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RESUMEN

“Preparacion y caracterizacion de nanofibras poliméricas base

colageno con potencial aplicaciones en el area biomédica”

Julia Hernandez Vargas
Doctora en Ciencias en Ingenieria Quimica
Dirigida por: Dr. Javier Lara Romero y Dra. J. Betzabe Gonzalez Campos

El presente trabajo estd dividido en una parte te6rica y una parte
experimental y tiene como finalidad diferentes objetivos los cuales estan divididos
en 3 capitulos, la parte tedrica se analiza en el capitulo Il donde se presenta el
estudio de la optimizacion del proceso de sintesis de nanomateriales que incluyen
el electrospinning para la obtencién de las nanofibras poliméricas y los métodos de
descarga de arco, ablacion laser y deposicién quimica en fase vapor (CVD) para la
preparacion de los nanotubos de carbono, la parte experimental se muestra en el
capitulo Il donde presentaremos la sintesis y caracterizacion de dichos
materiales ya como tal asi como su caracterizacion fisica y quimica; y finalmente
en el capitulo IV se evaluaran las biocompatibilidad a las 24 horas mediante la
tincion de células con azul de Toluidina y cristal violeta y la citotoxicidad a 72
horas con la técnica MTT de los materiales obtenidos mediante el cultivo de

células HT29 de cancer de colon.

Palabras clave: Bionanomaterial, nanofibra polimérica, optimizaciéon
matematica, aplicaciones biomédicas.
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ABSTRACT
“Preparation and characterization of polymeric nanofibers based

collagen type Il reinforced by carbon nanotubes for biomedical applications”

Julia Hernandez Vargas
Doctor of Science in Chemical Engineering
Advicer: Dr. Javier Lara Romero and Dra. J. Betzabe Gonzalez Campos

The present work is distributed in a theoretical part and an experimental part
and has as aim different objectives which are divided into 3 chapters, the
theoretical part is analyzed in chapter Il where the study of the optimization of the
synthesis process of nanomaterials Which include electrospinning for the
preparation of polymer nanofibers and methods of arc discharge, laser ablation
and chemical vapor deposition (CVD) for the production of carbon nanotubes; the
experimental part is shown in chapter lll where we present The synthesis and
characterization of these materials as such as well as their physical and chemical
characterization; And finally in chapter IV biocompatibility will be evaluated at 24
hours by staining cells with Toluidine blue and violet crystal and cytotoxicity at 72
hours with the MTT technique of the materials obtained by the culture of colon

cancer HT29 cells .

Keywords: Bionanomaterial, polymer nanofiber, mathematical optimization,
biomedical applications.
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Capitulo | INTRODUCCION

En la actualidad, la sintesis de los nanomateriales se ha convertido en un
area de gran interés en la ciencia de los nanomateriales debido a las novedosas
aplicaciones biomédicas que presentan éstos compuestos dadas sus propiedades
fisicas y quimicas. Por tal razdn, muchos de los estudios se han centrado en la
optimizacion de sus métodos de sintesis, la cual, consiste en encontrar las
mejores condiciones de operaciéon para obtener el resultado deseado. Al respecto,
es importante emplear métodos de optimizacién que permitan manipular una gran
cantidad de variables y restricciones para determinar la solucién éptima de un
problema dado. Particularmente, las formulaciones de programacion disyuntivos
permiten facilmente representar un problema complejo combinatorio.

Dentro de los biomateriales mas utilizados se encuentran las nanofibras.
Los parametros empleados para su fabricacion no solamente determinan sus
propiedades fisicas finales como la biocompatibilidad, la biodegradabilidad y la
estabilidad mecanica, sino también proveen las sefiales apropiadas para procesos
de crecimiento celular, por ende, es de suma importancia el determinar las
propiedades fisicoquimicas, mecanicas y bioldgicas de dichos materiales. Por otro
lado, los nanotubos de carbono son nanomateriales que han alcanzado su auge
debido al gran ndmero de aplicaciones que pueden tener de acuerdo a sus
caracteristicas fisicas, quimicas y mecanicas, las cuales dependen ampliamente
de los métodos de sintesis y las variables involucradas.

