Tecoflex 12.5%
DMEF:THF
50:50
0,5% SWCNT fig 37
fig 6 fig 7 fig 8 .
1,0% SWCNT A | aw | amw fig 39
1,5% SWCNT fig 41
2,0% SWCNT fig 43
0,5% PANI fig 51
1,0% PANI fig 53
1,5% PANI fig 55
fig 57-
2,0% PANI 61-63
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Figura 13: Fotografia del equipo de electrospinning empleado en este trabajo
(Laboratorio de Polimeros Biomédicos, INTEMA)

4.3 Caracterizacion morfologica

La evaluacién de la microestructura se llevd a cabo mediante microscopia
electrénica de los distintos materiales obtenidos variando la composicién y los
pardmetros de procesamiento. Para estudiar la morfologia de las membranas y
nanofibras, las muestras se metalizaron con Au/Pd y se observaron mediante
microscopia electrénica de barrido (SEM) (JEOL Modelo JSM-6460LV, Laboratorio de
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Microscopia, UNMdP) El anélisis de las micrografias SEM se realizé6 empleando el
programa Image-ProPlus para la determinacion de la distribucion de didmetros de las
fibras con la colaboracion de la Dra. Azul Gonzdlez (Laboratorio de Mediciones y
Procesos de Sefiales, Area Imégenes, Fac. de Ingenieria, UNMdP). Para examinar la
distribucién y orientacion de las nanoparticulas se enviaron membranas al Centro
Atémico Bariloche para su estudio mediante microscopia electrénica de transmision
(TEM). Lamentablemente el espesor de las membranas enviadas (100 wm) no permitié
la transmision de electrones, por lo que las muestras para los futuros estudios se

prepararan directamente sobre las grillas de cobre que se utilizan en TEM.

4.4 Evaluacion de la conductividad

La evaluacion de la conductividad de las membranas nanocompuestas se llevo a
cabo mediante dos métodos: medidas de impedancia y medidas de conductividad por el
método de cuatro puntas (four probe method).

Las mediciones de impedancia se realizaron empleando un impedancimetro
Hewlett Packard 4284A (Division Ceramicos de INTEMA), con la colaboracion del Dr.
Leandro Ramajo. Se prepararon matrices con distintos porcentajes de nanoparticulas
conductoras (0, 0,5, 1, 1,5 y 2% de SWCNT y PANI). Para efectuar las mediciones
eléctricas se cortaron muestras con geometria cuadrada (4 cm x 4 cm) y se colocaron
electrodos apropiados sobre los materiales.

En general para la caracterizacion dieléctrica de cualquier sistema se emplea una
configuracion tipo C,D, que representa un material no ideal formado por un
condensador en paralelo con una resistencia. La informacion obtenida para dicha
configuracidon se expresa en términos de capacidad en paralelo y tangente de pérdida.
Mediante las Ecuaciones 1 y 2 es posible transformar los datos a valores de
permitividad real e imaginaria, que se usardn luego para caracterizar las membranas

nanocompuestas.

£-&-A ..
C,= TO (Ecuacion 1)
£ .
tan(0) = — (Ecuacion 2)
£
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Donde ¢ es la permitividad del vacio (8,85 . 102 F/m), A y d representan el
area y el espesor de la muestra, mientras que e y e la parte real e imaginaria de la
permitividad.

Mediante la Ecuacion 3 se calcul6 la conductividad a.c.:
O, =€ E"W (Ecuacion 3)
ac

Para comparar los resultados experimentales obtenidos por medidas de
impedancia (conductividad a.c.) con las medidas de conductividad determinadas por
método de cuatro puntas (conductividad d.c.), se calculd primero la impedancia de las
muestras a partir de las Ecuaciones 4, 5 y 6. Del grafico de Z”” en funcién de Z~ se
obtuvo la resistencia R por extrapolacion de la impedancia a frecuencia cero, [52].

Finalmente, con la Ecuacion 7 se calcul6 la conductividad d.c.

1

R, =
2.m-w-C,-1g(0)

(Ecuacion 4)

R

Z. P

Z'= > (Ecuacion 5)
1+Q2-7-w-C, R,)

2
. Rp-2'7[-Cp'w

= > (Ecuaci6n 6)
1+2-7-w-C, R,)

d
o, =—— Ecuacion 7
dc R . A ( )

La medicion de la conductividad por el método de cuatro puntas se efectué con
la colaboracién con el Dr. Vinoy Thomas, investigador del Center for Nanoscale
Materials and Biointegration, University of Alabama at Birmingham (UAB), USA. Las
mediciones de la respuesta corriente — voltaje de las muestras se realizaron a
temperatura ambiente con una fuente de corriente Keithley 220 y un electrémetro
Keithley 6517A. El uso de cuatro puntas elimina los errores de medicion debidos a la
resistencia de la punta, la variacion de resistencia de cada punta y la resistencia de
contacto entre el metal de la punta y el material. Siguiendo este método, los valores de
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la conductividad se obtuvieron a partir de la aplicacion de corriente eléctrica y la
medicidn del potencial de acuerdo con la siguiente relacion:

In2 [
o=— —

(Ecuacion 8)
r dv

donde: ¢ = conductividad eléctrica (S.cm'l), I = corriente eléctrica (A), V = potencial y

d = espesor de la muestra (cm).
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5. Resultados y Discusion

5.1 Preparacion de matrices nanofibrosas de Tecoflex 60D

5.1.1 Propiedades intrinsecas de solucion

Para estudiar el comportamiento de las soluciones poliuretdnicas en el proceso
de electrospinning, se prepararon soluciones de distinta concentracién de polimero
utilizando diferentes solventes y mezclas de solventes en distintas proporciones.

El efecto del solvente se examiné en soluciones de concentracién 12,5% m/V en
la que se emplearon DMF, DMF:THF 83:17 y DMF:THF 50:50. Las Figuras 14, 15 y

16 muestran las morfologias obtenidas empleando V/d = 1,2 kV/cm.

ekl

Figura 14: Micrografia de SEM X1000 de la estructura obtenida luego del proceso de electrospinning de
una solucién 12,5% m/V de Tecoflex 60D en DMF, f=1mL/h; V=12kV;d =10 cm.
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Figura 15: Micrografia de SEM X1000 de la estructura obtenida luego del proceso de electrospinning de
una solucién 12,5% m/V de Tecoflex 60D en DMF:THF 83:17, f=1 mL/h; V=12kV;d =10 cm.

Figura 16: Micrografia de SEM X1000 de la estructura obtenida luego del proceso de electrospinning de
una solucién 12,5% m/V de Tecoflex 60D en DMF:THF 50:50, f=1 mL/h; V=12kV;d =10 cm.

Como puede observarse el tipo y proporcién de solvente tiene un efecto
significativo en la obtencién de estructuras fibrosas. En la solucién polimérica con DMF,
se obtuvo una estructura no fibrosa constituida por perlas superpuestas (Figura 14). Al
incorporar 17 % de THF a la solucién (Figura 15) el contenido de perlas disminuye y
se forman fibras. Aumentando el porcentaje de THF a 50% se obtuvo una estructura
completamente fibrosa (Figura 16), con un didmetro medio de fibras de 596 + 223 nm.
En el proceso de electrospinning el solvente se evapora casi completamente en la
trayectoria que recorre el microchorro entre los electrodos durante el tiempo de

proyecciéon. Si bien DMF es un buen solvente del poliuretano, posee un punto de
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ebullicion alto (153 °C) por lo que no llega a evaporarse completamente antes de llegar
al colector, produciendo gotas o perlas que contienen atn una fraccién importante de
solvente. El solvente residual genera la unién de las perlas formando lagunas. Por este
motivo se incorporé al DMF una determinada cantidad de un solvente con menor punto
de ebullicién (THF), manteniendo siempre el sistema completamente disuelto. E1 THF
posee una temperatura de ebullicion de 66°C, mucho menor que DMF y cuando se
incorpord en un 50% favorecié notablemente la formacién de fibras.

Manteniendo la mezcla de solventes que permitié la formacién de estructuras
nanofibrosas (DMF:THF 50:50) se disminuy6 la concentracion al 6% m/V para explorar
la posibilidad de obtener fibras de menor didmetro. La Figura 17 muestra la morfologia

de la matriz obtenida.

Figura 17: Micrografia de SEM X1000 de la estructura obtenida luego del proceso de electrospinning de
una solucién 6% m/V de Tecoflex 60D en DMF:THF 50:50, f=1 mL/h; V=12 kV;d =10 cm.

El efecto de la concentraciéon en la morfologia obtenida puede observarse
comparando las Figuras 16 y 17. La solucién de concentraciéon 6% se encontré por
debajo de la concentracion critica que permite la formacion de fibras, dando lugar a una
tipica morfologia de perlas y fibras (beaded fibers). Como era de esperar, la variacion
de los pardmetros del procesamiento con esta solucién no mostré ningin cambio en la
morfologia de los sistemas obtenidos (Anexo IV). Por lo tanto, para el resto de los
estudios se selecciond la concentracion 12,5 %, que posee la viscosidad requerida para

la generacion de enmarafiamiento de cadenas que conduce a la formacién de fibras.
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5.1.2 Pardmetros del procesamiento

Los pardmetros del procesamiento estudiados se muestran en la Tabla 1. Para
visualizar el efecto de los cambios en un pardmetro dado se mantuvieron constantes los

demas.

