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Resumen

Las estrategias para el reemplazo de tejidos dafiados incluyen implantes autdlogos,
alogénicos y xenogeénicos. Estos abordajes poseen desventajas asociadas a la

limitada disponibilidad de tejidos y el riesgo de transmision de enfermedades.

El desarrollo de biomateriales que promuevan la cicatrizacion de heridas y permitan
reemplazar o regenerar tejido dafiado de manera segura y con total disponibilidad,
resulta altamente necesaria. En el presente trabajo se combiné la policaprolactona
(PCL) como polimero sintético y quitosano (biopolimero) con particulas de vidrio
bioactivo 13-93 mediante electrohilado para obtener biomateriales compuestos. La
composicién y la morfologia nanofibrosa de las estructuras obtenidas busca imitar
caracteristicas de la matriz extracelular tanto en la escala nano y micrométrica como
en las propiedades mecéanicas y superficiales. Las membranas nanofibrosas se
obtuvieron a partir del electrohilado de soluciones poliméricas de acido acético y acido

férmico ambos considerados solventes de baja toxicidad (benignos).

Las propiedades morfologicas y superficiales se estudiaron a través de microscopia
electronica de barrido (SEM), angulo de contacto y espectroscopia infrarroja (FTIR).
Las fibras de PCL-quitosano presentaron un diametro nanométrico y caracter
hidrofilico. A partir de ensayos termogravimétricos se verificO que las particulas de
vidrio 13-93 se incorporaron a la matriz polimérica de las fibras y se determiné la
bioactividad de las mismas a partir de ensayos en fluido corporal simulado (SBF). La
incorporacion de quitosano en las muestras produjo una marcada disminucién de las
propiedades mecanicas y no aporto actividad antibacterial en bacterias Gram positivas

y negativas.



indice

L. INEFOAUCCION ...ttt e e e e e e e e e e e e e e e e nes 10
1.1, CUrado d€ NETIAAS ........uuuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiei bbb 10
1.2, Ingeniera de teJidOS .....ccevvuuieiiii et e e aaanes 12
1.3, ElECtroNilado........covviiiiiiiiee e 14

1.3.1. Parametros del electronilado ...........ccoooiiiiiiiiiiiiii e 16
1.4, POIMEIOS ...t e e 22
1.5, BIOMALEIIAIES......eeeeiiiiiiiii e 23
1.6, SOIVENtES DENIGNOS ..o e e e e e eeanes 23
1.7. POlICAPIOIACIONE .......uuiiiiiiiiiiiiiiiii it 24
IR S T O {10 1S7= 1 o 1SRRI 25
1.9, VidrioS DIOACHVOS. .......uuuiiiiiiiiiiiiiiiiiie e 28

2. OBJELIVOS ...ttt 31

3. MALEIIAIES ..o 31

N |V = (o T [0 1 SRR 32
4.1. Fabricacion de las membranas............cccccceeiiiiiiiiiiiiie e 32

4.1.1. Preparacion de 1as SOIUCIONES ...........coevvviiiiiiie e 33
4.1.2. EIeCtronilado .........coooiiiiiiiiiiiieeee e 34
4.2. Caracterizacion morfolOgiCa ..........ccceeieiiiiiiiiiiicci e 36
4.3. Caracterizacion superficial ...........ccooiiiiiiiiiiii e 37
4.3.1. Espectroscopia infrarroja por Transformada de Fourier (FTIR)............ 37
4.3.2. ANQUIO de CONLACIO (CA) .....oeieeeee et 37
4.4, CaracterizacCion tEIMICA.........coutiiiiiiiiiiiieiiieeeeeee ettt 38
4.4.1. Analisis termogravimetrico (TGA) ....ccevvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 38
4.5. CaracterizaCiOn MECANICA ........ceevviiiiiiiiiiiiiieeeeeeee ettt 38
4.6. Evaluacion de la bioactividad acelular...........cccccccvvviiiiiiiiiiiiiiiee, 39
4.7. Evaluacion de la actividad antibacterial............ccccccccviiiiiiiiii 41



5. Resultados Y iSCUSION .....cooeiiiiiiiiie e 41

5.1. Fabricacion de las membranas electrohiladas ...............ccccvvivviiiiiininiiinnnen. 41
5.2. Caracterizacion MorfolOgiCa ...........uuiiiieieiiiiiiiiiiii e e 43
5.3. Caracterizacion SUPEIfICIAl ............uuuiiiiiiieiiiiece e e 49
5.3.1. Espectroscopia infrarroja por Transformada de Fourier (FTIR)............ 49
5.3.2.  ANQUIO D CONLACIO ......ccvvivieeeieieeie ettt 51
5.4,  CaracterizaCion teIMICA . ..........ceuuriiiiiiee et e e 53
5.4.1. Analisis termogravimetriCo (TGA) ....ccovveeuiieiiiie e 53
5.5.  CaracterizaCion MECANICA .........c.uuuriiiiiee e e e e 56
5.6. Bioactividad acelular. ... 58
5.7. Actividad antibacterial............ccoooor i 65
6. CONCIUSIONES ...ttt 67
7. TrADAJO FUTUIO . ...ttt 68
8. REIBIENCIAS ... .o 68



Listado de figuras

Figura 1-1. Esquema de nanofibras como apoésito y propiedades relevantes para el
tratamiento de la herida: adaptabilidad al contorno de la herida, administracion de

drogas, intercambio de gases, absorcion de fluidos y funcionalizacion superficial [1].

Figura 1-2. Principios de la ingenieria de tejidos: biopsia, aislamiento celular, cultivo
celular, expansion del cultivo, crecimiento celular en el sustrato junto con estimulos y

=R T g] o] F= T ¢= T To | o TR 4 S SRPPPPRN 12

Figura 1-3. Micrografia SEM de fibroblastos en tejido nativo liofilizado (izquierda).
Esquemas sobre como la estructura del sustrato afecta la adhesion celular (derecha):

A) soporte microporoso; B) soporte microfibroso; C) soporte nanofibroso [9]. ......... 14
Figura 1-4. Esquema del equipamiento necesario para el electrohilado [12]. .......... 15

Figura 1-5. Esquema de la variacion de la forma de la gota de la solucién con el
aumento de campo electrostatico y el acumulamiento de cargas (de izquierda a
(0T E=Tod o= ) N 1] U 16

Figura 1-6. Influencia de la concentracion de polimero en la viscosidad,

enmarafiamiento de las cadenas de polimeros y morfologia de las fibras [5]. ......... 17

Figura 1-7. Imagenes digitales de tres etapas de deformacién de una gota de povidona

bajo la influencia de una mayor diferencia de potencia incrementando desde a) hasta

Figura 1-8. Representacion de un colector plano estatico (B) y de las fibras orientadas
al azar obtenidas (C); un colector cilindrico rotatorio (D) y de las fibras uniaxiales
alineadas obtenidas (E) [2]. ...cu oo 20

Figura 1-9. Esquema de: a) eyeccion de cono de Taylor; b) eyeccion dentro del capilar;

c) fluido acumulado en la punta de la aguja; d) gota excedente expulsada [16]....... 20
Figura 1-10. Estructura quimica de la policaprolactona [22]..........ccccevveiiiiiiiiiiieennnn. 24

Figura 1-11. Esquema representando la produccion de quitosano a partir de quitina de
origen animal: residuos de crustaceos; lavado, secado y molienda; desmineralizacion;

desproteinizacion; desacetilacion [24]. .........coeei oo 26



Figura 1-12. Estructura quimica de la quitina (izquierda) y del quitosano (derecha) [26].

Figura 1-13. Etapas de la formacion de hidroxiapatita carbonatada en la superficie de

UN VIAIIO DIOACTIVO [BL]. ..uueiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieitieii it 29
Figura 4-1. Proceso de obtencion de las membranas: PCL AAy PCL AA/FA.......... 33
Figura 4-2. Proceso de obtencion de las membranas: PCL-BG15 y PCL-BG30...... 33
Figura 4-3. Proceso de obtencion de la membrana: PCL-Q.........ccoovvvviiiiiiiiieeeeenenn, 34

Figura 4-4. Proceso de obtencion de las membranas: PCL-Q-BG15 y PCL-Q-BG30.

................................................................................................................................. 34
Figura 4-5. Montaje del equipo de electrohilado en funcionamiento......................... 36
Figura 4-6. Medicion del angulo de contacto de PCL AA/FA........cooovviiciiiiieeeeeeiian, 37

Figura 4-7. Configuracion del ensayo mecéanico de una a muestra de PCL AA/FA.. 39

Figura 4-8. Portador y anillo (derecha) y portador con la membrana colocada

(740 [ 1T=] o F= ) 1SRRI 40
Figura 4-9. Muestras colocadas dentro de la incubadora a 37°C. ..........cccoeeeeeeennens 40

Figura 5-1. Particulas decantadas en una solucién de PCL-BG30 luego de 24 horas.

Figura 5-3. Micrografias SEM de las particulas de vidrio luego de 24 inmersas en la
mezcla de solventes. Se presentan con diferente magnificacion: A) 2.500 X y B) 10.000
ORI 43

Figura 5-4. Distribucion de tamafio de las particulas de vidrio bioactivo 13-93

1] [2= Vo b= E- TP 44

Figura 5-5. Micrografias SEM de una membrana PCL AA (izquierda) magnificacion de
2.500 X'y 10.000 X en el interior. Distribucién de diametro de fibras de las fibras de la
muestra de PCL AA (dereCha)..........ccoouuiiiiiiiii e 44


file:///C:/Users/Martín/Documents/tesis/Thesis%20all/Gustavo_versiones/Proyecto%20final%20-%20Melucci-V5.docx%23_Toc57657501
file:///C:/Users/Martín/Documents/tesis/Thesis%20all/Gustavo_versiones/Proyecto%20final%20-%20Melucci-V5.docx%23_Toc57657501
file:///C:/Users/Martín/Documents/tesis/Thesis%20all/Gustavo_versiones/Proyecto%20final%20-%20Melucci-V5.docx%23_Toc57657501

Figura 5-6. Micrografias SEM de una membrana PCL AA/FA (izquierda) magnificacion
de 2.500 X y 25.000 X en el interior. Distribucién de diametro de fibras de las fibras de
la muestra de PCL AA/FA (derecha). ........oooouvuiiiiiii e 45

Figura 5-7. Micrografias SEM de una membrana PCL-BG15 (izquierda) magnificacion
de 2.500 X y 10.000 X en el interior. Distribucion de diametro de fibras de las fibras de
la muestra de PCL-BG15 (derecha). ........coovuuiiiiiiiiii e e e 45

Figura 5-8. Micrografias SEM de una membrana PCL-BG30 (izquierda) magnificacion
de 2.000 X sin deposicion de oro y 10.000 X en el interior. Distribucion de diametro de
fibras de las fibras de la muestra de PCL-BG30 (derecha). ........ccccoeevvvvviiiiiiinnnenn. 46

Figura 5-9. Micrografias SEM de una membrana PCL-Q (izquierda) magnificacion de
10.000 X y 45.000 X en el interior. Distribucion de diametro de fibras de las fibras de
la muestra de PCL-Q (dereCha)..............uuuueiuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiie e 46

Figura 5-10. Micrografias SEM de una membrana PCL-Q-BG15 (izquierda)
magnificacién de 10.000 X y 45.000 X en el interior. Distribucién de diametro de fibras
de las fibras de la muestra de PCL-Q-BG15 (derecha). ..........ccccevvvvieieiiieeeeieiiinnnnnn. a7

Figura 5-11. Micrografias SEM de una membrana PCL-Q-BG30 (izquierda)
magnificacion de 10.000 X y 45.000 X en el interior. Distribucion de diametro de fibras
de las fibras de la muestra de PCL-Q-BG30 (derecha). ..........ccccvvvviiiiiiieeeeeiiiinnnnnn. 47

Figura 5-12. Micrografias SEM de: A) muestra de PCL-BG15 con magnificacion
10.000 X'y B) muestra de PCL-BG30 10.000 X. ....ccceeiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeiiiinneeeeeeeeeeanns 48

Figura 5-13. Micrografias SEM: A) PCL AA/FA 1.000 X, B) PCL-BG15 1.000 X, C)
PCL-Q 5.000 Xy D) PCL-Q-BG15 5.000 X. ....utvtteiieieiiiiiiiiiiiieieeeeaeeeiiiiieeeeeeee e e 49

Figura 5-14. Espectro ATR-FTIR de las matrices estudiadas desde 4000 a 2600 cm™?
y desde 2000 hasta 600 CM™. ......oiiiiiiiieeeeecee e 50

Figura 5-15. Angulo de contacto de las matrices electrohiladas................ccceevee.... 52

Figura 5-16. Evolucién temporal de la medicion del &ngulo de contacto de una muestra
PCL AA/FA y PCL-Q (izquierda). Imagenes de la gota de agua destilada al comienzo
de la mediCiOn (AereCha). ......cooooeeee e 53

Figura 5-18. Curvas termogravimétricas de las muestras: PCL AA/FA, PCL-BG15,
PCL-BG30, PCL-Q Yy PCL-Q-BG30. ..cceieiiiiiiiiiiiiiieee ettt e eee e e e e e 54


file:///C:/Users/Martín/Documents/tesis/Thesis%20all/Gustavo_versiones/Proyecto%20final%20-%20Melucci-V5.docx%23_Toc57657514
file:///C:/Users/Martín/Documents/tesis/Thesis%20all/Gustavo_versiones/Proyecto%20final%20-%20Melucci-V5.docx%23_Toc57657514
file:///C:/Users/Martín/Documents/tesis/Thesis%20all/Gustavo_versiones/Proyecto%20final%20-%20Melucci-V5.docx%23_Toc57657514

Figura 5-19. Curvas termogravimétricas de las muestras PCL-Q y PCL-Q-BG30

considerando la masa a los 100% como masa total de los polimeros. .................... 56

Figura 5-20. Curvas tensién-deformacion de las muestras: PCL AA/FA, PCL-BG30 y

Figura 5-21. Micrografias SEM de las matrices electrohiladas: PCLAA/FA, PCL-BG30,
PCL-Q y PCL-Q-BG30: antes de la inmersion en SBF (izquierda), 1 dia (centro) y 3
dias de inmersion (derecha). Las micrografias de las muestras PCL AA/FA y PCL-
BG30 con una magnificacion de 5.000 X y las de PCL-Q y PCL-Q-BG30 de 10.000 X.