Actualmente, la optimizacion de los procesos de sintesis de nanomateriales
se ha centrado en analisis experimentales de las variables involucradas,
realizando modificaciones de las mismas a nivel laboratorio y encontrando sus
Optimos a partir de experimentos de prueba y error, sin tomar en cuenta el costo y
mucho menos aspectos de seguridad implicitos en los métodos y reactivos
empleados para tal fin. Es asi, que se hace necesario contar con métodos de
optimizacion tedricos en los que puedan relacionarse variables de optimizacion en
torno a la calidad de los materiales sintetizados, su rendimiento, seguridad y costo.
De tal forma, que a partir de estos estudios es posible seleccionar los parametros
mas adecuados para su implementacion en la sintesis experimental de estos
materiales, los cuales pueden finalmente evaluados respecto de su
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biocompatibilidad y citotoxicidad para determinar su potencial uso en aplicaciones
biomédicas.

El presente trabajo se ha centrado en tres objetivos principales; el primero
es la optimizacién de los procesos de sintesis de los nanomateriales en torno a su
calidad, rendimiento, seguridad y costo. Se presenta la optimizacién de la sintesis
de nanotubos de carbono tomando en cuenta su produccion mediante los métodos
de descarga de arco, ablacidén laser y deposicion quimica en fase vapor, asi
mismo, se ha optimizado el procesamiento de soluciones poliméricas para la
produccién de materiales compuestos en forma de nanofibras mediante el método
de electrohilado. El segundo objetivo es la sintesis y caracterizacion de materiales
compuestos base colageno en forma de nanofibras. Los materiales sintetizados
fueron nanofibras de diversas mezclas de colageno tipo Il, alcohol polivinilico,
acido hialurénico y sulfato de condroitina cargadas con nanotubos de carbono
(NTC); la incorporacion de coldgeno en la matriz polimérica y la interaccidén con los
NTC se ha estudiado mediante espectroscopia de infrarrojo (IR), mientras que la
morfologia y topologia de las nanofibras compuestas finales se analiz6 mediante
microscopia electronica de barrido (SEM). Adicionalmente, se analizé la capacidad
de absorcién de agua y el indice de hinchamiento de dichos materiales, ademas
de determinar la temperatura de transicion vitrea (Tg) y la estabilidad térmica de
cada combinacion mediante calorimetria diferencial de barrido (DSC). Finalmente,
el tercer objetivo fue la evaluacion de la biocompatibilidad y citotoxicidad de estos
materiales sobre células de la linea celular HT29 derivadas de adenocarcinoma de
colén, el andlisis de biocompatibilidad se realiz6 mediante estudios de adhesion
con azul de Toluidina y Cristal violeta, mientras que la citotoxicidad-viabilidad
mediante el ensayo colorimétrico para viabilidad celular, MTT.

Los resultados muestran que mediante la optimizacion matematica es
posible determinar las condiciones 6ptimas de operacidon para la sintesis de
nanomateriales lo cual se refleja en un mayor rendimiento y mejor calidad
del material obtenido mediante un proceso seguro y econdmico. Con lo que
respecta a las aplicaciones biomédicas se concluydé que el compuesto de
colageno/alcohol polivinilico-sulfato de condroitina en forma de nanofibras
es el que posee mejores propiedades fisicas, quimicas y biol6gicas para ser
utiizado como matriz de crecimiento de células HT29; mientras que, la
mediante la incorporacion de nanotubos de carbono a esta combinaciéon se
obtiene un material incompatible con las células HT29.
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1.1 Generalidades

El desarrollo de nuevos materiales implica la generaciéon y aplicacion del
conocimiento en muchas areas, asi como la optimizacién de nuevos procesos de
sintesis de materiales capaces de sustituir parcial o totalmente la funcién de algun

organo del cuerpo humano, los cuales son llamados biomateriales (1-4).

A nivel nanométrico los materiales poseen propiedades fisico-quimicas
especificas que pueden diferir de las propiedades de dichos materiales a escala
macroscépica o con tamafios de particulas de mayores dimensiones, los

biomateriales que poseen escalas nanométricas se denominan bionanomateriales.

Los nanomateriales pueden ser clasificados de acuerdo a la Figura 1.
Pueden estar constituidos por metales, ceramicos, polimeros, carbono o
combinaciones de ellos, y deben de cumplir con las condiciones de partida de ser
bioestables, esto es, con caracter permanente, particularmente Utiles, para
sustituir parcial o totalmente tejidos u 6rganos, ser biodegradables, esto es, con
caracter temporal, por tanto, con una funcionalidad adecuada durante un tiempo
limitado, el necesario mientras el problema subsista, y ser biocompatibles y
asegurar una determinada vida media. A su vez, tienen que aportar los beneficios

especificos que requiera la aplicacion para la que sean destinados (2; 5).