5.1.2.1 Voltaje aplicado

Para estudiar el efecto del voltaje aplicado en la morfologia de fibras obtenidas se

fij6 una velocidad de flujo de 1 mL/h y una distancia boquilla-colector de 15 cm. Las

Figuras 18, 20 y 22 muestran las morfologias obtenidas.

Figura 18: Micrografia de SEM X3000 de la estructura obtenida luego del proceso de electrospinning de
una solucién 12,5% m/V de Tecoflex 60D en DMF:THF 50:50, f=1 mL/h; V=15kV;d =15 cm.
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Figura 19: Distribucién de didmetros medida en la Figura 18.

B

Figura 20: Micrografia de SEM X3000 de la estructura obtenida luego del proceso de electrospinning de

una solucién 12,5% m/V de Tecoflex 60D en DMF:THF 50:50, f= 1 mL/h; V=17 kV; d =15 cm.
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Figura 21: Distribucién de didmetros medida en la Figura 20.

Figura 22: Micrografia de SEM X3000 de la estructura obtenida luego del proceso de electrospinning de

una solucién 12,5% m/V de Tecoflex 60D en DMF:THF 50:50, f= 1 mL/h; V=20kV; d =15 cm.
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Figura 23: Distribucién de didmetros medida en la Figura 22.

No se observa ningin cambio aparente en las morfologias de las fibras obtenidas.
Al analizar la distribucién de didmetros (Figuras 19, 21 y 23) los histogramas no
presentan cambios significativos y mantienen la distribuciéon unimodal con un méaximo

entre los 400 y 600 nanometros.
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Figura 24: Diametro medio en funcién del voltaje aplicado.

Como puede observarse en la Figura 24 la variaciéon del didmetro medio no
revela ninguna tendencia en funcién del voltaje aplicado. Por lo tanto en el rango de

voltaje aplicado no se producen cambios significativos a la estructura obtenida.
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5.1.2.2 Distancia entre la boquilla y el colector

Para explorar el efecto de la distancia entre la boquilla y el colector en la
morfologia de fibras obtenidas se fij6 una velocidad de flujo de 1 mL/h y un voltaje de

15 kV. Las Figuras 25 y 18 muestran las morfologias obtenidas.

Figura 25: Micrografia de SEM X1000 de la estructura obtenida luego del proceso de electrospinning de
una solucién 12,5% m/V de Tecoflex 60D en DMF:THF 50:50, f=1 mL/h; V=15%kV;d =10 cm.
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Figura 26: Distribucién de didmetros medida en la Figura 25.
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Figura 27: Didmetro medio en funcién de la distancia entre la aguja y el colector.

En la Figura 27 se observa claramente que la distancia boquilla - colector afecta
el didmetro medio de las fibras obtenidas. Una disminucién en la distancia de 5 cm (de
15 a 10 cm) produjo una distribucion mds dispersa con mayor didmetro medio, mientras
que la estructura procesada a 15 cm produjo una estructura nanofibrosa con una
distribucién unimodal.

Para seleccionar una distancia apropiada para llevar a cabo los siguientes
estudios se tuvo en cuenta no sélo la estructura obtenida a nivel microscopico, sino
también el tamafio macroscépico de la matriz generada. La distancia boquilla - colector
determina el tamafo del drea cubierta por las fibras. A menor distancia menor drea de
cobertura (Figura 28). Por este motivo se tom¢ una decision de compromiso y el resto

de los estudios se realizaron a 12 cm de distancia entre la boquilla y el colector.
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Figura 28: Esquema de la trayectoria del microchorro mostrando las regiones de inestabilidad y el dngulo
del cono descripto por el haz.

5.1.2.3 Gradiente de potencial

Luego de analizar el efecto del voltaje aplicado (Seccién 5.1.2.1) y de la distancia
boquilla — colector (Secciéon 5.1.2.2) resulta interesante analizar la influencia del
gradiente de potencial (V/d) en la morfologia de las fibras obtenidas en el proceso de
electrospining.

En la Figura 29 se grafica el didmetro medio de fibras en funcién del gradiente de
potencial V/d en el rango 1 — 1,5 kV/cm (Tabla 1). Para gradientes en el intervalo 1 —
1,33 kV/cm no se observaron cambios significativos en el didmetro de fibra ni en su
homogeneidad. La mayor diferencia se present6 para la relacién V/d = 1,5 kV/cm, valor
en el que se incremento tanto el didmetro medio como la desviacion estdndard. Por lo
tanto, para los estudios de suspensiones que incorporan nanoparticulas se empled una
relacion V/d = 1,25, o sea que para una distancia d = 12 cm se aplicé un voltaje V = 15

kV.
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Figura 29: Didmetro medio en funcién de la relacién V/d.

5.1.2.4 Velocidad de flujo

Se estudiaron tres velocidades de flujo distintas: 0,3 mL/h, 0,5 mL/h y 1 mL/h
(Figuras 30, 32 y 34).

Figura 30: Micrografia de SEM X3000 de la estructura obtenida luego del proceso de electrospinning de
una solucién 12,5% m/V de Tecoflex 60D en DMF:THF 50:50, f=1 mL/h; V=12kV;d =10 cm.
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Figura 31: Distribucién de didmetros medida en la Figura 30.

Figura 32: Micrografia de SEM X2000 de la estructura obtenida luego del proceso de electrospinning
una solucién 12,5% m/V de Tecoflex 60D en DMF:THF 50:50, f= 0,5 mL/h; V=15kV; d =12 cm.
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Figura 33: Distribucién de didmetros medida en la Figura 32.

Figura 34: Micrografia de SEM X1000 de la estructura obtenida luego del proceso de electrospinning
una solucién 12,5% m/V de Tecoflex 60D en DMF:THF 50:50, f= 0,3 mL/h; V=15kV; d =12 cm.
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Figura 36: Didmetro medio en funcidén de la velocidad de flujo para tres relaciones V/d.

Los histogramas (Figuras 31, 33 y 35) muestran que la distribucién de fibras
mds uniforme (unimodal) se obtuvo con una velocidad de flujo de 1 mL/h. A menores
velocidades de flujo la distribucion de didmetros resultdé mds dispersa (mayor
desviacion estandar). En la Figura 36 se observa como varia el valor medio del
didmetro de fibras para distintas velocidades de flujo y gradientes de potencial (V/d). El
didmetro medio de fibras result6 independiente de la relacién V/d para una velocidad de

flujo de 1 mL/h.
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Tabla 2: Espesor de las matrices obtenidas.

Velocidad de Espesor Desviacion

flujo (mL/h) medio (mm) estandar
0,3 0,028 0,013
0,5 0,030 0,017
1,0 0,066 0,024

Por otra parte, la uniformidad en el espesor de la matriz fibrosa disminuy6 con el
aumento de la velocidad de flujo (Tabla 2). Las matrices mas homogéneas se
obtuvieron con la menor velocidad de flujo (0,3 mL/h). Sin embargo, el tiempo de
procesamiento es una variable muy importante, y menor velocidad de flujo implica
mayor tiempo de procesamiento para obtener el espesor deseado. Por lo tanto,
analizando tanto la estructura obtenida como la homogeneidad de espesor, se selecciond
una velocidad de flujo de 0,5 mL/h como pardmetro 6ptimo para la preparacién de

matrices nanocompuestas.
5.2 Matrices nanofibrosas conductoras de Tecoflex 60D

Las matrices poliuretdnicas nanocompuestas se prepararon a partir de
dispersiones de SWCNT o PANI en mezcla de solventes DMF:THF 50:50. Se
emplearon los siguientes pardmetros de procesamiento: velocidad de flujo = 0,5 mL/h,

Voltaje = 15 kV y distancia boquilla — colector = 12 cm (V/d = 1,25).

Tabla 3: Composicion de los nanocompuestos y matrices preparadas

Serie SWCNT Serie PANI

1) Tecoflex 60D / 0,5% SWCNT | 1) Tecoflex 60D / 0,5% PANI
2) Tecoflex 60D / 1,0% SWCNT | 2) Tecoflex 60D / 1,0% PANI
3) Tecoflex 60D / 1,5% SWCNT | 3) Tecoflex 60D / 1,5% PANI
4) Tecoflex 60D / 2,0% SWCNT | 4) Tecoflex 60D / 2,0% PANI
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5.2.1 Serie SWCNT

5.2.1.1 Efecto del contenido de SWCNT en la morfologia de la matriz

1) Tecoflex 60D / 0,5% SWCNT

Figura 37: Micrografia de SEM X5000 de Tecoflex 60D / 0,5% SWCNT.
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Figura 38: Distribucién de didmetros medida en la Figura 37.



2) Tecoflex 60D / 1,0% SWCNT

Figura 39: Micrografia de SEM X5000 de Tecoflex 60D / 1% SWCNT.
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Figura 40: Distribucién de didmetros medida en la Figura 39.
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3) Tecoflex 60D / 1,5% SWCNT

Figura 41: Micrografia de SEM X5000 de Tecoflex 60D / 1,5% SWCNT.
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Figura 42: Distribucion de didmetros medida en la Figura 41.