Figura 5-22. Micrografias SEM de las matrices electrohiladas: PCLAA/FA, PCL-BG30,
PCL-Q y PCL-Q-BG30: 7 (izquierda), 14 (centro) y 21 dias de inmersion (derecha).
Las micrografias de las muestras PCL AA/FA y PCL-BG30 con una magnificacién de
5.000 X y las de PCL-Q y PCL-Q-BG30 de 10.000 X......cceeeeeeieiiiiiiieeeeeeeee e 60

Figura 5-23. Micrografias SEM luego de 3 dias de inmersion en SBF: A) PCL-BG30
magnificacién de 1.000 X, B) PCL-Q-BG30 magnificacion de 1.000 X. ................... 61

Figura 5-24. Espectro ATR-FTIR de las matrices PCL AA/FA, PCL-BG30, PCL-Q y
PCL-Q-BG30 desde 2000 a 400 cm* antes de la inmersion en SBF y luego de 1, 3, 7,
I Y o | - 1 TSP 62

Figura 5-25. Micrografias SEM de: A) muestra de PCL AA/FA luego de 1 dia de
inmersiéon en SBF a una de magnificacién 10.000 X y B) muestra de PCL-BG30 luego
de3 dias de inmersion en SBF a una magnificacion de 10.000 X. ...........ccccvvvveeennn. 63

Figura 5-26. Analisis EDS de las muestras PCL-BG30 (izquierda) y PCL-Q-BG30
(derecha) luego de 7 dias de inmersion en SBF. Espectro EDS con Ca/P y micrografia

con mapeo de Ca (azul) y P (VIOIEta). ...ccooeeeeeeeeeeeeeeeeee 63

Figura 5-27. Analisis EDS de las muestras PCL-BG30 (izquierda) y PCL-Q-BG30
(derecha) luego de 14 dias de inmersibn en SBF. Espectro EDS con Ca/lP y

micrografia con mapeo de Ca (azul) y P (Violeta).........oooovvieiiiieiiiiiiciee e, 64

Figura 5-28. Micrografias SEM luego de 21 dias de inmersion en SBF de una muestra
de PCL AA/FA: A) magnificacion de 45.000 X, B) magnificacion de 10.000 X......... 64

Figura 5-29. Viabilidad bacteriana relativa de S. aureus (Gram positivo) y E. coli (Gram
negativo) en las muestras de: PCL AA/FA, PCL-BG30, PCL-Q y PCL-Q-BG30....... 65

8


file:///C:/Users/Martín/Documents/tesis/Thesis%20all/Gustavo_versiones/Proyecto%20final%20-%20Melucci-V5.docx%23_Toc57657516
file:///C:/Users/Martín/Documents/tesis/Thesis%20all/Gustavo_versiones/Proyecto%20final%20-%20Melucci-V5.docx%23_Toc57657516

Listado de tablas

Tabla 1-1. Propiedades térmicas y mecanicas de la policaprolactona (Mw 44.000) [18].

................................................................................................................................. 25
Tabla 1-2. Composicion del plasma humano y del fluido corporal simulado. ........... 29
Tabla 1-3. Composicion de los vidrios bioactivos 45S5y 13-93.........ccovvviviiiiiieeennn. 30
Tabla 4-1. Composicion de las soluciones preparadas. ............ooccvvveieeeeeeeeeienennnne. 32
Tabla 4-2. Parametros del electrohilado. ... 35
Tabla 5-1. Diametro medio de las fibras de las muestras analizadas....................... 47

Tabla 5-2. Peso residual del ensayo y temperatura al 50% de degradacion de las

L1 LU 1SS = T 55

Tabla 5-3. Médulo de Young (E), resistencia a la traccion (TS) y maxima deformacion
de PCL AA/FA, PCL-BG30 Y PCL-Q. .ceiiiiiiiiiii e 57



1. Introduccion

Muchos pacientes de avanzada edad o que padecen enfermedades genéticas,
obesidad o diabetes sufren complicaciones con el curado de sus heridas. La tardanza
en la cicatrizacion puede ser incluso fuente de ulceras cronicas, tejidos defectuosos y
lesiones precancerosas que pueden empeorar su calidad de vida tanto econémica
como socialmente. A pesar que los injertos son la principal forma de abordar y reparar
tejidos como la piel, tienen limitada disponibilidad y pueden trasmitir enfermedades

entre personas.

Por estos motivos, es necesario el desarrollo de materiales que promuevan la
cicatrizacion de heridas y permitan reemplazar o regenerar tejido dafiado de manera
segura y con total disponibilidad. Con este objetivo se trata de combinar la ciencia de
materiales y la biologia para obtener materiales que sean similares a los tejidos que
buscan reemplazar tanto en la escala nano y micrométrica como en las propiedades

mecaénicas y superficiales [1, 2].
1.1. Curado de heridas

La piel es el 6rgano méas grande del cuerpo humano y es responsable del 15% del
peso de un adulto. La piel esta4 expuesta constantemente a heridas de deshidratacion,
infeccion, radiacion solar, dafio mecanico y quimico. Por esta razon, el curado de
heridas es un proceso critico durante el desarrollo humano, ya que problemas en la

cicatrizacion pueden producir heridas cronicas, infecciones y amputaciones [1].

El curado de heridas es un proceso dinamico que sigue una secuencia intrincada de
eventos que incluyen la homeostasis, la inflamacién, proliferacion y remodelado del
tejido. El principal tratamiento médico de las heridas es la utilizacion de apositos o
elementos que cubran la zona. Estos ap6sitos deben ayudar en la proteccion de la
zona afectada, la eliminacion de exudados y la inhibicion de la aparicion de

microorganismos [3].

El abordaje actual en la generacién de apoésitos se enfoca en la produccion de

nanomateriales preferentemente derivados de fuentes naturales, biocompatibles,

biodegradables, que posean buenas propiedades mecanicas y no sean citotdxicos.

Dentro las tecnologias mas investigadas se encuentran los fullerenos, nanogeles,

nanoparticulas y nanofibras. Asimismo, las nanofibras son el método preferido debido
10



a que permite imitar la matriz extracelular (MEC) del tejido dérmico, algo que no es

posible con otros materiales [1].

Las fibras naturales de la MEC presentan didmetros en el rango de 50 a 500
nanometros y para obtener fibras en este orden de magnitud se ha recurrido a
tecnologias tales como la separacion de fase, el autoensamblaje molecular y el
electrohilado. Este ultimo se destaca dentro de estas tecnologias por su versatilidad y
facil implementacién. Las membranas fibrosas producidas por electrohilado poseen
una porosidad interconectada que permite el intercambio de gases, previene la
deshidratacion del tejido dafiado, promueve la adsorcion de exudados y funciona
como una barrera fisica contra microorganismos [4, 1]. Algunas de sus propiedades

se presentan en la Figura 1-1.

Nanoparticula T e
de drogas | 2P0 ko dERUAOST Jeovnn o

' Funcionalizacion

@ Antivistico i By e

)

. : contorno 1 . superficial ;
Aire Tttt N T B R
. Exudado Epidermis
L OO LRl

Colageno @ @
\ o | : N

\ Fibronectina Dermis

Figura 1-1. Esquema de nanofibras como apd@sito y propiedades relevantes para el
tratamiento de la herida: adaptabilidad al contorno de la herida, administracion de drogas,
intercambio de gases, absorcion de fluidos y funcionalizacién superficial [1].

Estas membranas al imitar a la MEC atraen células que pueden asistir en la
regeneracion de los tejidos dafiados ya que se trata de disefiarlas para poseer una
buena adhesion celular. Sin embargo, estos ambientes al promover el desarrollo de
diversos tipos de células también pueden promover el desarrollo de bacterias. Por
esta razon, se ha investigado la fabricacion de membranas electrohiladas compuestas
con propiedades antibacteriales de manera de evitar la colonizacion del aposito por
bacterias [3, 5].
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1.2. Ingeniera de tejidos

La regeneracion de tejido dafiado o enfermo es uno de los mayores problemas
médicos. Se considera a los implantes y autotransplantes como el tratamiento general
de esta probleméatica. Estos abordajes poseen las desventajas de la limitada
disponibilidad y el riesgo de transmision de enfermedades. Con el objetivo de superar
estas limitaciones la ingenieria de tejidos propone diversas estrategias para la
reparacion de tejidos y organos utilizando métodos de la ingenieria y la medicina

mediante construcciones artificiales [6, 2].

El procedimiento mas comun es aislar células especificas del paciente con una
pequefia biopsia y permitir su crecimiento en condiciones de cultura celular controlada
sobre un sustrato (scaffold). Luego, el sustrato con las células (construct) es
implantado en el sitio deseado del paciente donde se espera que se integre y genere
un nuevo tejido y la estructura temporal se degrade con el tiempo hasta eliminarse
completamente [6], como se esquematiza en la Figura 1-2.

estimulos
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@ — e

cultivo celular
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Figura 1-2. Principios de la ingenieria de tejidos: biopsia, aislamiento celular, cultivo celular,
expansion del cultivo, crecimiento celular en el sustrato junto con estimulos y la
implantacion. [7].

Un abordaje alternativo consiste en implantar el sustrato directamente en la zona a

regenerar con el objetivo de estimular el crecimiento del tejido in situ. La ventaja de
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este procedimiento es la necesidad de una sola operacion, que resulta en menores

tiempos de recuperacion del paciente [6].

Estos sustratos o matrices necesitan cumplir diversos requerimientos. Primero, deben
ser biocompatibles, es decir, no deben generar una respuesta inflamatoria en el tejido
huésped, no ser citotdxicos ni inmunogénicos. Asimismo, las propiedades mecanicas
deben ser suficientes para permitir su manejo y soportar la solicitacibn mecénica
especifica del tejido. Es necesario una red interconectada de poros que permita la
vascularizacion de su interior y los sustratos deben poder esterilizarse para prevenir
infecciones. Otras cualidades deseables son una buena adaptabilidad para cada
paciente y la posibilidad de llevar a escala industrial el procesamiento del material de

manera rentable [6].

Los materiales mas usados para el desarrollo de estos sustratos son polimeros
naturales y sintéticos tanto termoplasticos como hidrogeles. Otra categoria de
materiales importantes en uso son los ceramicos bioactivos, como los biovidrios, que
se los suelen usar junto con uno o mas polimeros de manera de obtener un material

compuesto con buenas propiedades mecéanicas e interaccion con el tejido [6].

Se han reportado diferentes métodos para obtener sustratos para la ingenieria de
tejidos incluyendo separacion de fase, electrospraying, electrohilado, deposicion
guimica de vapor, autoensamblaje molecular y nano-impresién. Dentro de estas se
prefieren las membranas nanofibrosas debido a su capacidad de imitar la matriz
extracelular (MEC) y asi promover un entorno apropiado para el crecimiento celular.
La MEC es una red tridimensional que rodea todas las células (presentado en Figura
1-3) del organismo que actua como filtro, permite la nutricion, la respuesta inmune, la
regeneracién y cicatrizacion de tejidos y la transmisién de esfuerzos mecanicos [2, 3,
8].

13



A B [%

Estructura microporosa Estructura microfibrosa Estructura nanofibrosa

Estructura
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Figura 1-3. Micrografia SEM de fibroblastos en tejido nativo liofilizado (izquierda). Esquemas
sobre como la estructura del sustrato afecta la adhesion celular (derecha): A) soporte
microporoso; B) soporte microfibroso; C) soporte nanofibroso [9].

El electrohilado es el método mas investigado para la obtencion de membranas
fibrosas debido a que permite la produccién de fibras continuas nanométricas de alta
relacion area superficial/volumen de manera rentable. Asimismo, estas membranas
presentan gran porosidad interconectada que permite el transporte de fluidos y
nutrientes. Se han investigado la respuesta de diversos tipos de células sobre
biomateriales fibrosos electrohilados para regenerar tejidos cardiovasculares,
epiteliales, nerviosos, hepaticos, musculares, cartilaginoso, 6seos y de la piel [2, 4,
10].