Los nanomateriales de manera general pueden obtenerse en forma de
nanofibras (3D), hidrogeles y peliculas (2D), las peliculas delgadas son capas de
materiales delgados con dimensiones que van desde algunos cuantos nanémetros
hasta algunos cientos de micrometros, las cuales son creadas por condensacion
una a una de materia, como &tomos o moléculas (6), un hidrogel se utiliza para
describir las estructuras de redes poliméricas entrecruzadas, estos son obtenidos
a partir de polimeros naturales y/o sintéticos, capaces de absorber y retener
grandes cantidades de agua. La estructura de hidrogel es creada por los grupos o
dominios presentes en una red polimérica que son hidratados en medio acuoso
(4). Finalmente, las nanofibras son estructuras nanométricas en forma de fibras,

tubos, cintas, anillos, varillas y cables, que dada su escala presentan propiedades
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nuevas que no estan presentes en estructuras de igual composicién y tamafo

macroscoépico (7; 8).

I Bionanomateriales

L Biocompatibles y Biodegradables
I

Propiedades bioldgicas, fisicoquimicas y
mecanicas
|
' Peliculas, Hidrogeles y Nanofibras

l Metalicos l Poliméricos l Cerdmicos l Compuestos lBase carbono
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Figura 1 Esquema representativo de la clasificacion de los Nanomateriales.

1.1.1 Biopolimeros definicién,propiedadesy clasificacion.

Un biopolimero es un polimero natural o sintético cuyo fin es el de
interactuar con un sistema biologico. Evaluar, curar, corregir o reemplazar algun
tejido, 6rgano o funcion del organismo son las posibles interacciones entre el

biopolimero y el ser vivo.

——
SN
| —
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Los biopolimeros naturales, como ejemplo una proteina, estan constituidos
por cadenas que se organizan formando una estructura caracteristica y Unica para
cada biopolimero. Esta estructura es un parametro caracteristico del biopolimero
gue se denomina estructura primaria. La funcién biolégica viene determinada por
la estructura secundaria y terciara. Los polimeros sintéticos tienen una estructura
mas simple y aleatoria, lo que deriva en una distribucion de masa molecular, la

cual en los biopolimeros no existe.

Los polimeros son mucho mas blandos que los metales y, en cuanto a su
conductividad térmica, son mejores aislantes que los ceramicos, ademas ofrecen
la posibilidad de fabricarlos de muy distintas maneras, con caracteristicas bien
determinadas, y con facilidad de conformarlos en fibras, tejidos, peliculas o
blogues (1; 9-11).

Entre las principales propiedades que debe cumplir un biopolimero para

poder ser aplicado en biomedicina son:

Ser biocompatible, bioinerte o bioactivo.
Poseer una adecuada resistencia mecéanica
Tener propiedades fisicas adecuadas (densidad)

Buena estabilidad térmica

vV V V V V

Ser No toéxico

La Figura 2 muestra un esquema de los principales polimeros empleados

en la sintesis de nanomateriales.
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Celulosa

Gelatina
Naturales - Quitosano
Quitina
Acido hialuronico
Sulfato de Condroitina
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-I Fabricados

Acido polilactico
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Nylon
Caucho

Polietileno

Figura 2 Esquema representativo de la clasificacion de los biopolimeros.

El colageno, el quitosano, el &cido hialurénico y el sulfato de condroitina son
en mayor proporcion los biopolimeros de origen natural mas empleados para la
sintesis de materiales compuestos de diversas morfologias debido a que poseen
una amplia gama de propiedades deseables en diversas aplicaciones biomédicas.
Mientras que los acidos poli lactico y poliglicélico y el alcohol poliviniico son los
polimeros sintéticos de mayor uso para el mismo fin, sin embargo, el costo de los
primeros dos puede ser una limitante importante para su uso en la sintesis de

biomateriales.
1.1.2 Colageno

El colageno es una proteina que posee diferentes niveles de orden

estructural: primario, secundario, terciario y cuaternario. Es la proteina mas
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abundante en el reino animal, componente principal en la matriz extracelular y en

los tejidos conectivos.

En los tejidos humanos se conocen alrededor de 16 tipos de colageno
diferentes, siendo los mas abundantes y por lo tanto los mas estudiados el de tipo
l, presente en hueso, el de tipo I, presente en cartilago hialino y el de tipo Il
presente en piel. La naturaleza comun de todos estos tipos de colagenos es la
configuracion espacial de triple hélice de su estructura molecular, cada una
formada por el enrollamiento de tres cadenas unidas entre si. Estas cadenas
presentan uniones intramoleculares y extramoleculares, las cuales mantienen el
entrecruzamiento molecular, requisito necesario para que las fibras de colageno
puedan resistir el impacto al que son sometidas. La triple hélice del colageno
surge como consecuencia de las interacciones entre los tres aminoacidos que
componen las cadenas polipeptidicas: glicina, prolina e hidroxiprolina (ver Figura
3).