4) Tecoflex 60D / 2,0% SWCNT

Figura 43: Micrografia de SEM X5000 de Tecoflex 60D / 2% SWCNT.
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Figura 44: Distribucion de didmetros medida en la Figura 43.
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Figura 45: Diametro medio de fibra en funcién del contenido de SWCNT.

Los histogramas mostrados en las Figuras 38, 40, 42 y 44 indican que existe una
distribucién unimodal para todas las concentraciones de SWCNT. La distribucion se
torné mds estrecha al aumentar la concentracion de nanoparticulas hasta 1,5%, valor a
partir del cual se present6é una distribucién més ancha (Figura 45). El didmetro medio
disminuy6 para 1,0% de SWCNT hasta @4, = 0,451 um y se mantuvo practicamente
constante para 1,5% de SWCNT (@ ;54 = 0,464 um). Este efecto es el esperado ya que
los nanotubos de carbono son nanoparticulas conductoras y como se comentd en la
seccion 1.5.1.2 el aumento en la conductividad de la solucién produce una disminucién
en el didmetro de fibras y una mayor homogeneidad. Ademads las micrografias muestran
que las fibras tienen el aspecto de varillas mds rectas que en el caso del material sin
nanoparticulas.

En el caso de la matriz con 2% de SWCNT, el didmetro medio resulté mayor. Si
bien la densidad de carga presente es mayor, el resultado obtenido puede relacionarse
con la dificultad que presentd la dispersion de las nanoparticulas. A medida que se
increment6 el contenido de nanoparticulas la dispersion de las mismas en la solucién
resulté méas dificil. Los nanotubos de carbono no se suspenden bien en THF, y se

forman aglomerados que pueden influir en el didmetro de fibras preparadas.
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5.2.1.2 Efecto del gradiente de potencial en matrices nanofibrosas conductoras de

Tecoflex 60D / 1,0 % SWCNT

El efecto del gradiente de potencial, en el intervalo de V/d 1 — 1,5 kV/cm, en la
morfologia de las matrices resultantes se estudié con la formulacién nanocompuesta de
1% SWCNT. Se fij6 la velocidad de flujo en 0,5 mL/h. La Figura 46 presenta la
variacién del didmetro medio en funcién de la relacién V/d. En el Anexo IV se
presentan las micrografias de SEM vy los histogramas correspondientes a las condiciones

analizadas.
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Figura 46: Diametro medio en funcién de la relacién V/d.

Puede observarse que el didmetro medio no varia significativamente para los
valores de V/d explorados. Este comportamiento resulté similar al observado en el caso
de las soluciones poliméricas sin nanoparticulas. Para la relaciéon V/d = 1,25 kV/cm, se
observé que el didmetro medio es menor (y la desviacion estdndar también) que en los
demads gradientes estudiados. Por lo tanto el gradiente de potencial empleado para la
preparacion de matrices nanofibrosas nanocompuestas (similar al empleado para

matrices sin nanoparticulas) resulté el mds apropiado.

5.2.1.3 Efecto del solvente en la dispersion de SWCNT

Debido a la dificultad observada en la suspensién de los nanotubos de carbono en

THF, se explor6 la posibilidad de utilizar otro solvente. Considerando que la eleccion
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del THF se efectud para introducir un solvente de bajo punto de ebullicién que permita

la formacion de fibras (T, = 66°C, Seccion 5.1.1), se optd por emplear isopropanol (Tep

= 82,4°C) en una mezcla de DMF:IPA 50:50. El IPA permite una muy buena

suspension de los nanotubos de carbono, aunque no disuelve el Tecoflex 60D. En

cuanto a los pardmetros del proceso de electrospinning se utilizaron los valores
empleados para los estudios con THF (f = 0,5 mL/h, V = 15 kV, d = 12 cm) y otra
relacién V/d (f = 0,5 mL/h, V=20 kV, d = 15 cm). Las Figuras 47 y 49 muestran las

morfologias obtenidas.

Figura 47: Micrografia de SEM X5000 de la estructura obtenida luego del proceso de electrospinning de

una solucién 12,5% m/V de Tecoflex 60D en DMF:IPA 50:50, f= 0,5 mL/h; V=15kV;d =12 cm.
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Figura 48: Distribucion de didmetros de la Figura 47.
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Figura 49: Micrografia de SEM X5000 de la estructura obtenida luego del proceso de electrospinning de
una solucién 12,5% m/V de Tecoflex 60D en DMF:IPA 50:50, f= 0,5 mL/h; V=20kV;d =15 cm.
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Figura 50: Distribucién de didmetros de la Figura 49.

Del andlisis de las micrografias y de los histogramas de distribucion de
didmetros se concluye que tanto el empleo de IPA como de THF genera fibras de
morfologia homogénea y didmetro medio del orden de los 500 nm, 405 + 115 nm
(Figura 48) y 554 + 143 nm (Figura 50). Si bien el IPA suspende mejor los SWCNT,
la disminucidn de la capacidad de la mezcla de solventes para disolver el Tecoflex 60D
genera la formacién de microgeles que inhomogeinizan la solucién y perjudican el

proceso de electrospinning.
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5.2.2 Serie PANI

5.2.2.1 Efecto del contenido de PANI en la morfologia de la matriz

Figura 51: Micrografia de SEM X5000 de Tecoflex 60D / 0,5% PANI.

1) Tecoflex 60D / 0,5% PANI

40,00
35,00
30,00 -
25,00 ~
20,00 -
15,00 -
10,00 -
5,00 -
0,00 -

Porcentaje de fibras

82 % 82, 8° Y 9P o? ¥ A¥ DY
B KK & 0T Y
QY QY O OOy Oy O AN N

Diametro (um)

Figura 52: Distribucion de didmetros medida en la Figura 51.
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2) Tecoflex 60D / 1,0% PANI

Figura 53: Micrografia de SEM X5000 de Tecoflex 60D / 1,0% PANI.
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Figura 54: Distribucién de didmetros medida en la Figura 53.
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3) Tecoflex 60D / 1,5% PANI
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Figura 55: Micrografia de SEM X5000 de Tecoflex 60D / 1,5% PANI.
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Figura 56: Distribucion de didmetros medida en la Figura 55.
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4) Tecoflex 60D / 2,0% PANI
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Figura 58: Distribucién de didmetros medida en la Figura 57.
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Figura 59: Didmetro medio en funcién del porcentaje de PANI.

A medida que se increment6 la concentraciéon de PANI (Figuras 51, 53, 55 y 57)
la estructura fibrosa resulté mds homogénea. Los histogramas correspondientes
(Figuras 52, 54, 56 y 58) muestran en todos los casos una distribucién unimodal. Con
el aumento de la densidad de carga la moda se desplaz6 hacia valores mas pequefios. El
ancho de la distribucién disminuyé con el incremento de la concentracién de
nanoparticulas hasta 1,5% de PANI. La Figura 59 muestra la variacién del didmetro
medio con el contenido de PANI. Las fibras nanocompuestas mostraron un didmetro
medio menor que las fibras de Tecoflex 60D sin nanoparticulas, que exhibieron un
didmetro medio de 0,78 £ 0,32 um (Figura 33). El didmetro medio disminuy6 con el
contenido de PANI. Como en el caso de las nanofibras compuestas con nanotubos de
carbono, este efecto es el esperado, ya que los nanotubos de PANI son particulas
conductoras y producen un aumento en la conductividad de la solucién que conduce a
una disminucién en el didmetro de fibras. La formulacién con 2% de PANI repite la
misma tendencia observada para la formulaciéon con 2% de SWCNT, donde el didmetro
medio aumenta ligeramente. Nuevamente, la dificultad presentada en la dispersién de
este contenido de nanoparticulas se evidencid en la formacién de fibras de un didmetro

ligeramente mayor.

5.3.1 Efecto de borde en matrices nanofibrosas conductoras de Tecoflex 60D / PANI

En el caso de las matrices con nanoparticulas de PANI se observd que la

estructura nanofibrosa presenté un ordenamiento diferente segtn la region de la matriz
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en que se extrajo la muestra. La Figura 60 muestra las regiones donde se analiz6 la
matriz. Las Figuras 61, 63 y 57, muestran las micrografias obtenidas para la posicién 1,

2 y 3 respectivamente.

Figura 60: Esquema del lugar de extraccién de cada muestra.
1) Figura 61, 2): Figura 63 y 3) Figura 57.

Figura 61: Micrografia de SEM X5000 de Tecoflex 60D / 2% PANI extraido de la posicién 1 (borde).
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Figura 62: Distribucién de didmetros medida en la Figura 61.

Figura 63: Micrografia de SEM X5000 de Tecoflex 60D / 2% PANI extraido de la posicién 2.
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Figura 64: Distribucién de didmetros medida en la Figura 63.
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Figura 65: Didmetro medio de fibra en funcién del lugar de extraccién de la muestra.