1.3. Electrohilado

El electrohilado (electrospinning) es un proceso que permite obtener fibras (micro y
nanométricas) mediante la aplicacion de fuerzas electroestaticas. Esta intimamente
relacionado con el electropulverizado (electrospraying), ya que ambos utilizan fuerzas
electroestaticas para formar un chorro cargado eléctricamente que es eyectado hacia
un colector con la carga opuesta. El electrohilado se patentd por primera vez en 1902,
sin embargo, no fue hasta la década de 1990 que el electrohilado de polimeros se
volvié de gran interés en aplicaciones médicas y especialmente en el campo de la
ingeniera en tejidos. Si bien el electrohilado fue desarrollado para polimeros fundidos
0 soluciones poliméricas se han electrohilado un amplio rango de materiales

incluyendo ceramicos, metales y compuestos [2, 1, 11].

El electrohilado es una técnica atractiva para sintetizar fibras de varios polimeros
biodegradables debido a la simpleza del proceso y la potencialidad de ser
14



implementado a escala industrial. El equipo mas simple consta de una fuente de alta
tension, una jeringa, una bomba conectada a la jeringa, una aguja o capilar y un
colector metélico representado en la Figura 1-4. El equipamiento puede ser instalado
horizontal o verticalmente y el colector puede ser una simple placa metéalica o adoptar
disefios mas sofisticados para evitar la formacion de fibras al azar [2, 1].

Solucion

Cono de Taylor

-t

PALIEA LT CELATIN TS L

Fuente de

= alto voltaje Membrana

Figura 1-4. Esquema del equipamiento necesario para el electrohilado [12].

Inicialmente al bombearse la solucién se produce una gota que permanece en la punta
de la aguja debido a la tensién superficial. Al aplicarse una diferencia de potencial
entre la aguja y el colector (en general entre 5y 30 kV), la gota hemisférica se elonga
formando una gota de forma conica hacia el colector llamada cono de Taylor. La
aplicacion de este campo eléctrico produce migracioén de iones o cargas presentes en
el polimero hacia la superficie de la gota y la repulsidn entre estas cargas compite con
la tensidn superficial esquematizado en la Figura 1-5. Al aplicarse un potencial mayor
sobre un valor critico se provoca la eyeccion de un microchorro de solucién desde la
punta del cono de Taylor producto de la repulsion electroestatica que supera la tension

superficial [2, 1].
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Figura 1-5. Esquema de la variacion de la forma de la gota de la solucién con el aumento de
campo electrostéatico y el acumulamiento de cargas (de izquierda a derecha) [3].

El chorro eyectado se ve sujeto a inestabilidades eléctricas en su trayectoria hacia el
colector y su didmetro es gradualmente reducido producto de estas inestabilidades y
de la evaporacion del solvente. Se ha propuesto que estas inestabilidades son
producto de carga eléctricas ubicadas en el chorro fuera de una posicién de equilibrio.

Luego, el chorro cargado es recogido en el colector [2, 1].
1.3.1.Parametros del electrohilado

Los factores que influyen en el proceso pueden ser organizados en tres grupos: los
pardmetros de la solucién, del proceso de electrohilado y del ambiente. Los
pardmetros de la solucion comprenden la concentracidon de polimero, la viscosidad, la
conductividad de la solucién y el solvente o mezclas de solventes. Los parametros del
electrohilado incluyen la diferencia de potencial aplicada entre la aguja y el colector,
el tipo de colector, el flujo de solucidn, el didmetro de la aguja y distancia entre colector
y el capilar. Los parametros del ambiente incluyen la humedad relativa y la

temperatura [3].

e Concentracién de polimero y viscosidad: El estiramiento del microchorro, es
decir el diametro de las fibras y su morfologia, es afectado significativamente
por cambios en la concentracion de polimero en la solucién. Sila concentracion
de polimero es baja el campo eléctrico aplicado y la tension superficial causan
gue los entrelazamientos entre las cadenas poliméricas se rompan antes de

llegar al colector, o bien no se alcance una suficiente densidad de
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enmarafamiento de cadenas. Estos forman gotas o no uniformidades en las
fibras electrohiladas. El incremento de la concentracion de polimero genera un
aumento de la viscosidad producto del aumento del enmarafiamiento de las
cadenas de polimeros. Estos enmarafiamientos superan en una concentracion
de polimero la tension superficial y se obtienen fibras uniformes (presentado en
la Figura 1-6Error! Reference source not found.). Mayores aumentos de la
concentracion y viscosidad sobre el valor critico limitan el flujo de la solucion

por la aguja y la solucion puede secarse y bloquear el capilar [3].

Fibras libre de
defectos

Particulas

® @

N Y

A% :
Ré&ﬁ\en Enmarafamiento
diluido de las cadenas

Aumento de la concentracion
Aumento de la viscocidad

Figura 1-6. Influencia de la concentracién de polimero en la viscosidad, enmarafiamiento de

las cadenas de polimeros y morfologia de las fibras [5].

Conductividad de la solucion: La conductividad de la solucion afecta la
formacion del cono de Taylor y el diametro de las fibras. Los microchorros de
soluciones con alta conductividad son sometidos a mayores fuerzas de traccion
producto de la mayor movilidad de las cargas eléctricas. Esto conduce, en
general, a un mayor estiramiento del microchorro, por lo que, se ha observado
gue mayor conductividad de la solucién se obtiene menor diametro de fibra. Un
aumento de la conductividad sobre un valor critico inhibe la formacion del cono
de Taylor y el electrohilado de esa solucion. Por otro lado, las soluciones con

baja conductividad no tienen suficientes cargas en la superficie de la gota por
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lo que no se genera el cono de Taylor y el electrohilado no es posible. La
conductividad de una solucidn polimérica puede ser controlada mediante la
seleccion del solvente o la incorporacion de liquidos i6nicos o sales que

agregan portadores de carga a la solucion y aumentan su conductividad [3, 13].

Solvente: La eleccion del solvente es un factor importante para obtener fibras
uniformes y sin defectos. Las dos consideraciones mas importantes en la
eleccion de un solvente son su temperatura de ebullicion y la completa
solubilidad del polimero en el solvente. La temperatura de ebullicion indica la
volatilidad del solvente a la temperatura del electrohilado. En general se buscan
solventes volatiles que permitan su evaporacion en el trayecto desde la aguja
hasta el colector, sin embargo, se evitan solventes muy volatiles debido a que
pueden secar la gota de la solucién en la punta de la aguja y bloquearla.
Asimismo, se evita el uso de solventes pocos volatiles porgue no se evaporan
completamente antes de llegar al colector obteniéndose fibras defectuosas y
aplanadas. Por otro lado, la seleccion de solventes es importante en la
obtencion de fibras porosas a través del uso de un sistema de dos solventes
donde uno no actda como tal. La diferencia de la velocidad de evaporacién de
los solventes genera una separacion de fases y al evaporarse el solvente de
menor volatilidad de las fibras se producen poros en su lugar [3, 13].

Diferencia de potencial entre la aguja y el colector: El potencial eléctrico
aplicado es critico para el proceso de electrohilado. Se requiere un potencial
minimo para que la gota pendiente en la punta de la aguja genere un cono de
Taylor y un potencial mayor para que un microchorro sea eyectado hacia el
colector (ver Figura 1-7). Este valor critico para la generacion de fibras depende
de cada sistema polimero/solvente y hay un rango optimo donde se obtienen
fibras sin defectos. El aumento de la diferencia de potencial sobre el valor critico
disminuye el diametro de las fibras producto de un mayor estiramiento por un
incremento de la repulsion del microchorro. Mayores aumentos pueden generar

defectos e inestabilidades en las fibras [3, 13].
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Figura 1-7. Imagenes digitales de tres etapas de deformacién de una gota de povidona bajo
la influencia de una mayor diferencia de potencia incrementando desde a) hasta c) [11].

Tipo de colector: La mayoria de los experimentos utilizan colectores de
materiales conductores (tipicamente papel aluminio) que permiten disipar las
cargas eléctricas y obtener fibras empaquetadas. Cuando se usan materiales
no conductores las cargas se acumulan y se depositan menor cantidad de fibras
con menor densidad de empaquetamiento. La naturaleza estatica o dinamica y
la forma de los colectores permiten alinear las fibras. En la Figura 1-8 se
representan los colectores mas utilizados: el plano que permite obtener fibras
orientadas al azar y el colector cilindrico rotario que permite obtener fibras
alienadas. Se pueden obtener fibras alineadas de diversas maneras e incluso
hay casos donde se recurre a patrones topograficos en los colectores para
densificar la membrana resultante en puntos especificos o para generar

macroporos [14, 15].
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Figura 1-8. Representacion de un colector plano estatico (B) y de las fibras orientadas al
azar obtenidas (C); un colector cilindrico rotatorio (D) y de las fibras uniaxiales alineadas
obtenidas (E) [2].

e Flujo de la solucién: Existe un minimo flujo de solucion para el cual se consigue
balancear la solucion que es eyectada de la aguja con la solucion que la
reemplaza. Menores flujos generan que el chorro de solucion sea eyectado
desde dentro del capilar produciendo fibras con defectos y una amplia
distribucion de diametros. Por otro lado, incrementos del flujo desde el minimo
estable producen un aumento en didmetro de las fibras por el aumento de la
solucion polimérica disponible en el cono de Taylor. Cuando el flujo es
demasiado alto el solvente en el microchorro no es capaz de evaporarse y se
generan fibras defectuosas o con forma aplanada; y pueden generarse gotas
de solucién en exceso en la aguja que pueden ser atraidas al colector [3, 13].

Estos comportamientos se esquematizan en la Figura 1-9.

ALY

Figura 1-9. Esquema de: a) eyeccion de cono de Taylor; b) eyeccion dentro del capilar; c)
fluido acumulado en la punta de la aguja; d) gota excedente expulsada [16].
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Diametro de la aguja: El didmetro interno de la aguja o capilar afecta la
morfologia de las fibras electrohiladas. La disminucion del diametro interno de
la aguja reduce la formacion de defectos y el didmetro de las fibras. Al ser el
didmetro interno menor se aumenta la tension superficial de la gota y se
requiere mayor fuerza eléctrica para iniciar el microchorro. Esto permite un
mayor estiramiento del chorro antes de alcanzar el colector, sin embargo, si el
diametro es muy pequefio puede no ser posible extruir la gota por la aguja [14,
17].

Distancia entre el colector y la aguja: Existe una distancia minima necesaria
para que el solvente pueda evaporarse antes de alcanzar el colector, menores
distancias generan fibras con forma aplanada. Por otro lado, mayores
distancias entre el colector y la aguja pueden disminuir el didametro de las fibras
debido al mayor tiempo de estiramiento antes del colector. Si la distancia es
muy grande pueden no depositarse fibras sino pequefias gotas (electrospray)
[3, 1].

Temperatura: el incremento de la temperatura produce dos efectos: aumenta
la evaporacion de solvente y disminuye la viscosidad de la solucién. El aumento
de la velocidad de evaporacién de solvente produce una solidificacién del
microchorro mas rapida de manera similar al uso de un solvente mas volatil.
Por otro lado, la disminucion de la viscosidad disminuye el didmetro de las fibras
al igual que la disminucion de la viscosidad producto de una menor
concentracion de polimero en la solucion. En la practica el resultado de ambos
efectos es la disminucion del diametro de las fibras con el aumento de la

temperatura [3, 1].

Humedad: La humedad puede afectar el didmetro y la morfologia de las fibras
al controlar el proceso de solidificacion del microchorro mediante la velocidad
de evaporacién de solvente. Sin embargo, este fendbmeno depende de la
interaccion molecular del sistema solvente-polimero. Se ha observado aumento
y disminucion del diametro, aumento de la porosidad y fusion de las fibras en
el colector por el solvente remanente de acuerdo a los diferentes sistemas [3,
1].
21



1.4. Polimeros

Los polimeros se pueden clasificar dependiendo su origen en polimeros naturales
(biopolimeros) o sintéticos. Los polimeros naturales son producidos por

microorganismos, plantas y animales [5].

Los biopolimeros son, en general, biodegradables, biocompatibles y tiene baja
antigenicidad. Algunos polimeros naturales presentan accion antibacterial y
antinflamatoria y pueden contribuir a la reparacion de tejidos aumentando la
interaccion entre las fibras y compuestos involucrados en el proceso de curado de
heridas [1]. Las desventajas de estos polimeros son sus malas propiedades
mecanicas, dificil procesabilidad, baja rentabilidad y debido a su complejidad

molecular son dificiles de manejar [5].

La mayoria de los biopolimeros en uso como biomaterial son constituyentes de la
matriz extracelular de tejidos como tendones, ligamentos, piel, vasos sanguineos y
0seos. Los biopolimeros principales son el colageno, la gelatina, el quitosano, la

fibronectina, el fibrindbgeno, al acido hialurénico, la celulosa y el alginato [1].

Estos polimeros pueden ser degradados por los organismos garantizando que los
implantes sean metabolizados por mecanismos fisiologicos. Esta propiedad atenta
contra la durabilidad del material, sin embargo, se ha usado como una ventaja cuando
se desea una funcién temporaria. Asimismo, es posible controlar la velocidad de
degradacion del biopolimero mediante entrecruzamientos y modificaciones quimicas.
Algunos biopolimeros, debido a su similitud con sustancias organicas, pueden
presentar inmunogenicidad por lo que deben ser modificados quimicamente antes de

Su uso [18].