El colageno se aisla a partir de tejidos animales, principalmente, aunque
existen alternativas al origen animal ya que puede ser producido por tecnologias
recombinantes (aunque todavia presentan un alto costo). Ademas, el colageno es

dificil de procesar y su degradacion es muy dificil de controlar.

El colageno es considerado por muchos como una plataforma o matriz ideal
en ingenieria de tejidos, ya que es el principal componente proteico de la matriz
extracelular y por su prestacién de apoyo a diferentes tejidos conectivos. Se define
por su alta resistencia mecanica, estabilidad térmica, biocompatibilidad, baja
antigenicidad, biodegradabilidad, capacidad para participar en interacciones
especificas, etc. Esto hace que se emplee en un gran nimero de aplicaciones
biomédicas (2; 12-14).




POSGRADO DE INGENIERIA QUIMICA INTRODUCCION

Carbono ¢

Oxigeno
Nitrégeno

o
© Hidrégeno
@
o

Figura 3 Estructura molecular del colageno.

1.1.3 Alcohol Polivinilico (PVA)

El alcohol polivinlico o polivinil alcohol es un polimero biodegradable de
gran interés por su caracter biocompatible, no téxico y por poseer diversas
aplicaciones tales como: la produccién de fibras, coloides de proteccién, agentes
de apresto para textiles y papel, adhesivos, fibras de sutura dtiles en cirugia,
membranas, entre otras (15; 16). Estas propiedades vienen conjuntamente con
una versatilidad quimica notable debido a la presencia de los grupos hidroxilo, que
hacen posible un nimero de injertos y reacciones de reticulacién de la cadena

principal del polimero como se observa en la siguiente (Figura 4).

@ Carbono
© Hidrégeno
@ Oxigeno

Figura 4 Estructura quimica del alcohol poliviniico (PVA).
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1.1.4 Sulfato de Condroitina(SC).

El sulfato de condroitina es unglucosaminoglucano sulfatado compuesto
por una cadena de disacaridos de N-acetilgalactosamina y N-acido

glucurénico alternados (Ver Figura 5).

El sulfato de condroitina se encuentra habitualmente asociado
a proteinas constituyendo agregados de alto peso molecular
denominados proteoglicanos. Es un importante componente de la mayoria de
los tejidos de vertebrados e invertebradosy estd presente principalmente en
aguellos que poseen una gran matriz extracelular, como los que forman los tejidos
conectivos del cuerpo, cartilago, piel, vasos sanguineos, asi como
los ligamentos y los tendones. El sulfato de condroitina aporta al cartilago
sus propiedades mecénicas y elasticas, y le proporciona a este tejido mucha de su
resistencia a la compresiéon por lo que es ampliamente utilizado en aplicaciones
biomédicas como en ingenieria de tejidos (17-19).

@ Carbono
< Hidrégeno
& Oxigeno
@ Nitrégeno
S Azufre

Figura 5 Estructura quimica del sulfato de condroitina (SC).

1.1.5 Acido Hialurénico (HA)

El &cido hialurénico (AH) es un polisacarido del tipo de glucosamino
glucanos con enlaces B, que presenta funcion estructural, como los sulfatos de
condroitina (Ver Figura 6). De textura viscosa, existe en la sinovia, el humor vitreo

y el tejido conjuntivo colageno de numerosos organismos, ademas de que es un
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importante glucosaminoglucano en la homeostasis articular. En seres humanos

destaca su concentracion en las articulaciones, los cartilagos vy la piel.

@ carbono
© Hidrégeno

@ Oxigeno
@ Nitrégeno

Figura 6 Estructura quimica del acido hialurénico (HA).

Debido a que es un polimero natural, no toxico, biodegradable y
biocompatible, es ampliamente en biomedicina para la restauracion de cartilago,

hueso, saneamiento de heridas, entre muchas otras mas (18-20).