Comparando las estructuras obtenidas se observa que las fibras tienden a alinearse
a medida que se acercan al borde de la matriz. La superficie de la placa metdlica
(electrodo) circular posee una discontinuidad al limitarse con una placa circular de
vidrio que tiene un espesor de 4 mm. Este escalén con un material no conductor
introdujo un efecto de borde en donde se colectan las nanofibras. La deposicién de
nanofibras conductoras cargadas sobre el borde del vidrio induce una acumulacién de
cargas que actia como electrodo. De esta manera se forman dos electrodos cercanos que
producen la alineacién de las fibras y una variacién en el didmetro de las mismas. Al

comparar los histogramas de distribucion de didmetros (Figuras 62, 64 y 58) se observa
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como la moda se desplaza hacia didmetros menores. Por otro lado, en la Figura 65 se
observa que el didmetro medio disminuye al mismo tiempo que la alineacién de las
nanofibras aumenta. La alineacién uniaxial de nanofibras genera cambios en las
propiedades de la matriz en particular en las propiedades mecdnicas (resistencia

mecdnica) y bioldgicas (orientacion y crecimiento de células cultivadas in vitro) [50].
5.3 Conductividad de matrices nanocompuestas
5.3.1 Medidas de impedancia

La Figura 66 presenta las curvas de conductividad a.c. en funcién de la
frecuencia aplicada obtenidas a partir de las medidas de impedancia para todas las

matrices analizadas. En las Figuras 67 y 68 se observa como varia la conductividad de

cada serie (SWCNT y PANI) a medida que aumenta el porcentaje de nanoparticulas.

1E-55| —®— Tecoflex 60D
1 0,5% SWCNT
—m— 1% SWCNT
—u—1,5% SWCNT
—m—2% SWCNT
—=—0,5% PANI
1E-6H| —®— 1% PANI
1| —=—1,5% PANI
—m— 2% PANI

(F/m.s)

ac

1E-74

1E-8 ——r ———
100000 1000000
Frecuencia (Hz)

Figura 66: Conductividad ac en funcién de la frecuencia para Tecoflex y nanocompuestos.
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Figura 67: Conductividad ac en funcién de la frecuencia para la serie SWCNT.
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Figura 68: Conductividad ac en funcién de la frecuencia para la serie PANI.

Como se observa en la Figura 66 las matrices con nanoparticulas de PANI poseen
una conductividad mayor que las matrices de la serie SWCNT. Los valores de
conductividad de la serie SWCNT, presentaron el comportamiento esperado (Figura
67). El aumento del contenido de SWCNT produjo un aumento en la conductividad. La

matriz con 0,5% de SWCNT no presentd cambios significativos con respecto al
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Tecoflex sin SWCNT, pero para contenidos mayores del 1% de SWCNT se observo un
aumento importante en la conductividad. En la serie PANI se observé la misma
tendencia exceptuando la medida de la muestra con 2% PANI, la cual presenté una
conductividad menor que las otras muestras. Este hecho puede atribuirse a una mala
suspension de las nanoparticulas en la matriz, que impide la conexién entre las mismas
y por ende un camino conductor de los electrones. Seoul er at. compararon la
conductividad de fibras electrohiladas de PVDF con nanotubos de carbono con la
conductividad de membranas finas preparadas por spin-casting [53]. Las fibras
exhibieron un umbral de percolaciéon mayor para la transicién aislante-conductor. Por
otro lado, a diferencia de la serie de SWCNT, con un contenido de nanoparticulas de
0,5% se obtuvo un aumento considerable en la conductividad.

Por otro lado, se calcularon los valores de impedancia real e imaginaria para cada
muestra. La Figura 69 presenta las curvas obtenidas. El objetivo de este célculo es,
como se describié en la seccién métodos (4.4), obtener los valores de conductividad d.c.
para cada material a partir de la Ecuacion 7 y comparar con las medidas de
conductividad d.c. obtenidas por el método de cuatro puntas. Este andlisis no se realizo,
ya que el equipo utilizado no mide a frecuencias menores a los 25 Hz y se necesitan de
estos valores para poder analizar y simular correctamente el comportamiento dieléctrico
del material mediante el software Zview, que proporciona el valor de Zy = R para
calcular 64.. En su lugar se realizé el andlisis de las curvas de impedancia para evaluar

si la tendencia anteriormente descripta se cumple.
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Figura 69: Curva de impedancia para Tecoflex y nanocompuestos.

En la Figura 69 se observa que las curvas de impedancia se cierran mds para la
serie PANI que para la serie SWCNT. Este comportamiento es el esperado, debido a
que el mayor cerramiento de las curvas indica mayor conductividad del material. Por lo
tanto, se observa que los resultados de conductividad a.c. mantienen la misma tendencia
observada para la impedancia de los materiales. Al realizar un andlisis mas profundo se
ven algunas diferencias. Por ejemplo, la muestra con 2% SWCNT es un poco mas
conductora que las muestras de 0,5% y 2% de PANI, comportamiento que en la Figura
66 no se presenta. Otro resultado que llama la atencién es el hecho que la muestra con
1% SWCNT se comporta igual que la de 1,5% PANI, resultado que no se observa en el

andlisis de las conductividades a.c. y que se atribuye a un error de cdlculos.
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Figura 70: Curva de impedancia para la serie SWCNT.
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Figura 71: Curva de impedancia para la serie PANI.

Las Figuras 70 y 71 presentan las curvas obtenidas para las series SWCNT y
PANI por separado. En estos graficos se observa un aumento de la conductividad con el
incremento de contenido de nanoparticulas. En el caso de la Figura 70 se presenta un
comportamiento inusual por parte de la muestra con 1% SWCNT, la cual parece ser mds
conductora que las demds matrices. En la Figura 71 también se observa un
comportamiento inesperado ya que la muestra con 2% de PANI es menos conductora

que las de 1% y 1,5% de PANI. No obstante, este comportamiento también se observé

74



en el andlisis de conductividad a.c. y se le atribuye a la mala dispersién de las
nanoparticulas en la solucién. Al no poseer mas puntos en la curva de impedancia, no se
pudo graficar la media circunferencia tipica, y por lo tanto no es posible establecer que
lo observado represente la tendencia de la curva completa.

Los resultados de esta seccion requieren de la realizacion de mediciones

adicionales que permitan evaluar los datos de manera estadistica.

5.3.2 Medidas de conductividad d.c.

La Figura 72 presenta las medias de conductividad d.c. para la serie SWCNT y
dos muestras con 0,5% y 1% de PANI. Como puede observarse las matrices con
nanoparticulas de PANI son mds conductoras que las matrices de la serie SWCNT. Este
comportamiento estd de acuerdo con los otros andlisis de propiedades eléctricas de las

muestras.
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0,00004
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Figura 72: Conductividad dc en funcién del porcentaje de nanoparticulas agregadas.
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Figura 73: Conductividad dc en funcién del porcentaje de nanoparticulas agregadas para la serie

SWCNT.

Al analizar la serie SWCNT por separado (Figura 73) se observa que un
incremento en el porcentaje de carga produce un aumento de la conductividad del
material. En el caso de la muestra con 2% SWCNT se observa que la conductividad
disminuye. Este resultado se debe a la mala dispersiéon de las nanoparticulas en la
solucién y por lo tanto a la falta de un camino conductor de los electrones.

La literatura sobre el comportamiento eléctrico de matrices nanofibrosas
nanocompuestas €s sumamente escasa, y esta temadtica constituye un tema actual de

interés para aplicaciones biomédicas.
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6. Conclusiones

Se prepararon matrices poliuretdnicas nanofibrosas no tejidas mediante técnica de
electrospinning de soluciones poliméricas en solventes orgénicos (con o sin
nanoparticulas). Si bien los principios de la técnica son sencillos, el proceso de
electrospinning resulta complejo debido al nimero de variables involucradas y a la
interrelacion de las mismas. Una vez establecidos los solventes apropiados y la
concentracion limite por encima de la cual es posible la obtencion de fibras continuas,
los pardmetros principales del procesamiento mostraron una influencia en la macro y
micromorfologia de los sistemas preparados.

El agregado de nanoparticulas (nanotubos de carbono y nanotubos de polianilina)
permitié la preparacion de nanocompuestos con morfologia propia y propiedades
conductoras. El contenido y dispersion de las nanoparticulas juega un papel importante
en la procesabilidad de este tipo de matrices. La distribucion de didametros de las
nanofibras result6 en todos los casos unimodal y desplazada hacia valores menores con
respecto a las nanofibras sin particulas.

El desarrollo de matrices nanofibrosas, nanocompuestas y bioactivas mediante la
técnica de electrospinning constituye una aproximacion biomimética que se encuentra
actualmente en plena evolucion. Las potenciales aplicaciones de estos biomateriales en

el campo biomédico justifican el avance en su investigacion.
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8. Trabajo futuro

Determinacion del tamaiio y distribucién de poros

Una de las variables mds importantes que afectan las propiedades mecdnicas y la
funcionalidad de los sistemas porosos poliméricos empleados en ingenieria de tejidos y
dispositivos biomédicos es la estructura porosa. La regeneracion de tejidos especificos
guiada con materiales sintéticos depende del grado de porosidad, el tamafio y forma del
poro, y la continuidad o interconectividad de los poros dentro del andamiaje polimérico
0 compuesto.