Una desventaja de los polimeros naturales es que se descomponen a temperaturas
menores a su temperatura de fusion por lo que no son aptos para el procesamiento
termoplastico. Asimismo, presentan variabilidad macromolecular producto de su
origen de fuentes naturales ya que puede variar entre especies, individuos y dentro

de tejidos de un mismo individuo [5].

Los polimeros sintéticos se pueden clasificar en biodegradables y no biodegradables
y poseen mayor procesabilidad y mejores propiedades mecanicas comparados con

los polimeros naturales. Estos polimeros pueden producirse en grandes cantidades y
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las propiedades pueden controlarse de modo que no varien con el lote de produccion.
Asimismo, son compatibles con un rango amplio de solventes que los hace apropiados
para el electrohilado. Los mas utilizados para curar heridas son: el acido polilactico
(PLA), acido poliglicélico (PGA), policaprolactona (PCL), 6xido de polietileno (PEO),
poliuretano (PU) y poliestireno (PS) [1].

Los biopolimeros son dificiles de electrohilar debido a problemas de solubilidad, en
consecuencia, son tipicamente mezclados en baja cantidad junto a polimeros
sintéticos para obtener buena solubilidad y complementar las propiedades mecanicas

y quimicas [1, 5].
1.5. Biomateriales

Un biomaterial es cualquier sustancia que ha sido disefiada para interactuar con un
sistema bioldgico en el curso de cualquier procedimiento terapéutico o diagnéstico. Se
incluye cualquier material usado en dispositivos médicos para tratar, aumentar o
reemplazar tejidos, 6rganos o funciones del cuerpo sin causar reacciones adversas
en los tejidos. Asimismo, se incluyen dispositivos implantados que liberen drogas de

forma controlada y construcciones de ingenieria en tejido [19].

Estos biomateriales deben ser biocompatibles, es decir, cumplir la funcién deseada e
inducir la respuesta adecuada en el tejido huésped para la aplicacion determinada sin
el riesgo de rechazo del sistema inmunoldgico. Por lo que un material que es

biocompatible para una funcion puede no serlo para otra [19].
1.6. Solventes benignos

El uso del término solvente benignos no esté restringido al proceso de electrohilado.
Se ha mencionado su uso en el disefio de producto quimicos y en el procesamiento
de electronica organica. Se usa para identificar solventes con bajo punto de ebullicion,
baja presiéon de vapor, no toxicos, capaz de disolver compuestos organicos, bajo costo

y reciclables [20].

En el electrohilado los solventes benignos se pueden definir como solventes con baja
0 nula toxicidad, compatible con el proceso de electrohilado de polimeros y sus
mezclas. Asimismo, su uso evita la desnaturalizacion de proteinas y que las trazas

remanentes de estos solventes no afecten la biocompatibilidad de las muestras, por
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esto se los ha propuesto para su uso en polimeros biomédicos. El uso de solventes
benignos es amigable con el ambiente, aumenta la seguridad del trabajo en el

laboratorio y permite un manejo simple de desechos [21].
1.7. Policaprolactona

La poli(e-caprolactona) (PCL) es un poliéster alifatico, sintético, linear, semicristalino
de bajo punto de fusién (59-64 °C) y su estructura molecular se presenta en la Figura
1-10 [2]. Este polimero es biocompatible, biodegradable con buenas propiedades
mecanicas y baja hidrofilicidad que limita la adhesion celular y su uso en dispositivos
médicos. En la Tabla 1-1 se presentan propiedades térmicas y mecéanicas de la PCL.
Sin embargo, la PCL esta aprobada por la Food and Drug Administration (FDA) para
aplicaciones médicas y se encuentra en uso clinico en Europa para su empleo como

grapas para cerrar heridas [5, 21].

Figura 1-10. Estructura quimica de la policaprolactona [22].

La PCL es uno de los polimeros sintéticos méas utilizados en la medicina debido a su
biocompatibilidad, lenta biodegradabilidad, disponibilidad comercial y su aptitud para
el procesado termoplastico. La degradacion de la PCL ocurre por la rotura hidrofilica
de enlaces éster y la migracion fuera del seno del material de los oligobmeros
resultantes. La degradacion de cadenas de alto peso molecular (Mn mayor a 50.000)

puede extenderse hasta tres afios [6, 23].

Las zonas cristalinas y los productos acidos de la degradacion son significativos
durante el proceso de degradacion en el organismo. Las zonas cristalinas poseen

menor velocidad de degradacion debido a la menor difusion en los cristales y pueden
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ser encapsuladas en el cuerpo. Los productos acidos de la degradacién disminuyen
el pH en las zonas cercanas al material, lo que puede provocar reacciones adversas,
por lo que se ha recurrido a la incorporacion de vidrio bioactivos o fosfatos de calcio
gue controlen la degradacién del PCL y estabilicen el pH. De esta manera se pueden
contrarrestar las desventajas de cada material [6, 24].

Tabla 1-1. Propiedades térmicas y mecanicas de la policaprolactona (Mw 44.000) [18].

Temperatura de
Temperatura de

Transicion Vitrea -62 » 57
. Fusion (°C)
(°C)
Resistencia a la Modulo de Young
» 16 400
Traccion (MPa) (MPa)
Modulo de

. Deformacion a
Flexion 500 80

rotura (%)
(MPa)

La PCL es soluble en una amplia variedad de solventes y tiene buena miscibilidad con
otros polimeros, pudiendo ser utilizado para mejorar el electrohilado de diversos
biopolimeros. Se han generado fibras de PCL electrohiladas con solventes como
cloroformo, diclorometano, metanol o una mezcla de estos solventes. Asimismo, se
han obtenidos fibras de PCL utilizando como solventes acido acético (AA), acido

férmico (FA), agua y acetona considerados como solventes benignos [25].
1.8. Quitosano

El quitosano es un biopolimero lineal y semicristalino, polisacarido compuesto por
unidades de D-glucosamina y N-acetil-D-glucosamina. El quitosano como tal no esta
presente en la naturaleza, sino que se lo obtiene por una desacetilacion parcial de la
quitina. Se conoce como grado de desacetilacion (DD) al porcentaje de grupos amino
a lo largo de la cadena sobre el total de unidades de glucosamina. Para recibir el
nombre de quitosano el DD debe ser igual 0 mayor a 60%. La desacetilacion de la
quitina puede producirse por hidrolisis quimica o enzimatica, proceso representado en
la Figura 1-11 [26, 27].
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molienda
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Quitosano Desproteinizacion
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Figura 1-11. Esquema representando la produccién de quitosano a partir de quitina de
origen animal: residuos de crustaceos; lavado, secado y molienda; desmineralizacion;
desproteinizacion; desacetilacion [24].

La quitina es el segundo biopolimero mas abundante, se lo encuentra en los
exoesqueletos de animales invertebrados y en las paredes celulares de algunos
hongos y algas. Este origen produce en el quitosano una variabilidad fisicoquimica
con la fuente de obtencidn, en la Figura 1-12 se presentan la estructura de la quitina y
el quitosano. El peso molecular del quitosano varia generalmente entre 300 y 1000
kDa y el DD varia entre 60 y 100% dependiendo de la fuente y el procesamiento [26].

I 0
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Figura 1-12. Estructura quimica de la quitina (izquierda) y del quitosano (derecha) [26].

La presencia de grupos amino en el quitosano, producto de la desacetilacion, le

confiere muchas propiedades interesantes. Estos grupos amino pueden protonarse
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otorgandole solubilidad en soluciones acidas, por esto el quitosano no es soluble en
muchos solventes. Asimismo, los grupos aminos permiten al quitosano formar
complejos con cationes metalicos por lo que se lo puede usar en el tratamiento de
aguas residuales. Estos grupos permiten la aparicion de enlaces de puente de
hidrogeno entre las cadenas otorgandole gran rigidez mecénica [26, 24].

El quitosano presenta propiedades importantes para aplicaciones biomédicas como
actividad antibacterial, antifingica, mucoadhesiva, analgésica y hemostética.
Asimismo, el quitosano es biodegradable en productos no téxicos y biocompatible con
medios fisioldgicos. La biodegradacion del quitosano se da por la rotura de enlaces

glicosidicos que origina oligosacéridos incorporables al metabolismo celular [1, 26].

La actividad antibacterial y antifangica del quitosano se explica generalmente por dos
mecanismos. El primero es que las zonas cargadas positivamente del quitosano
interactian con las zonas negativamente cargadas de la membrana celular alterando
su permeabilidad, evitando asi que material esencial entre a las células o generando
fugas de material fuera de la ellas. El segundo mecanismo involucra la inhibicion de
la sintesis del ARN también producto de la interaccion de grupos aminos cargados

positivamente [26].

Se ha investigado la aplicacion del quitosano en productos farmacéuticos y
biomédicos como suturas, ingenieria de diversos tejidos, implante 6seo y piel artificial.
En este marco el quitosano fue aprobado por la FDA para su uso en apdésitos. Es
beneficioso para muchas de estas aplicaciones el uso de materiales nanofibrosos que
pueden imitar la MEC. El electrohilado del quitosano ha sido investigado utilizando
diversos tipos de solventes, incluyendo solventes benignos como el acido acético (AA)
y férmico (FA) [26, 28].

La naturaleza policatidénica del quitosano en medios acidos complejiza el proceso de
electrohilado. Las fuerzas repulsivas entre las cargas de las cadenas poliméricas
restringen la formacién de fibras continuas y favorecen la creacion de defectos o
particulas. Por lo que la forma mas conveniente de electrohilar el quitosano es
mezclandolo con otro polimero, como por ejemplo PEO, PVA, PET, PLAy PCL entre
otros. Asimismo, se ha intentado mejorar sus propiedades mecanicas y respuesta a

medios fisiologicos mediante la creacion de materiales hibridos con particulas de
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ceramicos bioactivos como hidroxiapatita, vidrios bioactivos y fosfatos de calcio [26,
24].

1.9. Vidrios bioactivos

Los vidrios bioactivos poseen calcio y fésforo en una proporcion similar a la
hidroxiapatita presente en los huesos. Tiene la habilidad de unirse a tanto a tejidos
blandos como duros y se degradan en medios fisiologicos. El primer vidrio bioactivo
fue inventado por Larry Hench en 1969 cuando buscaba un material capaz de unirse
al tejido 6seo evitando su encapsulacion. Su mayor descubrimiento fue el vidrio 45S5
perteneciente al diagrama ternario del SiO2, CaO y Na20 que produce una union fuerte
con el tejido 6seo que solo puede ser removido rompiendo el hueso. En consecuencia,
un material bioactivo se define como aquel material que estimula una respuesta
beneficiosa del tejido huésped, en general una union fuerte con el tejido circundante.
Existen vidrios bioactivos de base silice, base fosfato y de base borato y en general
son obtenidos por proceso sol-gel o mediante un rapido enfriamiento de un fundido
[29, 30].

El mecanismo de union con el tejido 6seo es atribuido a la formacion de una capa de
hidroxiapatita carbonatada (HCA) superficial que ocurre luego de la disolucién inicial
del vidrio. Se ha propuesto un proceso de 5 etapas para la formacién de esta capa de
HCA desde el contacto con tejidos o su inmersion en fluido corporal simulado (SBF)

gue se presenta en la Figura 1-13 [29].

1. Répido intercambio de cationes Na*y Ca?* por H* de la solucién, creando en la
superficie del vidrio grupos silanol (Si-OH). En consecuencia, el pH de la
solucién aumenta.

2. El pH alto de la solucién ataca la red del vidrio rompiendo los enlaces Si-O-Si
formando productos solubles de silicio Si(OH)4 y, en consecuencia, creando
mas grupos silanol en la superficie del vidrio.

3. Los grupos silanol en la superficie del vidrio se condensan generando una
superficie rica en silicio.

4. Migracion de Ca?* y grupos PO4* desde la solucion a la superficie a través de
la capa rica en silicio. Creando una capa de CaO-P20s amorfo sobre la de

Silicio.
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5. Incorporacién de hidroxilos y carbonatos de la solucion y cristalizaciéon la
superficie de Ca-P20s en HCA.
solucién solucion T -
OH- OH- Na* 4 s _ H,Si0, (aq)
bt + OH + 2
* = o H H* g OH
0«0 H,0 P especies MY & e "
o @ l I A Ca T h @ HO A
_.> 11} | E : v | |
superficie Na* Na* : Na* v
] ' A
Na* Na*
1. vidrio 2. vidrio
solucion Ca?* p eASpecies Na OH- solucion Ca?t Na OH-
Na* : OH 42+ Pespecies Na* OH Ca?* P especies
. x OH" P especies H* 2+
HY: = H % l l Ca
OH- T : T H,0 T Ca%y 3 = oV
——y v—mr ||CaP > HeATRS : z
P 5 Na* |
P 2 3 HO+ : T
. lo J 2 ' 3
Na*: & @ =Si-0-5i = - Ca?* PO,
wom PO,? Ca?
3. vidrio 4.5. vidrio

Figura 1-13. Etapas de la formacion de hidroxiapatita carbonatada en la superficie de un
vidrio bioactivo [31].

El fluido corporal simulado utilizado para estudiar la bioactividad de los biovidrios
posee una composicion similar al cuerpo humano y permite predecir la formacion

de apatita en contacto con tejidos corporales [32]. Su composicién fue desarrollada

por Kokubo et al. y se presenta en la Tabla 1-2.