La determinacién de la distribucién de tamaios de poro, volumen total de poros y
area superficial puede efectuarse mediante diversas técnicas. El Laboratorio de
Polimeros Biomédicos de INTEMA cuenta con un porosimetro de extrusion de liquidos
(LEP). El LEP es un instrumento que permite la medicion de permeabilidad de liquidos,
volumen de poros y distribuciéon de tamafios de poro ampliamente utilizado en la
caracterizacion de materiales porosos usados en la industria, biotecnologia, farmacia,
filtracién, alimentos, biomateriales y medio ambiente. El LEP no emplea sustancias
téxicas como mercurio que pongan en riesgo la salud de operarios o el medio ambiente.
La presion requerida es casi un orden de magnitud menor que la requerida por un
porosimetro de intrusidn de mercurio, por lo que puede usarse para materiales sensibles

a la presion, como los materiales preparados en este proyecto.

Determinacion del angulo de contacto

Entre las variables que se requieren conocer previamente para efectuar los estudios
de porosimetria se encuentra la tensidon superficial material-liquido. La técnica de
angulo de contacto permite la medicion de esta propiedad superficial. Al mismo tiempo
el conocimiento del dngulo de contacto proporciona informacién sobre la hidrofilicidad

del material.

Evaluacion de la dispersion y orientaciéon de nanoparticulas

Se realizardn estudios mediante microscopia electronica de transmisiéon (TEM) de

nanofibras preparadas sobre los soportes de cobre que se emplean en TEM.
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Determinacion de propiedades mecanicas y nanomecanicas de compuestos

Los ensayos a escala micro y nanométrica, como la nanoindentacién
instrumentada, surgen como una herramienta muy potente en la elucidacién del
comportamiento de biomateriales y dispositivos, tanto en el dmbito de la investigacion
académica como en la industria. Las técnicas de nanoindentacion basadas en el registro
continuo de la carga aplicada por el indentador y la profundidad de la penetracién con
resolucion en la carga del orden de IpuN y en la profundidad del orden de Inm
posibilitan la obtencién detallada de curvas carga-deformacion. Estas permiten la
determinacion de distintas propiedades mecdnicas del material a nivel local y en la
vecindad de su superficie (dureza, médulo eléstico, tension de fluencia, comportamiento
viscoeldstico, resistencia al rayado, tenacidad a la fractura, propiedades triboldgicas,
etc.) y por lo tanto se pueden aplicar al estudio de polimeros, biomateriales y tejidos.

En colaboracién con el grupo del Prof. Shing-Chung Wong (University of Akron,
USA), quien posee una amplia y reconocida experiencia asi como el equipamiento
fundamental para la obtencidn y caracterizacion de nanofibras, se planean concretar
estudios para examinar las ventajas del refuerzo a nanoescala y sus mecanismos de

deformacion en morfologias confinadas.
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Anexo I

Descripcion de algunas técnicas de preparacion de matrices porosas

- Procesado de fibras:

Mallas de fibras no tejidas (non-woven fiber mesh): las mallas consisten en fibras
individuales aglomeradas segin un disefio tridimensional con poros de tamafio variable
y altamente interconectados. La ventaja de estas mallas es su gran drea superficial para
la fijacion de células y rapida difusiéon de nutrientes para la supervivencia y crecimiento
celular. Sin embargo, la falta de estabilidad estructural necesaria para su empleo in vivo
y la dificultad para controlar precisamente el tamafio de poro y la porosidad constituyen
importantes desventajas que condujeron al desarrollo de la técnica de fibras unidas o
interconectadas.

Fibras unidas (fiber bonding): en este procedimiento las fibras pueden
interconectarse formando redes. La eleccion del disolvente, inmiscibilidad de los dos
polimeros y sus temperaturas de fusion relativas también limita la aplicacion general de
esta técnica a otros polimeros. Ademds, la exposicidon a elevadas temperaturas puede
transformar las fibras en dominios esféricos y los residuos de disolvente pueden ser

peligrosos para las células y los 6rganos.

- Técnicas de disolucion de particulas:

Evaporaciéon de solvente y disolucién de particulas (solvent casting - particulate
leaching): es una de las técnicas mds cominmente usadas para la fabricacion de
matrices porosas. Esta técnica involucra la disolucién de un polimero en un solvente
volatil y la colada de la solucién en un molde que contiene un porégeno (particulas con
tamaino predeterminado, como sal, azicar, parafina u otros). Luego de evaporar el
solvente, el pordgeno se elimina por disolucién con agua u otro solvente especifico del
porégeno. Aunque este proceso puede resultar en matrices con un bajo grado de
interconectividad, esta puede aumentarse al llenar el molde con por6genos humedecidos,
previo al agregado de la solucién del polimero. La humedad ayuda a fusionar las
particulas de porégeno para asegurar una estructura interconectada una vez que el

pordgeno es removido.
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Recientemente, se modificé esta técnica para crear matrices con poros esféricos de
alta uniformidad (Figura 1). Para este procesamiento, se unen entre si esferas de
parafina por medio de un tratamiento térmico para formar una estructura tridimensional
dentro de un molde, creando un alto grado de interconectividad. Luego, se vierte la
solucion del polimero sobre las esferas de parafinas y se endurece. Finalmente, se

disuelve la parafina con hexano y se obtiene una estructura altamente porosa (95%).

Figura 1: Matrices porosas de poli(acido lactico) y carbonato apatita nanocristalina preparadas por
evaporacion de solvente y disolucion de particulas.

- Técnicas de separacion de fases:

Separacion de fases inducida térmicamente (thermally-induced phase separation):
bajo determinadas condiciones un sistema multicomponente homogéneo se torna
termodindmicamente inestable y tiende a separarse en fases para disminuir la energia
libre del sistema. La separacion de fases liquido-liquido de una solucién polimérica con
temperatura critica de solucién superior se induce disminuyendo la temperatura. El
sistema se separa en dos fases, una fase rica en polimero y otra pobre, formando una
estructura bicontinua. La fase rica en polimero solidifica después de la eliminacion del
solvente, por ejemplo mediante sublimacidn, y se obtiene la matriz porosa. Un pequefio
cambio en los pardmetros del proceso puede afectar significativamente la morfologia
del soporte poroso resultante.

La separacion solido-liquido puede realizarse mediante cristalizacion del solvente
en una solucién polimérica. Luego de la eliminaciéon de los cristales de solvente,

mediante sublimacién o intercambio de solvente, se producen poros en el espacio
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originalmente ocupado por los cristales de solvente. Esta técnica, conocida como
liofilizacion, permite obtener matrices con porosidad de hasta 90% y tamafio medio de
poro en el rango de 15 a 35 um. Para introducir poros de mayor tamafio se emplean

técnicas combinadas con disolucién de particulas.

Figura 2: Micrografia electrénica de barrido de una matriz de PLLA fabricada usando solid-liquid phase
separation.

Figura 3: Micrografia electrénica de barrido de una matriz de PLLA con arquitectura microtubular
orientada.

Inversién de fases y remocidén de particulas (phase inversion - particulate
leaching): esta técnica se emplea para obtener soportes con un alto grado de
macroporosidad interconectada. El proceso involucra la dispersion de un agente
porogénico (normalmente cristales de glucosa) en una solucion de PLGA en
dimetilsulf6xido. La mezcla se congela en un molde y luego se agrega un no solvente
del PLGA (por ejemplo agua). Este no solvente produce la separacion de fases del

PLGA y su solidificacién. El agua también solvata al pordgeno produciendo su
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eliminacién por disolucion. Como en otros casos los pardmetros criticos pueden

modificarse para obtener diferentes estructuras.

Figura 4: Matrices altamente porosas para aplicaciones en ingenieria de tejido 6seo producidos por phase
inversion/particulate leaching.

- Técnicas de diseio de arquitecturas tridimensionales:

Tecnologias de procesamiento mediante modelado rdpido (rapid prototyping, RP
o solid free-form, SFF): permiten la fabricacion de matrices con un control muy preciso
de la micro y macroestructura, produciendo piezas tridimensionales de geometria
compleja a partir de multicapas y empleando programas de disefio asistido por
computadora. De esta manera se puede controlar la morfologia, geometria y forma total
de la matriz, permitiendo la creacién de andamiajes que se ajustan a los sitios con
defectos anatomicos a partir de la imagen obtenida mediante tomografia computada del
paciente. Aunque estas tecnologias tienen limitaciones en cuanto a la seleccion de
materiales, costo y potencial degradacion térmica de polimeros, resolucién de canales
por mm3, entre otros, el avance en el desarrollo de nuevas tecnologias ofrece un
potencial importante en el campo de la ingenieria de tejidos, donde se requiere una

matriz a medida y precisamente controlada.
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Figura 5: Matrices altamente porosas para aplicaciones en ingenieria de tejido 6seo producidas por rapid
prototyping.

- Técnicas para obtencion de materiales nanoestructurados

Autoensamblado o autoorganizacién molecular (molecular self-assembly): se
refiere a un ensamblaje cooperativo y reversible de componentes predefinidos en una
superestructura ordenada. El autoensamblado es un proceso clave para la vida (por
ejemplo sintesis de proteinas). Desde el punto de vista de la ingenieria de tejidos, el auto
ensamblado puede usarse para disenar diferentes topografias superficiales en la escala
micro y nanométrica para fomentar la adhesion celular, migracién, funcién, e
integracion de tejidos; para establecer un microambiente local controlado por medio de
la funcionalizacion de biomateriales para generar esfuerzos mecédnicos en escala micro y
nanométrica que afecten las interacciones entre los biomateriales y las células; y para
posicionar precisamente las células en la superficie de la matriz para controlar la
interaccion celular. Sin embargo, estas estructuras no son muy estables debido a las
interaccion no covalentes, como puentes de hidrégeno, uniones idnicas, etc., entre las

moléculas ensambladas.

Electrospinning (ver seccion 1.5)

- Otras técnicas alternativas:

Agregacion de microparticulas (microparticle aggregation):. consiste en la

agregacion de microparticulas poliméricas por métodos fisicos o quimicos. La

porosidad obtenida en este tipo de matrices puede controlarse facilmente por el didmetro
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de las microesferas, las que crean intersticios cuando las particulas se agregan. Estas
matrices pueden servir como portadores de agentes bioactivos reteniendo en los
intersticios, por ejemplo, factores de crecimiento que pueden liberarse en forma gradual
en condiciones fisioldgicas interviniendo en los procesos celulares del microambiente
de la matriz y los tejidos vecinos.

Espumado de compuesto polimero-ceramico: esta técnica permite preparar
matrices con una resistencia a la compresion superior a los materiales no reforzados con
la misma porosidad, por lo que resultan de interés para aplicaciones en regeneracion de
tejidos 6seos. Se incluyen fibras cortas o particulas de hidroxiapatita (HA) y un agente
porogénico (microesferas de gelatina o cristales de sal) en una solucién de, por ejemplo,
poli(dcido lactico-co-glic6lico) (PLGA) y cloruro de metileno. Después de la
evaporaciéon del disolvente, la eliminacién del pordégeno permite la obtencién de
espumas compuestas de celda abierta con PLGA reforzado con fibras de HA.

Espumado por gas a alta presion (gas foaming): se exponen discos de PLGA a una
alta presion de diéxido de carbono (5,5 MPa, 25°C) para permitir la saturacién de gas en
el polimero. La reduccién de la presiéon de gas a la presion ambiente produce la
nucleacion y expansion del diéxido de carbono disuelto, generando macroporos. Este
proceso genera una superficie no porosa y una estructura mayormente formada por
poros cerrados, morfologia que no resulta conveniente para el sembrado celular. Por lo
tanto debe combinarse con la técnica eliminacion de particulas para generar los poros

abiertos.
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Anexo 11

Nanofibras poliméricas para aplicaciones en ingenieria de tejidos y dispositivos

para implantes o proétesis

Apositos y piel

Los materiales normalmente empleados para apdsitos tienen las siguientes
caracteristicas: 1) hemoestaticos, 2) eficiencia como barrera bacterial, 3) absorcién de
exudados en exceso (fluidos de la herida), 4) proveer y mantener un ambiente himedo,
5) indoloro para los pacientes y facil de remover, y 6) bajo costo. Los apdsitos
obtenidos por electrospinning pueden satisfacer los requerimientos de alta permeacion
de gases y proteccion de la herida de infecciones y deshidratacion. La clave de los
apositos es la produccién de una estructura ideal, que brinde una mayor porosidad y
buenas propiedades de barrera [1]. Frecuentemente, se usan nanofibras de poliuretanos
(PU) y policaprolactona (PCL) para apdsitos debido a sus buenas propiedades de barrera
y permeabilidad al oxigeno. Los apdsitos semipermeables, muchos de los cuales son de
PU, promueven la cicatrizaciéon de la herida. Los apésitos a partir de membranas
nanofibrosas muestran una pérdida de vapor de agua controlada, excelente
permeabilidad al oxigeno, y promueven el drenaje de fluidos, propiedad atribuida a la
porosidad y propiedades inherentes del poliuretano [2].

Algunos estudios prueban que los fibroblastos dérmicos sembrados en matrices
biocompatibles de polimeros sintéticos y fibras naturales pueden soportar la adhesion
celular, proliferacion, y forman una matriz extracelular en los confines de las matrices.
Bhattarai et al. [3] utilizaron PCL y coldgeno para la preparacion de matrices
nanofibrosas para lograr substitutos dérmicos. Se estudié intensamente, la morfologia
celular e interacciones con el biomaterial desde que ellos brindaron la clave de la
biocompatibilidad, el éxito clinico de los dispositivos implantados y tejidos reparados.
El disefio de matrices porosas debe proveer superficies para la adhesion celular y
mantener la estabilidad mecénica en el sitio defectuoso del anfitrién. Las matrices deben
mantener su integridad estructural durante la manipulacién e implantacién por parte del
médico en el sitio defectuoso del paciente. Luego de la cirugia, la estructura debe

proveer suficiente soporte biomecédnico durante el proceso de regeneracion del tejido y
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degradacion de la matriz [1]. Estas demandas reflejan la importancia de obtener un
tamafo de poro, un didmetro de fibra, una orientacion de fibras y/o poros determinados,

ya que todos estos factores son importantes para el desarrollo de piel artificial.

Vasos sanguineos

Los injertos sanguineos estan destinados para el reemplazo de vasos sanguineos
dafiados u ocluidos. Las nanomatrices tridimensionales disefiadas y fabricadas a partir
de coldgeno y el material natural segregado por la célula pueden usarse para sembrar
células de musculo liso (SMCs) para que imiten los vasos sanguineos naturales de
pequeio didmetro. Los estudios sugieren que las células de musculo liso desarrollan la
funciéon, morfologia, forma, y arquitectura celular de un vaso normal una vez
implantadas en la matriz. La matriz extracelular que rodea a las células del tejido
vascular cumple y retdne las propiedades necesarias para proveer las propiedades
biomecanicas del tejido [1]. Las matrices de poli(glicolida-co-g-caprolactona) tienen
propiedades mecénicas eldsticas y permiten la promocién de la adhesion de SMCs y la
posterior formacién de tejido [2].

Los vasos sanguineos naturales y sanos del cuerpo humano, poseen un
revestimiento de células endoteliales que resisten activamente la trombosis y la
deposicioén de proteinas de plasma al liberar prostaciclina, sulfato de heparina, y otros
anticoagulantes [2]. Las matrices de poli(L-lactida-co-g-caprolactona) (P(LLA-CL)) se
procesaron para obtener fibras al azar y fibras alineadas para imitar la matriz
extracelular adecuada para la proliferacion de SMCs y células endoteliales [2,1]. Se
usaron estas células, de musculo liso, y fibroblastos humanos en las capas internas,
medias y externas respectivamente de conductos vasculares. El desafio clave es lograr el
alineamiento, arquitectura, tipos de células abundantes, y el comportamiento adecuado
en cada capa celular. Si se logra un desarrollo exitoso y se aprueba para uso clinico, esta
nueva tecnologia puede reemplazar a los otros injertos vasculares, reduciendo el costo
de la cirugia de bypass en un 10% y otros costos hospitalarios también, mejorando la
productividad y calidad de vida de las personas que se someten a procedimientos de este

tipo [1].
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Tejido neuronal

La reparacion del tejido neuronal es un precioso concepto de tratamiento en el
cuidado de la salud humana ya que impacta directamente en la calidad de vida. Es bien
conocido que luego de sufrir un trauma o una enfermedad el sistema nervioso central no
se puede regenerar por si solo. Las heridas de los nervios periféricos conllevan a la
pérdida del control neuronal en segmentos denervados del cuerpo y pérdidas severas de
habilidades de los pacientes. Tradicionalmente, para reparar las regiones dafiadas o
enfermas del SNC se usan injertos de nervios periféricos o transplante de tejidos, no
obstante trae acarreado los problemas tipicos de los auto y aloinjertos [2,1]. Dos
opciones se discuten en la literatura: o utilizar materiales sintéticos para que actiie como
puente entre el hueco de los nervios dafiados, con aplicaciones locales y controladas de
factores de crecimiento; o utilizar guias biodegradables sembradas con cultivos de
células de Schwann. El nervio degenerado se elimina por accién conjunta de estas
células y los macréfagos infiltrados.

Evans et al. [4] utilizaron matrices de PLLA para intentar guiar la regeneracion de
nervios periféricos. Yang et al. [5] estudiaron el comportamiento de nanofibras (500-
300 nm) de PLLA alineadas y al azar con células madres neuronales, la adhesion y
diferenciacion para la regeneracion del nervio.

El coldgeno, componente principal de la matriz extracelular, se usa ampliamente
en protesis quirdrgicas y en reparacion de nervios. La propiedad adhesiva del coldgeno
con varios tipos de células permite su supervivencia por largo tiempo y proliferacion. El
coldgeno cumple un doble rol, sirve como un marco fisico para los nervios que se
regeneran, facilitando la fijacién y movimiento de las células por medio de la entrega de
proteinas de la matriz y moléculas especificas de adhesion; y como fuente de varios
factores tropicos para la regeneracion de axones [1].