Tabla 1-2. Composicién del plasma humano y del fluido corporal simulado.

lon (10 molar) Plasma SBF
Na* 142,0 142.,0
K* 5,0 5,0
Mg2* 1,5 1,5
Ca?* 2,5 2,5
Cr 103,0 147.,8
HCOgs 27,0 4,2
HPO4 1,0 1,0
S04 0,5 0,5
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Asimismo, los vidrios bioactivos poseen actividad osteogénica usualmente atribuida
los productos de su disolucibn como cationes de Calcio y silice que estimulan la
produccion de tejido 6seo por parte de las células osteogénicas. Por otro lado, estos
vidrios pueden presentar propiedades antibacteriales producto de la liberacién de
cationes durante su disolucion y el aumento local del pH. La aplicacion méas importante
de los biovidrios es el tratamiento de defectos 6seos. Sin embargo, su uso comercial
mas exitoso es como aditivo en pasta de dientes funcionando como agente de

reparacion y se ha demostrado clinicamente que reduce la sensibilidad dental [29].

Para aumentar las propiedades mecanicas o el conformado de piezas se requiere un
procesamiento a alta temperatura como un sinterizado. Es posible que durante este
procesamiento ocurran modificaciones de la estructura amorfa del vidrio que puede
desvitrificar parcialemente en dominios cristalinos. Al tratar térmicamente el vidrio
45S5 se tienden a formar cristales que disminuyen significativamente su velocidad de
disolucién y la formaciéon de HCA. Con el objetivo de obtener vidrios bioactivos
tratables termicamente sin desvitrificacibn se han investigado diferentes
composiciones. Un ejemplo exitoso de estos es el vidrio 13-93 que ha recibido la

aprobacion de la FDA y es apto para uso clinico en Estados Unidos y Europa [33].

El biovidrio 13-93 fue desarrollado por Maria Brink en 1997, al introducir los 6xidos KO
y MgO obtuvo un vidrio con alto contenido de SiO2 (53 %p) capaz de ser tratado
térmicamente sin desvitrificar. Experimentos de cultivo celular in vitro demostraron que
no hay diferencias entre la proliferacién y diferenciacion de osteoblastos sobre los
vidrios 45S5 y 13-93. Las composiciones de estos vidrios bioactivos se presentan en
Tabla 1-3 [33]. Sin embargo, como consecuencia del mayor contenido de Silicio, que
reduce su disolucion, el vidrio bioactivo 13-93 produce la capa de HCA mas
lentamente [33, 34, 30].

Tabla 1-3. Composicién de los vidrios bioactivos 45S5 y 13-93.

Vidrio SiO2 P20s Na20 K20 CaO MgO
45S5 45 6 24,5 - 24,5 -
13-93 53 4 6 12 20 5

30




Los materiales compuestos de polimeros y vidrios bioactivos se han desarrollado para
su aplicacidbn en medicina regenerativa debido a que su estructura organica e
inorganica permite obtener propiedades similares a la de los tejidos humanos. Sin
embargo, estos materiales suelen proponerse para situaciones que no demanden
altos esfuerzos mecanicos debido a su baja resistencia mecanica. Asimismo, la
produccion de estos materiales utilizando polimeros naturales ha permitido obtener

materiales biocompatibles y que promueven la adhesion y proliferacion celular [35].

Por otro lado, el uso de biovidrios juntos con poliésteres como la PCL puede disminuir
la velocidad de degradacion del polimero. Esto se produce por la liberacion de
cationes que generan un medio alcalino que contrarrestan los productos acidos
liberados durante la degradacion de los poliésteres y evitando la auto aceleracion de
la degradacion. Asimismo, esto puede evitar que el pH en la zona cercana al material

alcance valores perjudiciales para los tejidos [35].
2. Objetivos

El presente trabajo tiene como objetivo principal obtener matrices poliméricas
biocompatibles, biodegradables, bioactivas y antibacteriales para su uso en ingenieria
de tejidos, en particular en tejidos 6seos y cicatrizacién de heridas. Los objetivos
especificos del trabajo son:

e Obtener matrices nanofibrosas y nanocompuestas mediante electrohilado con
solventes benignos.

e Caracterizar la morfologia de las matrices y sus propiedades fisicoquimicas,
térmicas, mecanicas y superficiales.

e Evaluar la bioactividad in vitro y comportamiento antibacterial de las matrices

preparadas.
3. Materiales

Para la obtencion de membranas electrohiladas se utilizo poli(e-caprolactona) (80 kDa,
Sigma Aldrich, Alemania) en forma de pellets y quitosano en polvo (190-300 kDa,
grado de desacetilacién 75-85%, Sigma Aldrich, Alemania). Las soluciones de estos
polimeros se prepararon empleando acido acético (pureza 99-100%, Sigma Aldrich,

Alemania) y acido formico (pureza 99-100%, Sigma Aldrich, Alemania). Como fase
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inorganica se emple6 un vidrio bioactivo 13-93 (53,0 SiO2; 6,0 Na20; 12,0 Kz0; 6,0
MgO; 20,0 CaO; 4,0 P20s; %p) sintetizado y molido por el Instituto de Biomateriales
de FAU, Erlangen, Alemania [36].

Para el ensayo de degradacion se utilizé una solucién de fluido corporal simulado a

37°C de temperatura preparada en el mismo Instituto.

El ensayo de -caracterizacion antibacterial se realiz6 utilizando una cepa de
Staphylococcus aureus (ACTCC25923) y de Escherichia coli (ACTCC25922). El
medio de cultivo agar nutritivo (Luria/Miller, X969.1) y el caldo de lisogenia
(Luria/Miller, 6673.1) utilizado fueron suministrados por Carl Roth Gmbh (Karlsruhe,

Alemania).
4. Meétodos

4.1. Fabricacion de las membranas

Las membranas electrohiladas se prepararon siguiendo un protocolo optimizado
previamente [37, 28]. En el presente trabajo se utilizaron siete soluciones diferentes,
una solucion de &cido acético glacial (AA) y seis con una mezcla de acido acético y
acido formico (FA) de relacion 3:7 (v/v). En la Tabla 4-1 se muestra la composicion de
las soluciones preparadas. La concentracion de quitosano se presenta como relacion
en peso con respecto a la cantidad de PCL mientras que, la cantidad de biovidrio

agregada a la solucion se expresa en relacién con el peso total de los polimeros.

Tabla 4-1. Composicién de las soluciones preparadas.

Cdédigo AA/FA (vIv) PCL (%p/v) QfPCL BG (%ppor)
(YoppcL)

PCL AA 1.0 20 0 0
PCL AA/FA 3:7 20 0 0
PCL-BG15 3:7 20 0 15
PCL-BG30 3.7 20 0 30
PCL-Q 3:7 6 20 0
PCL-Q-BG15 3:7 6 20 15
PCL-Q-BG30 3:7 6 20 30
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4.1.1.Preparacion de las soluciones

Las soluciones se prepararon midiendo el volumen exacto de solvente mediante
pipetas y disolviendo la cantidad predeterminada de polimero en frascos de vidrio con

cierre hermético.

En los casos donde se disolvio PCL se dejo la solucion bajo agitacibn magnética
durante 24 horas. Luego, se coloco la solucion en un bafio ultrasénico durante 1 hora
y se extrajo la solucién con una jeringa. Para la preparacion de una membrana
compuesta luego de las 24 horas de agitacion se agregé la cantidad de vidrio
predeterminada y se dejo la solucién en agitacion 10 minutos adicionales. Se coloco
en un bafo ultrasénico por 1 minuto y finalmente se cargo la solucion en una jeringa.

La Figura 4-1 y la Figura 4-2 esquematizan los procesos mencionados.

_'aitar— Q‘ = O

PCL pellets 1h bafo ultrasénico  llenar jeringa con electrohilado
+AA O AA/FA solucion

Figura 4-1. Proceso de obtencién de las membranas: PCL AAy PCL AA/FA.

agitar agitar
24h 10min
PCL pellets  adicién BG 15/30 %wt  Tmin bafio llenar jeringa con electrohilado
+ AA/FA de PCL ultrasénico solucién

Figura 4-2. Proceso de obtencion de las membranas: PCL-BG15 y PCL-BG30.
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Para la mezcla de PCL y quitosano se agregé una cantidad predeterminada de este
ultimo, luego de una hora de agitacion en la mezcla de solventes y PCL. Se dejo bajo
agitacion magnética durante 72 horas y posteriormente se sumergio la solucién en un
bafio ultrasénico por 15 minutos antes de cargarla en una jeringa como se
esquematiza en la Figura 4-3. Para el caso de la mezcla con el vidrio bioactivo 13-93,
se lo adiciond luego de las 72 horas en agitacion en relacion 15 o 30 %p/p con la
cantidad de polimero en la solucion. Posteriormente, la solucion se sumergié en un
bafio ultrasonico durante 15 minutos y se cargo en la jeringa como se ilustra en la

Figura 4-4.

agitar
—
72h

agitar
—
1h

—E@t

PCL pellets adicion QS 20 %wt  15min bafio llenar jeringa con electrohilado
+ AA/FA de PCL ultrasénico solucién
Figura 4-3. Proceso de obtencién de la membrana: PCL-Q.

[fe—] f=— ===y b ] !5 Q

agitar agitar agitar

— — — — —

1h 72h 10min l

PCL pellets adicion QS 20 %wt  adicion BG 15/30 1min bafio llenar jeringa con .
+ AA/FA de PCL %wt de polimero viltrasdricol sc{lucign slcableds

Figura 4-4. Proceso de obtencién de las membranas: PCL-Q-BG15 y PCL-Q-BG30.

4.1.2.Electrohilado

Las soluciones resultantes se cargaron en jeringas de 3 ml y en sus extremos se
utilizaron agujas de acero inoxidable comerciales de didametro 21G (514 um de
diametro interno) [38]. Los parametros del proceso se mantuvieron constantes entre
las muestras que solo poseian PCL y entre las que poseian ambos polimeros para

gue los resultados obtenidos sean comparables. En la Tabla 4-2 se presentan los
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pardmetros de electrohilado: diferencia de potencial entre la jeringa y el colector
metalico; tiempo de electrohilado; diametro de aguja; flujo de la solucion; distancia de
la boquilla de la aguja al colector; humedad relativa y temperatura. El proceso se llevo
a cabo en un equipo de electrohilado disponible comercialmente (Starter Kit 40 KV
Web, Linari .srl, Italia) y con una placa colectora estatica cubierta con papel aluminio.
La distancia al colector se midié desde el extremo de la aguja hasta el centro del

colector y se monté el equipo como se observa en la Figura 4-5.

Tabla 4-2. Parametros del electrohilado.

PCL AA, PCL AA/FA,
PCL-Q, PCL-Q-BG15,
Muestras PCL-BG15, PCL-
PCL-Q-BG30
BG30

Distancia al colector (cm) 11 12,5

Diferencia de potencial (kV) 15 20
Tipo de aguja 21G 21G

Tiempo de electrohilado
_ 30 120
(min)

Flujo de solucion (ml/h) 0,4 0,3
Humedad (%) 20-50 20-50
Temperatura (°C) 23-25 23-25
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Figura 4-5. Montaje del equipo de electrohilado en funcionamiento.

4.2. Caracterizacion morfoldgica

La morfologia de las particulas de vidrio bioactivo se evalu6 mediante microscopia
SEM luego de sumergir el polvo por 24 horas en &cido acético y férmico en una
relacion 3:7 (v/v) y del secado en una campana extractora hasta la evaporacion
completa de los solventes. La distribucidn de tamafios de particulas se calculo a partir
del analisis de las microscopias obtenidas a partir de 100 mediciones del tamafio de
las particulas utilizando el programa de analisis de imagenes ImageJ (National
Institute of Health, NIH, USA).

La evaluacioén de las microestructuras previamente recubiertas con oro se llevo a cabo
mediante microscopia SEM empleando un microscopio Auriga 0750 ZEISS,
perteneciente al IB FAU, Alemania. Las imagenes obtenidas se analizaron para
determinar la distribucién de diametros de las fibras y el diametro medio mediante el
programa ImageJ. El calculo se realiz6 a partir de 100 mediciones del didametro de las

fibras.
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4.3. Caracterizacion superficial

4.3.1.Espectroscopia infrarroja por Transformada de Fourier (FTIR)

Los espectros FTIR de las muestras y del polvo de vidrio 13-93 se obtuvieron
utilizando un espectrometro IRAffinity-1S Shimadzu con la técnica de espectroscopia
FTIR con reflectancia total atenuada (FTIR-ATR). Para el analisis se realizaron 32
barridos con una resolucién de 4 cm™ y variando la longitud de onda en el rango de
4000-400 cm'2,

4.3.2.Angulo de contacto (CA)

La determinacion del angulo de contacto de la superficie de los materiales con agua
destilada se realiz6 con un gonidmetro automatico DSA30 Kriiss Shape Analysis
System, Alemania. Las mediciones se realizaron a temperatura ambiente, se depositd
2 pl de agua destilada sobre la muestra y se tomaron 40 imagenes durante 4
segundos. Luego, se midi6é el &ngulo formado a la izquierda y derecha de la gota en
cada imagen y se calculé el angulo de contacto medio con el programa DSA4, KrUss,
Alemania. El analisis se replicé al menos 3 veces por muestra, las que se cortaron en
tiras como se observa en la Figura 4-6. La muestra PCL-Q-BG15 no pudo analizarse

debido a que no se dispuso de suficiente material.