Bellamkonda et al. [6] describen una matriz mejorada que proporciona un
substrato para el crecimiento y una guia direccional del tejido neuronal, y puentea
exitosamente los nervios dafiados y tiene otras aplicaciones potenciales para ingenieria
de tejidos. La arquitectura de la matriz estd compuesta principalmente por nanofibras
orientadas. Por lo menos el 75% de estas fibras (con diametros entre 400-1000 nm)
estan orientadas entre los 20° de la direccién uniaxial. Estas nanofibras estdn apiladas o

pueden tener separadores compuestos por hidrogeles y también se los fabrica en forma
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tubular. El implante nanoporoso puede comprender uno o mas agentes bioactivos que
ayudan al crecimiento, reparacion y regeneracion celular. El implante tridimensional
nanoporoso orientado fabricado por electrospinning imita la estructura del coldgeno y
otras estructura fibrilares, ayudando a la regeneracion y migracién celular. En la
regeneracion del tejido nervioso periférico, este tipo de matriz brinda sefiales orientadas
para guiar a las células de Schwann y eventualmente junta las dos terminales nerviosas

[7].

Tejido oseo

El hueso es un material nanocompuesto que consiste en una plantilla (template) de
hidrogel blando basado en proteinas (coldgeno, laminina, fibronectina, vitronectina),
agua y componentes inorganicos duros (hidroxiapatita, HA, Ca;o(PO4)s(OH),). El 70%
de las matriz 6sea estd compuesta de HA que posee dimensiones nanométricas. Las
otras proteinas que componen la matriz extracelular del hueso también tienen
dimensiones nanométricas [8].

Naturalmente, los huesos se vuelven mads resistentes por la nucleacién de
hidroxiapatita entre los huecos nanométricos de las moléculas de coldgeno [9]. El
disefio de nuevos nanomateriales que poseen excelentes propiedades mecdnicas y
ademds tienen una nanoestructura biomimética, mejora las funciones de los condrocitos
y las células dseas. Ademads, los nanomateriales presentan propiedades de superficie
unicas (como la topografia, la quimica, sus propiedades de mojado y energia superficial)
debido a su aumento significativo de drea superficial y rugosidad. Los estudios
demuestran que los materiales nanoestructurados con propiedades de superficie
favorables promueven las interacciones de las proteinas, lo que estimula mas
eficientemente el crecimiento del hueso, en comparacién con otros materiales [8].

Para obtener matrices més resistentes que imiten el comportamiento del hueso, se
fabricaron membranas porosas hibridas de PLA/HA mediante electrospinning. Se
cultivaron osteoblastos (MG-63) en membranas de PLLA/HA, y se investigd la
capacidad de adhesion y crecimiento celular. Se observé una mejor adhesion y
crecimiento celular en las matrices con nanoparticulas de HA. Zhang et al. [10]
fabricaron una matriz compuesta de poli(butileno succinato) (PBSU) / wollastonita /
apatita para ingenieria de tejidos 6seos. Los datos de SEM obtenidas muestran la

deposicion de las apatita sobre la superficie de las fibras. Recientemente, Osathanon et
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al. [11] desarrollaron un compuesto de polimero/fosfato de calcio para aplicaciones en
tejido Oseo. Estas nanofibras compuestas promueven la actividad de la fosfatasa alcalina
de osteoblastos asi como también la expresion del gen marcador de osteoblastos
(mRNA) para soportar la maduracién del hueso tanto in vitro como in vivo, en un

modelo defectuoso de craneo de ratén [8,9].

Cartilago

En ingenieria de tejido de cartilago, las células elegidas para la regeneracion de
cartilago son los condrocitos y células madres mesenquimales (MSCs), el tipo de célula
elegido determina la estrategia del tejido de cartilago in vivo. Un amplio rango de
biomateriales naturales y sintéticos en distintas formas se usaron para soportar
condrocitos de MSCs in vitro/in vivo. Los tejidos exitosos para la reparacion de defectos
de cartilago de tamafio critico requieren tres elementos importantes: una fuente de
células segura y de fécil acceso, un ambiente de cultivo controlable con un medio
condrogénico, y una matriz biocompatible tridimensional con caracteristicas
estructurales favorables para la unidn, proliferacion, condrogénesis celular in vitro, y
eventualmente integracion funcional in vivo [1].

Hubo un gran interés en la incorporacion de condrocitos o células madre en
matrices electrohiladas tridimensionales poliméricas o compuestas. Por ejemplo, Li et
al. [12] investigaron la condrogénesis de MSCs en una matriz nanofibrosa electrohilada
de poli(caprolactona). La diferenciacién de las células madre en condrocitos es
comparable a un cultivo precipitado de células establecido. Sin embargo, las nanofibras,
al ser facilmente fabricadas y modificadas, poseen mejores propiedades mecanicas para
superar las desventajas del uso de precipitados de células y, por lo tanto, se presentan
como candidatos ideales para el trasplante de células madre durante la reparacion clinica
de cartilago [8]. Lee et al. [13] reportaron matrices porosas de coldgeno / quitosano
(CS) / glucosaminoglucano (GAG) cargados con TGF-B1, el cual presenta una
liberacion controlada de TGF-B1 y promueve la regeneracion del cartilago. Mas aun, el
agregado de CS a la matriz de coldgeno mejora las propiedades mecanicas y estabilidad

de la red de coldgeno al inhibir la accién de la colagenasa [1].
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Nanofibras electrohiladas como dispositivos para implantes o protesis

Las matrices nanofibrosas poliméricas por si solas o en combinacién con otros
materiales y estructuras se usan exitosamente como implantes o prétesis. Varios
polimeros tanto naturales como sintéticos y su combinacién se electrohilaron en
estructuras tridimensionales o revestimientos para implantes metédlicos. La
incorporacién de matrices nanofibrosas en la estructura del implante tiene varias
ventajas que incluyen una mayor drea superficial, menor friccién, biocompatibilidad
mejorada, y la habilidad de liberar agentes terapéuticos en el lugar de la implantacion
[7].

Andersen et al. [14] desarrollaron un globo expandible revestido en la capa
superficial con nanofibras electrohiladas para usos en procedimientos de angioplastia.
Estos globos tienen baja friccion superficial y propiedades hidrofilicas. Varios
polimeros como nylon, poliuretanos, poliolefinas, y/o polimeros fluorados se
depositaron en la capa superficial del globo para crear un catéter expandible. Ademas,
presenta la posibilidad de incorporar en la matriz nanofibrosa de por lo menos una
sustancia farmacéuticamente activa. En el mismo sentido, Andersen er al. [15]
describieron un dispositivo de embolizacion, este consiste en un eje o cable guia de
metal sélido y/o no expandible el cual se recubre con una matriz electrohilada
nanofibrosa en la superficie exterior. Este enfoque provee un espesor de recubrimiento
uniforme con friccién superficial reducida, evitando de esta forma alterar las
dimensiones del implante. Los recubrimientos nanofibrosos realizados de
poli(etilenimina) diazoniodiolato, se usan como reservorio de una sustancia
farmacéutica activa. Dubrow et al. [16] describen varios dispositivos médicos, como
catéteres, implantes (dentales y ortopédicos), injertos vasculares, que utilizan matrices
nanofibrosas para mejorar el drea superficial de los mismos. La adicién de una
nanoestructura en la superficie mejora las propiedades del dispositivo en distintas
formas, aumentando la hidrofobicidad, adhesion y biointegraciéon. Lee et al. [17]
describen un dispositivo vaso-oclusor que incluye un corazén y una matriz nanofibrosa
electrohilada superficial. El centro es de metal con distintas geometrias. La matriz
nanofibrosa estd hecha con polimeros biodegradables o sintéticos. El dispositivo vaso-
oclusor se utiliza para generar embolias en aneurismas localizados en los vasos
sanguineos de los humanos, pero también puede usarse en cualquier lugar que requiera

oclusién tanto en humanos como en animales. Matsuda et al. [18] describieron
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dispositivos médicos que comprenden matrices nanofibrosas electrohiladas de coldgeno
laminadas para uso médico y como organos artificiales. Ouyang et al. [19] usaron
matrices nanofibrosas compuestas por poliéster sintético en combinacién con otros
biopolimeros (coldgeno, quitosano, dcido hialurénico y sulfato de condroitina) como
materiales para implantes. La combinacion de las nanofibras sintéticas con los
biopolimeros mejora las propiedades mecanicas asi como también la bioactividad de la
matriz nanofibrosa y puede ser usado como materiales protéticos para reparar varios
tejidos como ligamentos, tendones, pared abdominal y piso pélvico. Los implantes con
matrices nanofibrosas biopoliméricas ofrecen varias ventajas entre las que se incluyen,

mejor biocompatibilidad, flexibilidad y menor friccién [7].
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Anexo III

Sintesis y caracterizacion de nanotubos de carbono (SWCNT) y polianilina (PANI)

SWCNT

Los nanotubos de carbono de pared simple (SWCNT) usados en este estudio se
obtuvieron mediante el método CoMoCAT, desarrollado por el Dr. Daniel Resasco y
col. en la Universidad de Oklahoma [1], el cual emplea un polvo de Co-Mo soportado
sobre silica que cataliza el crecimiento selectivo de SWNT por desproporcionalizacion
de CO. El ajuste de los pardmetros de esta reaccion permite el control de la estructura de
los nanotubos [2,3].

Los SWCNT utilizados en este trabajo tienen un didmetro promedio de 0.8 nm.
Los restos del catalizador se eliminan por un proceso de purificacién que conlleva dos
etapas. Primero, el material crudo se lleva a un horno a 250°C durante 10 horas, a fin de
oxidar las especies de Co y Mo remanentes. La segunda etapa consiste en la disolucién
del catalizador en una solucién de HF (33% en agua), seguido por un abundante lavado
con agua. El material resultante tiene una excelente calidad, lo que fue verificado por
TEM, SEM vy la relaciéon entre las bandas D/G obtenidas en el espectro Raman, asi
como un bajo contenido de impurezas (< 0.3% de metales), lo que fue determinado por

un analisis con XPS.

PANI

Los nanotubos de PANI se depositaron polarograficamente sobre peliculas finas
de aluminio (Alcoa, 99.99%, 30.0 um, 2 V) empleando una solucién de anilina (Sigma-
Aldrich, 99.0%, 2.2 mM) y 4cido sulfirico (Merck, 1 M) a temperatura ambiente. El
crecimiento de nanotubos se termind en un ciclo de potencial a -100 mV con referencia
al electrodo de calomel saturado (SCE), de tal manera que el PANI esté en el estado
reducido y alcance una carga de 30 mC. Posteriormente el PANI se recuperé después de
la disolucién de los electrodos de aluminio cubiertos con el polimero conductor. La
solucion resultante se centrifugd (3000 g) y el precipitado se lavé exhaustivamente con
agua destilada y etanol para eliminar el exceso de iones y monémeros. El producto final

se secd bajo vacio a 40°C durante 24 h.
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Los nanotubos de PANI se caracterizaron por microscopia electronica de barrido
(SEM) en un equipo Phillips, XL30 (UNIFEI, Brasil). La protonacién del PANI se
confirmé mediante espectroscopia UV/Visible, realizada en un espectrofotometro
Varian 634. Para este andlisis el PANI electrodepositado en la superficie del aluminio se
disolvié en N-metilpirrolidona (NMP). Las propiedades eléctricas de la interfase PANI-
Al se estudiaron analizando la curva de densidad de corriente en funcién del voltaje
aplicado (J vs V) empleando un electréometro Keithley (K237).

El andlisis microestructural efectuado por SEM muestra los nanotubos de PANI
obtenidos mediante este proceso. El mecanismo de formacién de nanotubos parece
involucrar una nucleacién inicial en microcavidades, adquiriendo la forma como
resultado del proceso de oxidacién del film de aluminio metélico. En este caso, la
formacion de nanotubos se debe a la nucleaciéon de moléculas de anilina en los poros
formados en el aluminio, cuando la oxidacién tiene lugar. Luego la polimerizacion
avanza con el aumento de nuevas moléculas que pueden interaccionar para formar una

nanoestructura fibrosa de PANI.

Referencias:

[1] Resasco D. E.,. Alvarez W. E, Pompeo F., Balzano L., Herrera J. E., Kitiyanan
B., and Borgna A. A Scalable Process for Production of Single-walled Carbon
Nanotubes (SWNTs) by Catalytic Disproportionation of CO on a Solid
Catalyst, J. Nanoparticle Res., 4, 131 — 136, 2002.

[2] Alvarez W. E., Pompeo F., Herrera J. E., Balzano L., Resasco D. E.
Characterization of Single-Walled Carbon Nanotubes (SWNTs) Produced by
CO Disproportionation on Co—Mo Catalysts, Chem. Mater., 14, 1853 — 1858,
2002.

[3] Herrera J. E., Balzano L., Pompeo F., Resasco D. E. Raman Characterization
of SWNT of Various Diameters Obtained by Catalytic Disproportation of CO,
J. Nanosci. Nanotechnol., 3, 133, 2003.

101



Anexo IV

Micrografias SEM de otras condiciones experimentales estudiadas

Figura 1: Micrografia de SEM X1000 de la estructura obtenida luego del proceso de electrospinning de
una solucién 6% m/V de Tecoflex 60D en DMF:THF 50:50, f=1 mL/h; V=10kV;d =10 cm.

Figura 2: Micrografia de SEM X1000 de la estructura obtenida luego del proceso de electrospinning de
una solucién 6% m/V de Tecoflex 60D en DMF:THF 50:50, f=1 mL/h; V=15kV; d =10 cm.

102



Figura 3: Micrografia de SEM X1000 de la estructura obtenida luego del proceso de electrospinning de
una solucién 6% m/V de Tecoflex 60D en DMF:THF 50:50, f=1 mL/h; V=15kV;d =15 cm.

Figura 4: Micrografia de SEM X1000 de la estructura obtenida luego del proceso de electrospinning de
una solucién 6% m/V de Tecoflex 60D en DMF:THF 50:50, f=1 mL/h; V=17 kV; d =15 cm.
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Figura 5: Micrografia de SEM X1000 de la estructura obtenida luego del proceso de electrospinning de
una solucién 6% m/V de Tecoflex 60D en DMF:THF 50:50, f= 1 mL/h; V=20kV;d =15 cm.

Figura 6: Micrografia de SEM X1000 de la estructura obtenida luego del proceso de electrospinning de
una solucién 12,5% m/V de Tecoflex 60D en DMF:THF 50:50 con 1% m/m SWCNT, f=0,5 mL/h; V=
10kV;d =10 cm.
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Figura 7: Micrografia de SEM X1000 de la estructura obtenida luego del proceso de electrospinning de
una solucién 12,5% m/V de Tecoflex 60D en DMF:THF 50:50 con 1% m/m SWCNT, f=0,5 mL/h; V=
12kV;d=10cm.

Figura 7: Micrografia de SEM X1000 de la estructura obtenida luego del proceso de electrospinning de
una solucién 12,5% m/V de Tecoflex 60D en DMF:THF 50:50 con 1% m/m SWCNT, f=0,5 mL/h; V=
15kV;d=10cm.
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Figura 8: Micrografia de SEM X1000 de la estructura obtenida luego del proceso de electrospinning de
una solucién 12,5% m/V de Tecoflex 60D en DMF, f=1 mL/h; V=15kV;d =12 cm.

Figura 9: Micrografia de SEM X1000 de la estructura obtenida luego del proceso de electrospinning de
una solucién 12,5% m/V de Tecoflex 60D en DMF:THF 83:17, f=1 mL/h; V=15kV;d =12 cm.
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Figura 10: Micrografia de SEM X1000 de la estructura obtenida luego del proceso de
electrospinning de una solucién 12,5% m/V de Tecoflex 60D en DMF:THF 83:17, f=1 mL/h; V=20
kV;d=15cm.

Figura 11: Micrografia de SEM X1000 de la estructura obtenida luego del proceso de electrospinning de
una solucién 12,5% m/V de Tecoflex 60D en DMF:THF 83:17, f= 0,5 mL/h; V=12 kV; d =10 cm.
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Figura 12: Micrografia de SEM X1000 de la estructura obtenida luego del proceso de electrospinning de
una solucién 12,5% m/V de Tecoflex 60D en DMF:THF 83:17, f= 0,5 mL/h; V=15kV; d =12 cm.

Figura 13: Micrografia de SEM X1000 de la estructura obtenida luego del proceso de
electrospinning de una solucién 12,5% m/V de Tecoflex 60D en DMF:-THF 83:17, f= 0,5 mL/h; V=20
kV;d=15cm.
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Figura 14: Micrografia de SEM X1000 de la estructura obtenida luego del proceso de electrospinning de
una solucién 12,5% m/V de Tecoflex 60D en DMF:THF 83:17, f= 0,3 mL/h; V=12 kV; d =10 cm.

Figura 15: Micrografia de SEM X1000 de la estructura obtenida luego del proceso de electrospinning de
una solucién 12,5% m/V de Tecoflex 60D en DMF:THF 83:17, f= 0,3 mL/h; V=15kV; d =12 cm.
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Figura 16: Micrografia de SEM X1000 de la estructura obtenida luego del proceso de electrospinning de
una solucién 12,5% m/V de Tecoflex 60D en DMF:THF 50:50, f= 0,5 mL/h; V=12 kV; d =10 cm.
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Figura 17: Micrografia de SEM X1000 de la estructura obtenida luego del proceso de electrospinning de
una solucién 12,5% m/V de Tecoflex 60D en DMF:THF 50:50, f= 0,5 mL/h; V=20 kV; d =15 cm.
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Figura 18: Micrografia de SEM X1000 de la estructura obtenida luego del proceso de electrospinning de
una solucién 12,5% m/V de Tecoflex 60D en DMF:THF 50:50, f= 0,3 mL/h; V=12 kV; d =10 cm.

Figura 19: Micrografia de SEM X1000 de la estructura obtenida luego del proceso de electrospinning de
una solucién 12,5% m/V de Tecoflex 60D en DMF:THF 50:50, f= 0,3 mL/h; V=20 kV; d =15 cm.
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