Figura 4-6. Medicion del angulo de contacto de PCL AA/FA.
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4.4. Caracterizacion térmica

4.4.1.Andlisis termogravimétrico (TGA)

La degradacion térmica de las membranas se midi6 mediante un analisis
termogravimétrico y se empled un equipo TGA Shimadzu 50. La variacion de masa se
analizé desde temperatura ambiente hasta 600°C a una velocidad de 10°C/min bajo
una atmosfera de nitrégeno, Se analizaron las muestras de PCL AA/FA, PCL-BG15,
PCL-BG30, PCL-Q y PCL-Q-BG30.

4.5, Caracterizacion mecanica

La caracterizacion mecanica de las membranas seleccionadas (PCL AA/FA, PCL-
BG30, PCL-Q y PCL-Q-BG30) se realiz6 utilizando una maquina universal de ensayos
Instron 5967, con solicitacion de traccidon uniaxial a temperatura ambiente. Los
ensayos se llevaron a cabo a una velocidad de traversa de 10 mm/min. Para facilitar
el manejo de las membranas de pequefio espesor se realizaron marcos cuadrados de
papel y las muestras se cortaron en tiras de 5 mm por 40 mm de largo con la longitud
interna del marco de 20 mm [39]. Se registré el espesor de la muestra con un
micrometro y las muestras se pegaron al marco con cinta doble faz. Posteriormente,
el conjunto se coloco en las mordazas de la maquina de ensayos y los laterales del
marco se cortaron como se ilustra en la Figura 4-7. Las mediciones se replicaron 3

veces para cada muestra y se registro la fuerza en funcién del desplazamiento.
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Figura 4-7. Configuracién del ensayo mecanico de una a muestra de PCL AA/FA.

4.6. Evaluacion de la bioactividad acelular

La bioactividad in vitro de las membranas seleccionadas (PCL AA/FA, PCL-BG30,
PCL-Q y PCL-Q-BG30) se evalu6é sumergiendo las muestras en un medio fisiol6gico
simulado (SBF). El medio se prepar6 en IB FAU siguiendo un protocolo existente y se
almaceno bajo refrigeracion hasta el momento de su uso, dejandolo alcanzar 37°C
dentro de una incubadora IKA KS 4000i [32].

Las muestras se prepararon cortando las membranas y colocandolas en portadores
cilindricos fabricados en IB FAU como se muestra en la Figura 4-8. Las membranas
se fijaron con el anillo encastrado y luego se registro el peso. Finalmente, se colocaron
17 ml de SBF a 37°C en tubos de centrifuga de 50 ml junto con la muestra ya en su

interior.
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20 mm

Figura 4-8. Portador y anillo (derecha) y portador con la membrana colocada (izquierda).

Se realizaron inmersiones por 1, 3, 7, 14 y 21 dias dejando las muestras en los tubos
dentro de la incubadora a 37°C (Figura 4-9). El medio se renovo cada 2 dias. Para
cada muestra se realizaron 3 réplicas en cada periodo. Una vez cumplido el termino
se retiraron, se enjuagaron con agua destilada 3 veces, se colocaron dentro de
contenedores de plastico y se dejaron secar por 5 dias en una incubadora a 30°C. Las
muestras secas se pesaron y se observaron por microscopia SEM y EDS. Asimismo,
se analiz6 su espectro infrarrojo para caracterizar la formacion superficial de una fase

de hidroxiapatita.

Figura 4-9. Muestras colocadas dentro de la incubadora a 37°C.
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4.7. Evaluacion de la actividad antibacterial

La actividad antibacterial de las membranas PCL AA/FA, PCL-BG30, PCL-Q y PCL-
Q-BG30 se ensayo con cepas de bacterias S. aureus (Gram-positiva) y E. coli (Gram-
negativa) de forma separada. Inicialmente, se prepararon suspensiones de bacterias
para ambas cepas en medio de Caldo de Lisogenia a 37°C y se las dejé por 24 horas.
Luego, se fij6 la densidad optica (OD) de las bacterias a 0,015 utilizando un
espectrofotometro (600 nm, Thermo Scientific GENESYS 30, Alemania).

Las membranas, se cortaron y separaron en muestras de 3 mg y se esterilizaron con
radiacion UV (A = 254 nm) durante 30 minutos. Las muestras se sumergieron en medio
de Caldo de Lisogeniay se les agreg6 20 ul de la suspension de bacterias a cada una.
Finalmente, todas las muestras se incubaron a 37°C por 3, 6 y 24 horas y a cada
intervalo temporal se midio la densidad 6ptica (600 nm). La viabilidad de las bacterias
se calculé de acuerdo con la Ecuacion (4-1). El medio de Caldo de Lisogenia y la
suspension de bacterias en el medio se usaron como blanco y referencia

respectivamente. El experimento se repitié 3 veces.

Viabilidad relativa (%) = (ODmyestra/ ODreferencia) X 100 (4-1)

5. Resultados y discusion

5.1. Fabricacion de las membranas electrohiladas

Las membranas se obtuvieron siguiendo las condiciones establecidas en la Tabla 4-2.
Se observé una decantacion de las particulas de vidrio en los lados de la jeringa luego
de 24 horas de almacenamiento como se observa en la Figura 5-1. Por esa razon se
decidi6 no reutilizar la solucion restante en las jeringas luego de finalizada las sesiones

de electrohilado, ya que la cantidad de vidrio suspendido en la solucién seria menor.
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Figura 5-1. Particulas decantadas en una solucién de PCL-BG30 luego de 24 horas.

Otra situacion observada durante el electrohilado de las soluciones que contenian
guitosano fue una lenta acumulacion de material en el extremo de la aguja como se
ilustra en la Figura 5-2. Se consider6 que este material acumulado se generé por el
traslado incompleto de solucién hacia el colector y la evaporacién del solvente de este
material restante. Por esta razon, se decidié detener el proceso de electrohilado cada
25 minutos para remover el material acumulado porque puede interferir en la

homogeneidad y calidad del microchorro que se forma en la boquilla de la aguja.

Figura 5-2. Acumulacion de material de una muestra PCL-Q durante el electrohilado.
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Las membranas obtenidas pudieron manipularse con facilidad, mientras que las
matrices sin quitosano presentaron mayor espesor permitiendo una remocion mas
sencilla del papel aluminio colector. Por otro lado, las membranas que contenian
guitosano presentaron, a pesar del mayor tiempo de electrohilado, menor espesor y
carga electroestética lo que dificulté su manipulacion. La baja cantidad de material
final de estas muestras se debio al menor flujo de solucion de electrohilado que no fue

compensado con la cuadruplicacion del tiempo de electrohilado.
5.2. Caracterizacién morfologica

Las micrografias de las particulas de vidrio 13-93 mostraron la presencia de
agregados. Las particulas menores a un micrén se adhirieron a las particulas de mayor
tamafio como se observa en la Figura 5-3 B. La formacion de este tipo de arreglos
también se reportd para particulas de vidrio 45S5 en condiciones similares [37]. Del
mismo modo, se observé una gran dispersion de tamafios de las particulas de hasta
dos 6rdenes de magnitud de diferencia entre los extremos de la distribucién, desde
0,1 um hasta 10 um. En general, la distribucion de tamafio de polvos granulados
producidos por spray-drying y molido se representa mediante escala logaritmica [40].
En la Figura 5-4 se presenta la distribucion de tamafios obtenidos de las micrografias,

donde predominan las particulas menores a un micrén.

Figura 5-3. Micrografias SEM de las particulas de vidrio luego de 24 inmersas en la
mezcla de solventes. Se presentan con diferente magnificacion: A) 2.500 X y B) 10.000
X.

43



25 ~ .
Tamarfo medio:

301 1+3um

é 15 4

g

Q

&

3

0 10

w
5_
" \
0.1 1,0 10

Tamafrio de particula (um)

Figura 5-4. Distribucion de tamafio de las particulas de vidrio bioactivo 13-93 utilizadas.

A continuacion, se presentan micrografias SEM de las diferentes muestras junto con

la distribucién de didmetro de las fibras y el didmetro medio de las fibras.
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Figura 5-5. Micrografias SEM de una membrana PCL AA (izquierda) magnificacién de 2.500
X'y 10.000 X en el interior. Distribucién de diametro de fibras de las fibras de la muestra de
PCL AA (derecha).
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Figura 5-6. Micrografias SEM de una membrana PCL AA/FA (izquierda) magnificacién de
2.500 Xy 25.000 X en el interior. Distribucién de diametro de fibras de las fibras de la
muestra de PCL AA/FA (derecha).

El diametro de fibra de la muestra PCL AA se encuentra en el rango de valores
descripto en literatura para matrices electrohiladas en condiciones similares cuando
se utiliza solo acido acético como solvente y condujo a fibras homogéneas [15]. Al
emplear AA/FA como mezcla de solventes se observa una disminucion del tamafio de
fibra de un orden de magnitud. Este comportamiento puede atribuirse al aumento de

la conductividad de la solucion, dado que la constante dieléctrica de este sistema de

solventes (¢ ~ 34,9) es mucho mayor que la del acido acético glacial (¢ = 6.2) [41, 13,
25].
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Figura 5-7. Micrografias SEM de una membrana PCL-BG15 (izquierda) magnificacién de
2.500 X'y 10.000 X en el interior. Distribucioén de diametro de fibras de las fibras de la
muestra de PCL-BG15 (derecha).
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Figura 5-8. Micrografias SEM de una membrana PCL-BG30 (izquierda) magnificacién de
2.000 X sin deposicién de oro y 10.000 X en el interior. Distribucion de didmetro de fibras de
las fibras de la muestra de PCL-BG30 (derecha).
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Figura 5-9. Micrografias SEM de una membrana PCL-Q (izquierda) magnificacion de 10.000
X'y 45.000 X en el interior. Distribucién de diametro de fibras de las fibras de la muestra de
PCL-Q (derecha).

Para la muestra PCL-Q se midié un diametro de fibra del orden de 40 nm, que se
encuentra en el rango presentado en literatura [37, 28]. Esta disminucién de un orden
del diametro de la fibra comparando con la muestra PCL AA/FA en el rango
nanométrico se debe al aumento de conductividad de la solucién producto de la
adicién de quitosano (policatién) y de la mayor diferencia de potencial aplicada [28].
La conductividad de la solucion se ve incrementada por la ionizacion de los grupos

aminos del polisacarido en las condiciones acidas de los solventes utilizados [42].
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Figura 5-10. Micrografias SEM de una membrana PCL-Q-BG15 (izquierda) magnificacion de
10.000 X y 45.000 X en el interior. Distribucion de didmetro de fibras de las fibras de la
muestra de PCL-Q-BG15 (derecha).
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Figura 5-11. Micrografias SEM de una membrana PCL-Q-BG30 (izquierda) magnificacion de
10.000 X y 45.000 X en el interior. Distribucion de didmetro de fibras de las fibras de la
muestra de PCL-Q-BG30 (derecha).

Tabla 5-1. Didmetro medio de las fibras de las muestras analizadas.

Muestra Diametro de fibra (um)
PCL AA 1,5+04
PCL AA/FA 0,2 +£0,09
PCL-BG15 0,3+0,1
PCL-BG30 0,6+0,3
PCL-Q 0,04 £ 0,01
PCL-Q-BG15 0,04 £ 0,01
PCL-Q-BG30 0,06 + 0,03
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En la Tabla 5-1 se listan los valores de diametro medio para las muestras compuestas
con particulas de vidrio 13-93 (PCL-BG15, PCL-BG30, PCL-Q-BG15 y PCL-Q-BG30).
Se observa un aumento del diametro de las fibras con el aumento de la cantidad de
vidrio en la solucion. Este incremento en el diametro de las fibras se debe al aumento
de la viscosidad de la solucion de electrohilado por las particulas incorporadas [13,
43, 44]. Los valores medidos se encuentran en el rango de los reportados en literatura
[37].

En las micrografias SEM de la muestra de PCL-BG15 y PCL-BG30 presentadas en la
Figura 5-12 se puede observar una red fina de fibras ubicada entre las principales.
Estas fibras no se tuvieron en cuenta al momento de calcular el diametro medio de
fibra y es un fendmeno observado en literatura para matrices que contienen quitosano
[28]. En esos casos se propone que esta red secundaria de fibras es producto de la
formacion de jets secundarios de fibras por el aumento de la conductividad generada
por el quitosano. En este caso se observan en las matrices que no contienen
quitosano, por lo que, es probable que la adicion de las particulas de vidrio 13-93
genere un aumento de la conductividad local llevando a generacion de los jets
secundarios [37]. Esto podria explicar la ubicacion de las particulas de vidrio en esta
red fina (Figura 5-12 A).

Figura 5-12. Micrografias SEM de: A) muestra de PCL-BG15 con magnificacion 10.000 X y
B) muestra de PCL-BG30 10.000 X.

Por otro lado, se pudo observar que las particulas de vidrio retuvieron la estructura de
agregados mostrada en la Figura 5-3, tanto en las matrices compuestas solo por PCL
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como en las que también contienen quitosano. En la Figura 5-13 se presentan
micrografias SEM de las muestras a bajo aumento, donde se puede observar la
homogeneidad de las fibras. La adicion de las particulas de vidrio 13-93 genero en las
muestras de PCL-BG15 zonas de mayor densidad de fibras posiblemente al aumento
de la conductividad de zonas del colector con mayor cantidad de vidrio. Este fendmeno

no ocurrio en la muestra PCL-Q-BG15 debido a la mayor conductividad del quitosano.

Figura 5-13. Micrografias SEM: A) PCL AA/FA 1.000 X, B) PCL-BG15 1.000 X, C) PCL-Q
5.000 X'y D) PCL-Q-BG15 5.000 X.

5.3. Caracterizacion superficial

5.3.1.Espectroscopia infrarroja por Transformada de Fourier (FTIR)

En la Figura 5-14 se muestran los espectros infrarrojos de las muestras analizadas.

Adicionalmente se presenta el espectro infrarrojo del polvo de biovidrio 13-93 utilizado.
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Figura 5-14. Espectro ATR-FTIR de las matrices estudiadas desde 4000 a 2600 cm™y
desde 2000 hasta 600 cm™.

Todos los espectros correspondientes a las matrices evidenciaron los principales
picos atribuidos a PCL: el pico centrado en 2949 cm perteneciente al estiramiento
asimétrico de los grupos CH: y el pico centrado en 1720 cm™ atribuible al estiramiento
del grupo carbonilo del éster (C=0) [37].

Se confirmd la presencia de quitosano en las muestras de PCL-Q, PCL-Q-BG15 y
PCL-Q-BG30 por la aparicion de nuevos grupos no pertenecientes al espectro que en
general es similar al espectro del PCL. Se observan picos pertenecientes al espectro
del quitosano en 3435 cm! correspondiente al estiramiento de los grupos hidroxilo
(OH) y amino (NH), y el pico centrado en 1590 cm™ atribuible a la banda de amida Il
[28].

En el caso de la muestra de PCL-Q-BG15 se observa un nuevo pico en 1710 cm™ que
en los casos de las muestras PCL-Q y PCL-Q-BG30 se manifiesta como una
elongacion del pico correspondiente al carbonilo del espectro de la PCL. Este pico no

corresponde a los espectros del quitosano y de PCL, sino que se manifiesta cuando
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ambos estan presentes [28]. Este pico se atribuye a la creacién de puentes de

hidrogeno entre los grupos carbonilo del PCL y los grupos oxhidrilo del quitosano [23].

La presencia de particulas de biovidrio 13-93 en las matrices no se pudo confirmar por
este método. En el espectro del polvo se observa una banda entre 1000 cm y 1200
cm?® que corresponde al estiramiento simétrico de los enlaces Si-O-Si que se
encuentra solapada con un pico ubicado en 960 cm™ atribuible al estiramiento
simétrico Si-OH. Adicionalmente, se observa un pico en 800 cm™! correspondiente al
estiramiento asimétrico de los enlaces Si-O-Si [45]. Estos picos del espectro del
biovidrio 13-93 no se manifestaron en los espectros de las muestras compuestas, solo

se observa solapamiento suave en 960 cm™ para las muestras con 30 %Ppol.
5.3.2.Angulo de contacto

En la Figura 5-15 se muestran los valores medidos de angulo de contacto para las
muestras estudiadas. Las muestras que no contienen quitosano exhibieron un
caracter marcadamente hidrofobico. Este comportamiento esté reportado en literatura
para este material y matrices similares, aunque usualmente presenta valores
alrededor de 120° y es independiente del diametro de las fibras [21, 25, 46]. Asimismo,
la cantidad de biovidrio 13-93 incorporado afect6 las caracteristicas superficiales. Se
observé un leve aumento del angulo de contacto a medida que aumenta la cantidad
de biovidrio 13-93, contrariamente a lo publicado por Kim y colaboradores [47]. Si las
particulas de vidrio estuvieran cubiertas por una capa de polimero durante el
electrohilado el contacto del vidrio con el agua estaria impedido y de esta forma se
podria explicar el aumento del &ngulo de contacto y, adicionalmente, y la no deteccion

de los grupos funcionales del biovidrio en los espectros de la Figura 5-14.
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Figura 5-15. Angulo de contacto de las matrices electrohiladas.

El angulo de contacto de las muestras con quitosano no se pudo medir debido a que
la gota depositada fue absorbida gradualmente por la membrana electrohilada hasta
volverse indetectable sin alcanzar un valor de equilibrio. Este comportamiento se debe
a la alta hidrofilicidad del quitosano conferida por los grupos hidroxilo y amino de su
estructura [46]. La variacion temporal de una de estas mediciones para una muestra
de PCL-Q se presenta en la Error! Reference source not found.. De esta forma, se
presenta 64° como el ultimo valor obtenido, aunque el valor del angulo de contacto de
equilibrio la muestra debe ser menor, este se acerca a valores de literatura donde un

sistema similar presenté angulo de contacto de 60° [48].
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Figura 5-16. Evolucién temporal de la medicion del angulo de contacto de
una muestra PCL AA/FA 'y PCL-Q (izquierda). Imagenes de la gota de agua
destilada al comienzo de la medicion (derecha).

5.4. Caracterizacion térmica

5.4.1.Anédlisis termogravimetrico (TGA)

En la Figura 5-17 se presentan las curvas termogravimétricas obtenidas para las
muestras analizadas: PCL AA/FA, PCL-BG15, PCL-BG30, PCL-Q y PCL-Q-BG30 y
en la Tabla 5-2 detallan los valores de peso residual y temperatura al 50% de
descomposicion segun lo sugerido por la literatura. Se observa el comportamiento de
un solo escalén de degradacion en la curva la muestra PCL AA/FA cercano a los
369°C [49].

Para evaluar la incorporacién de las particulas de biovidrio en las membranas de PCL
puro se observé el peso residual de las muestras de PCL AA/FA, PCL-BG15 y PCL-
BG30. Al descomponerse la PCL completamente a los 600°C se concluye que el peso
residual corresponde a la cantidad de biovidrio incorporado en las membranas. Se
observa que para PCLBG15 y PCLBG30 la cantidad de vidrio 13-93 se mantiene en
orden de lo colocado en la solucién. Sin embargo, la incorporacion de 30% en peso
de biovidrio en la solucion de PCL-BG30 aumento un 4% en peso (no 15%) que
muestra un limite en la cantidad de vidrio incorporable. Por otro lado, la adicién de
estas particulas inorganicas no aumento la estabilidad térmica de las matrices, ya que

la temperatura a 50% de peso no tiene cambios significativos.
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Figura 5-17. Curvas termogravimétricas de las muestras: PCL AA/FA, PCL-BG15, PCL-
BG30, PCL-Q y PCL-Q-BG30.

Las curvas obtenidas para las muestras PCL-Q y PCL-Q-BG30 presentaron el
comportamiento de tres escalones observado en literatura [50]. En primer lugar, se
observa la pérdida de humedad por evaporacion hasta los 100°C. Luego, en
temperaturas cercanas a los 250°C se inicia la descomposicion quitosano por la
deshidratacion de los anillos sacéridos. Por ultimo, se observa la descomposicion de
la PCL a temperaturas cercanas a los 350°C. Las curvas de descomposicion de estas
muestras resultan de la suma de las curvas de degradacion del PCL y del quitosano
[50].
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Tabla 5-2. Peso residual del ensayo y temperatura al 50% de degradacion de las muestras.

Muestra Peso residual (%) Temperatura 50% de
peso
PCL AA/FA 0,01 368
PCL-BG15 13 399
PCL-BG30 19 349
PCL-Q 4,8 394
PCL-Q-BG30 3,6 364

Finalmente, la muestra compuesta PCL-Q-BG30 sufri6 una mayor pérdida de
humedad inicialmente cercana al 8% del peso de la muestra y 4% mas que la muestra
de PCL-Q. Por lo que, el peso real de polimero y vidrio en la muestra se encuentra
subestimado en una cantidad similar a la diferencia de humedad absorbida y se debe
tener en cuenta al momento de comparar la cantidad de vidrio 13-93 en esta muestra.
La completa descomposicion del quitosano se da a temperaturas del orden de los
700°C [49] debido a esta razén es que se observa peso residual en la muestra de
PCL-Q luego del ensayo, que alcanzé hasta los 600°C realizado de acuerdo a la
literatura [37]. Teniendo en cuenta la diferencia de humedad se puede determinar que
la cantidad de biovidrio 13-93 en la muestra de PCL-Q-BG30 es del 3,6% que
correspomde el 10% de la cantidad adicionada a la solucibn como se presenta en la
Figura 5-18. Esta diferencia con el valor incorporado en la solucién puede deberse a
la decantacién de vidrio bioactivo en la jeringa durante el electrohilado. Este fenbmeno
es mas relevante en el caso de las muestras con quitosano ya que al usar menor flujo

de solucidn el electrohilado se debio realizar durante més tiempo.
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Figura 5-18. Curvas termogravimétricas de las muestras PCL-Q y
PCL-Q-BG30 considerando la masa a los 100% como masa total
de los polimeros.

5.5. Caracterizacion mecanica

En la Figura 5-19 se presentan las curvas tension-deformacion consideradas mas
representativas de las muestras: PCL AA/FA, PCL-BG30 y PCL-Q. En la Tabla 5-3 se
muestran los valores medios calculados a partir de las mediciones realizadas del
maédulo de Young (E), resistencia a la traccion (TS) y deformacién maxima. En las
muestras PCL AA/FA'y PCL-BG30 se observa un comportamiento similar a la literatura
y un modulo de Young y resistencia mayores, posiblemente debido a un menor
didmetro de fibra [15]. Este menor didmetro de las fibras puede dar lugar a una
alineacion de las particulas inorganicas y de las macromoléculas que puede explicar
los valores mayores obtenidos [48, 51].

La incorporacion de vidrio 13-93 en la muestra de PCL, como se muestra en la Tabla
5-3, genero un detrimento en las propiedades mecanicas. La disminucion del modulo
de Young se puede atribuir a la falta de adhesion en la interface entre el polimero vy el
vidrio que no permite una mayor transferencia de carga, por otro lado, la disminucién
de la tenacidad por la menor deformabilidad y resistencia puede deberse a los

defectos y rugosidades generados producto de estas particulas sélidas [37].
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Figura 5-19. Curvas tension-deformacion de las muestras: PCL AA/FA, PCL-BG30 y PCL-Q.

La muestra que contiene quitosano PCL-Q evidencia una significante fragilizacion
comparando con la muestra de PCL AA/FA con una marcada disminucion de la
maxima deformacion obtenida de un orden de magnitud menor y un aumento de la
rigidez de la membrana, manifestada en el aumento del médulo de Young. Un
comportamiento similar se encuentra reportado por Prasad y colaboradores y se debe

a la mayor rigidez de las cadenas de quitosano por los anillos sacaridos [52].

Tabla 5-3. M6dulo de Young (E), resistencia a la tracciéon (TS) y maxima deformacion de
PCL AA/FA, PCL-BG30y PCL-Q.

Muestra E (MPa) TS (MPa) Def. Max (%)
PCL AA/FA 27 +3 13+6 110+ 10
PCL-BG30 17+3 45+0,9 90 + 20

PCL-Q 31+3 16+0,1 7,1+0,6
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5.6. Bioactividad acelular

En las Figura 5-20 y Figura 5-21 se muestran las micrografias SEM de las muestras
PCL AA/FA, PCL-BG30, PCL-Q y PCL-Q-BG30 antes de la inmersion en fluido
corporal simulado (SBF) y luego de 1, 3, 7, 14 y 21 dias en el medio. Ademas, en la
Figura 5-23 se presentan los espectros FTIR de las muestras luego de cada intervalo

temporal.

En la Figura 5-20 se observa un depésito sobre las muestras de PCL-BG30, PCL-Q y
PCL-Q-BG30 luego de 1 dia de inmersién en SBF el cual se puede deber a un mal
enjuagado y secado de las muestras. Esta situacion también se repiti6 en las
micrografias de las muestras de PCL-Q a 14 y 21 dias de inmersion.

Asimismo, luego de 24 horas de inmersion en SBF no se generd ningun deposito
atribuible a la mineralizacién de la membrana por la presencia de las particulas de
vidrio 13-93. En literatura se informa que en iguales condiciones precipita una fase
mineral cuando se utiliza biovidrio 45S5 [37, 15]. Esto permite inferir que la menor
bioactividad del vidrio 13-93 producto del mayor contenido de SiO2 se sigue

manifestando aun cuando no es el material mayoritario.

Luego de los 21 dias de inmersién en SBF no se observé ningun depdsito compatible
con hidroxiapatita carbonatada (HCA) en las muestras PCL AA/FA y PCL-Q. Por el
contrario, en las muestras que contienen vidrio 13-93 se pueden observar estructuras
compatibles con HCA con morfologia de tipo coliflor desde los 3 dias de inmersién en
el medio [37]. Estas estructuras aumentaron en cantidad y tamafio con el aumento del
tiempo de inmersion en la solucion. Por lo tanto, la mineralizacion de las muestras
resulto progresiva y la bioactividad de las particulas de vidrio no se vio afectada por el

procesamiento.

La estructura fibrilar de las matrices poliméricas se mantuvo estable en todas las
muestras que contienen vidrio. Mientras que se observo un hinchamiento en las fibras
de PCL-Q que aumento con el tiempo de inmersion perceptible hasta los 7 dias (el

depdsito no permite valorar este fendmeno en los siguientes tiempos de inmersion).
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PCL AA/FA

Figura 5-20. Micrografias SEM de las matrices electrohiladas: PCLAA/FA, PCL-BG30, PCL-
Q y PCL-Q-BG30: antes de la inmersion en SBF (izquierda), 1 dia (centro) y 3 dias de
inmersion (derecha). Las micrografias de las muestras PCL AA/FA'y PCL-BG30 con una
magnificacion de 5.000 X y las de PCL-Q y PCL-Q-BG30 de 10.000 X.
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PCL AA/FA

Figura 5-21. Micrografias SEM de las matrices electrohiladas: PCLAA/FA, PCL-BG30, PCL-
Q y PCL-Q-BG30: 7 (izquierda), 14 (centro) y 21 dias de inmersién (derecha). Las
micrografias de las muestras PCL AA/FA y PCL-BG30 con una magnificacion de 5.000 X y
las de PCL-Q y PCL-Q-BG30 de 10.000 X.
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En la Figura 5-23 se presenta el espectro FITR de las muestras en los intervalos
temporales con el objetivo de caracterizar el depdsito encontrado. Los espectros de
las muestras que poseen vidrio 13-93 muestran la aparicion de picos a 960, 870, 590
y 560 cm. En el caso de PCL-Q-BG30 coincide con la precipitacion de las estructuras
tipo coliflor con la aparicion de los picos en el tercer dia de inmersién en la solucion.
De otra manera, en los espectros de las muestras de PCL-BG30 la aparicion de picos
se da a los 7 dias mientras que los precipitados son apreciables al tercer dia en las
micrografias SEM. Este comportamiento puede deberse a que los precipitados en la
muestra de PCL-BG30 a tres dias de inmersion son de menor tamafio que los
precipitados en la muestra de PCL-Q-BG30 como se observa en la micrografia SEM

a bajos aumentos (Figura 5-22).

50 pm

Figura 5-22. Micrografias SEM luego de 3 dias de inmersion en SBF: A) PCL-BG30
magnificacion de 1.000 X, B) PCL-Q-BG30 magnificacién de 1.000 X.

El pico centrado en 960 cm™ es atribuible a estiramiento simétrico de enlaces Si-OH
producto de la disolucién de la estructura vitrea de SiO2. Los picos en 590 y 560 cm™
corresponden a la flexion asimétrica de enlaces P-O luego de la inmersion de SBF.
Asimismo, el pico ubicado en 870 cm™, que puede observarse luego de los 7 dias de
inmersion, corresponde a la flexion de COs? por lo que se puede inferir que el depdsito
se trata de HCA [45].
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Figura 5-23. Espectro ATR-FTIR de las matrices PCL AA/FA, PCL-BG30, PCL-Q y PCL-Q-
BG30 desde 2000 a 400 cm™ antes de la inmersién en SBF y luego de 1, 3, 7, 14, y 21 dias.

Las fibras de las matrices PCL AA/FA y PCL-BG30 se deformaron retorciéndose sobre

si mismas y sobre las fibras adyacentes repetitivamente. Se puede notar mayormente

este comportamiento en las micrografias SEM de las muestras de PCL AA/FA y, en
menor medida, en las fibras de PCL-BG30 (Figura 5-24). Este comportamiento puede

deberse a caracter hidrofébico de estas membranas donde el enrollamiento de las

fibras disminuye el &rea del material expuesta a la solucion.
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Figura 5-24. Micrografias SEM de: A) muestra de PCL AA/FA luego de 1 dia de inmersién
en SBF a una de magnificacion 10.000 X y B) muestra de PCL-BG30 luego de3 dias de
inmersion en SBF a una magnificacion de 10.000 X.

La Figura 5-25 y la Figura 5-26 presentan el espectro de dispersion de energia de
rayos X (EDS) de muestras de PCL-BG30 y PCL-Q-BG30 luego de 7 y 14 dias de
inmersion en SBF. Asimismo, se presenta un mapeo de los elementos calcio y fésforo
en las muestras que permite confirmar la presencia de estos elementos es mayoritaria
en los precipitados producto de la inmersion en SBF. Este tipo de analisis permite
calcular la relacién en peso entre estos elementos y pudo observarse que en todos
los casos se acerca a 1,67 (Ca/P en la hidroxiapatita) [45].

Figura 5-25. Andlisis EDS de las muestras PCL-BG30 (izquierda) y PCL-Q-BG30 (derecha)
luego de 7 dias de inmersion en SBF. Espectro EDS con Ca/P y micrografia con mapeo de
Ca (azul) y P (violeta).
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Figura 5-26. Analisis EDS de las muestras PCL-BG30 (izquierda) y PCL-Q-BG30 (derecha)
luego de 14 dias de inmersién en SBF. Espectro EDS con Ca/P y micrografia con mapeo de
Ca (azul) y P (violeta).

A partir de las mediciones de peso de las muestras luego de la inmersién en SBF se
midi6 un leve aumento de peso del orden de 1% del peso inicial. Esto puede deberse
a difusion o absorcion de agua dentro de las fibras de las membranas. En la Figura
5-27 se presentan micrografias SEM de la muestra de PCL AA/FA luego de 21 en el
medio, se observan signos de degradacién como rotura parcial de las fibras y
agrietamiento. Asimismo, se observa perdida de adicion entre algunas fibras y que la
red ultrafina alin se conserva. En las muestras de PCL-Q se observa un hinchamiento
progresivo de las fibras mientras que en las muestras compuestas no puede

apreciarse degradacion debido a los precipitados formados.

Figura 5-27. Micrografias SEM luego de 21 dias de inmersion en SBF de una muestra de
PCL AA/FA: A) magnificacién de 45.000 X, B) magnificacién de 10.000 X.
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5.7. Actividad antibacterial

En la Figura 5-28 se presenta la viabilidad relativa de las bacterias S. aureus y E. coli
en muestras de PCL AA/FA, PCL-BG30, PCL-Q y PCL-Q-BG30 luego de 3, 6 y 24

horas en cultivo.

S. aureus - Gram positivo E. coli - Gram negativo
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Figura 5-28. Viabilidad bacteriana relativa de S. aureus (Gram positivo) y E. coli (Gram
negativo) en las muestras de: PCL AA/FA, PCL-BG30, PCL-Q y PCL-Q-BG30.

Se observé la mayor actividad antibacterial en las muestras de PCL AA/FA y PCL-
BG30 que en las muestras que contienen quitosano en ambos tipos de bacterias, en
las Gram positivas a las 3 horas y en las Gram negativa a las 24 horas. La mayor
inhibicién de desarrollo bacteriano de todas las muestras se presento en el cultivo de
E. coli a las 6 horas, sin embargo, no se pudieron observar diferencias entre las

muestras analizadas.

Por otro lado, las muestras que contienen quitosano aumentaron la viabilidad
bacteriana a las 3 horas de cultivo por encima del control (CNT) lo que significa que
promovieron el crecimiento bacteriano a cortos tiempos en bacterias gram positivas.
Sin embargo, en las siguientes mediciones temporales se revirtié el comportamiento
y disminuyeron la viabilidad bacteriana a valores similares a las muestras de PCL
mientras que, las muestras de PCL AA/FA y PCL-BG30 mantuvieron su viabilidad

constante en el tiempo.

Los vidrios bioactivos pueden presentar comportamiento antibacterial debido a un
aumento del pH causado por una liberacion de cationes durante su disolucién [29]. La
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incorporacion de vidrio en las muestras no afectd la viabilidad bacteriana
significativamente tanto en las muestras con o sin quitosano. Esto puede deberse a
una lenta disolucién de las particulas de biovidrio debido a que estaban embebidos en
las fibras y que el vidrio 13-93 no se encuentra dopado con ningun cation antibacterial
especifico para este fin.

El quitosano posee un amplio espectro de actividad antibacterial y alta tasa de
eliminacion de bacterias tanto Gram positivas como Gram negativas [53]. Sin
embargo, las matrices que incorporaron quitosano presentaron menor actividad
antibacterial. Este fendbmeno puede deberse al aumento de la hidrofilicidad de las
muestras y a la aparicion de mayores sitios de adhesion celular proporcionados por el
quitosano que no son contrarrestados por los modos de accidn antibacterial en estas
condiciones [53, 54].

La actividad bactericida del quitosano depende de mdltiples factores tanto intrinsecos
(el grado de desacetilacion, el estado fisico y la capacidad quelante) como de factores
ambientales (el pH, la temperatura y la fuerza idnica del medio). La estructura
policationica del quitosano es esencial para su actividad antibacterial y a mayor grado
de desacetilacion aumenta la densidad de carga positivas incrementando su efecto
bactericida. Sin embargo, este efecto se vuelve relevante en medios &cidos porque
favorecen la protonacion del grupo amino. Esto puede explicar la ausencia de
actividad antibacterial observada por parte del quitosano ya que el pH de los caldos
para cultivo celular es inicialmente neutro resultando en una baja protonacion de las
cadenas [53, 55].

Las reacciones responsables de la actividad antibacterial del quitosano se producen
durante el contacto de las moléculas del polimero con la membrana celular por lo que
el estado fisico del quitosano es otro factor determinante. En el caso de las matrices
nanofibrosas, el quitosano en estado sélido solo puede entrar en contacto de manera
superficial por lo que es deseable alta area superficial de las membranas
electrohiladas que depende de morfologia de las fibras [53]. De este modo puede que
la interaccion no sea suficiente para afectar la viabilidad de las bacterias debido a que
el quitosano no es el componente mayoritario de las fibras o que el area expuesta sea

insuficiente.
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Por otro lado, la capacidad quelante del quitosano le otorga otro modo de accién
antimicrobiano al permitirle combinarse con cationes metalicos (como Zn?*, Mg?* y
Cu?*) cruciales para la estabilidad de las membranas celulares. Asimismo, se ha
reportado que este mecanismo actla en medio acidos y neutros [53]. Por lo que este
mecanismo puede estar activo en las condiciones del ensayo, pero su efecto puede
estar inhibido por los posibles cationes que pueden provenir de la disolucion del vidrio

bioactivo en el caso de la muestra de PCL-Q-BG30 o del propio medio.
6. Conclusiones

En este trabajo se obtuvieron exitosamente membranas nanofibrosas hibridas de
polimeros sintéticos/natural y nanocompuestas con particulas ceramicas bioactivas.
Las estructuras nanofibrosas se fabricaron a partir del electrohilado de soluciones
utilizando solventes benignos. Sin embargo, la produccion de membranas de PCL y
guitosano presento baja productividad en cuanto al material obtenido en relacién con

el tiempo empleado.

A partir de los estudios de sus propiedades superficiales se pudo comprobar la
composicién polimérica de las fibras obtenidas incorporando quitosano y PCL asi
como particulas de vidrio bioactivo 13-93. De este modo se pudieron obtener fibras
compuestas y con comportamiento hidrofilico en el rango hanométrico, caracteristicas
gue permiten imitar la morfologia de la MEC, favoreciendo la buena adhesion celular
y absorcion de exudados. Por otra parte, la presencia de hasta un 19% en peso de

particulas de vidrio no afectaron el comportamiento superficial de las membranas.

A partir de la evaluacion de las propiedades mecanicas se observo que las matrices
sin quitosano poseen buenas propiedades mecanicas que les permiten resistir a ser
manipuladas. La incorporacion de particulas de vidrio 13-93 produjo una disminucion
de la resistencia mecanica de las membranas y la adicion de quitosano una marcada
pérdida de la flexibilidad y resistencia. Esta fragilizacién de las membranas es una

gran limitacién a la manipulacién de las membranas con quitosano durante su uso.

Las membranas obtenidas con particulas de vidrio demostraron ser bioactivas en
fluido simulado lo que permite inferir una buena compatibilidad de estas membranas
compuestas con tejidos, en particular los tejidos 6seos. Las membranas compuestas

se mineralizaron aun con 4% de vidrio bioactivo. Sin embargo, la actividad antibacterial
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no fue alterada por la presencia de quitosano que incluso promovio el crecimiento de

bacterias gram positivas y negativas en periodos cortos de tiempo.

En conclusion, las matrices obtenidas de PCL con quitosano y particulas de vidrio 13-

93 demostraron ser bioactivas, nanofibrosas, hidrofilicas y de potencial aplicacion en

ingenieria de tejidos y en curado de heridas.

7.

Trabajo futuro

A continuacion, se presentan distintas actividades para completar el estudio del

sistema;

[1]

[2]

Realizar una evaluacién térmica por calorimetros diferencial de barrido de todas
las membranas obtenidas. La misma no pudo concretarse por la imposibilidad
de asistir a los laboratorios debido a la pandemia COVID-19 y por el
desmantelamiento del laboratorio de caracterizacion de polimeros por mudanza
a otro edificio.

Optimizar la cantidad de quitosano adicionado para equilibrar el aumento de la
compatibilidad celular con las pérdidas de las propiedades mecanicas y mayor
productividad del proceso de electrohilado.

Investigar la utilizacion de particulas de vidrio bioactivo con iones metalicos que
aporten mayor actividad antibacterial.

Investigar la utilizacion de quitosano modificado quimicamente para aumentar
la actividad antibacterial de las membranas.

Realizar ensayos de citotoxicidad in vitro y de adhesion y proliferaciéon de

celular.
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