Las nanofibras poliméricas constituyen un papel importante en los nuevos
avances tecnolégicos de biomedicina debido a que son materiales con gran area
superficial lo que aporta excelentes propiedades mecénicas superiores
comparadas con cualquier material y la facilidad de adicion de grupos funcionales
en la superficie (8; 21; 22), poseen alta porosidad lo que facilita el transporte de
material entre las células, Las nanofibras de coladgeno son de particular interés e
importancia en biomedicina, debido a que ademéas de ser un material con
propiedades nanométricas posee las caracteristicas del biopolimero, como son,
biocompatibilidad, biodegradabilidad, no téxico y precursor del crecimiento celular.
A pesar de que se tienen varios trabajos de la sintesis de nanofibras de colageno
tipo I, es importante remarcar que en ninguno de ellos se ha abordado la
optimizacion del procesos de Electrospinning para la sintesis de éstos materiales,
lo cual, es de suma importancia debido a que mediante ellos se pueden abordar el
efecto de cada una de las variables de proceso (voltaje, concentracién, velocidad

de inyeccion, temperatura y distancia, etc.), las cuales influyen de manera

10

——
| —
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primordial en el diametro y calidad de la fibra lo cual es de vital importancia para
las aplicaciones biomédicas de dichos materiales; por lo tanto, si se lleva a cabo la
optimizacién de éstos materiales antes de ser sintetizados, podemos definir el
valor de cada una de éstas variables y asi obtener los materiales con las
caracteristicas deseadas de manera eficaz ahorrando tiempo y costos porque se

evitarian experimentos fallidos y desperdicio de materias primas.

A partir de la década pasada las nanofibras han recibido un renovado
interés debido a su elevada area superficial y alta porosidad. El Electrospinning se
define de manera general como el proceso de producir fibras haciendo uso de un
campo eléctrico, el cual actia sobre las cargas inducidas en una solucién
polimérica. Este proceso consta de distintas etapas, desde el bombeo de la
solucién polimérica al electrodo (aguja) hasta la etapa final de recoleccion de
fibras (7). Esta técnica emplea fuerzas eléctricas para producir fibras de polimeros
con diametros en la escala nanométricas y de longitudes variables (19; 22). La
optimizacion del proceso Electrospinning para la sintesis de nanofibras ha sido
estudiado debido a la gran cantidad de parametros que influyen en las

caracteristicas finales de la fibra obtenida (8; 23; 24).

Por otro lado, los nanotubos de carbono (NTC) han alcanzado auge en un
gran numero de aplicaciones debido a que integran excelentes propiedades
Opticas, térmicas, fisicoquimicas, mecanicas y eléctricas que poseen. Existen
diferentes métodos de sintesis de estos nanomateriales entre los que destacan
descarga de arco, deposicion de fase vapor, ablacion laser, entre otros.
Recientemente, se ha promovido el interés por la optimizacion de los procesos de
sintesis de los NTC para obtener las caracteristicas deseadas a menor costo y de

manera segura de estos nanomateriales (25-27).

Una vez obtenidos los nanomateriales mediante el proceso optimizado, un
nuevo reto al que se enfrenta es el dar una aplicacion potencialmente Util. Las
aplicaciones biomédicas son las favoritas para este de biomateriales debido a sus
caracteristicas Unicas que poseen por las escalas nanométricas similares al

material extracelular de las células. Por esta razdon, en las Ultimas décadas, los
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nanomateriales han tenido auge como posibles candidatos para mejora de

materiales tradicionales utilizados en aplicaciones biomédicas.
1.1.6 Nanofibras poliméricas basecolageno tipo ll

Se sabe que de manera natural el cuerpo humano contiene un alto nivel de
colageno tipo I, mayormente se encuentra en tejidos fibrosos como tendones,
ligamentos y piel, el cual se ha utilizado como uno de los principales componentes
fibrosos para la sintesis de biomateriales. El colageno es facilmente degradado y
absorbido por el cuerpo, lo que lleva a una buena adhesién a las células, aunque
tiene menos resistencia mecéanica (E ~ 100 MPa) que el hueso (E ~ 2 GPa), por
esta razon, el colageno se utiliza a menudo como un material compuesto y se
mezcla con otros materiales tales como ceramicas hidroxiapatita (14), polimeros
naturales como €l sulfato de condroitina (18), acido hialurénico (28), gelatina (29),
seda (13), y polimeros sintéticos como PVA (30) y poli (e-caprolactona) (31), asi

como algunos polisacaridos como quitosano y alginato (29; 32).

Se han sintetizado nanomateriales a partir de colageno en forma de
nanofibras, los cuales son candidatos potenciales para aplicaciones biomédicas,
combinando al colageno con otros polimeros con el fin de fortalecer u obtener
materiales con mejores caracteristicas fisicoquimicas y de biocompatibilidad (33-
36).

En 2012, Huilin Tian et al. estudiaron las interacciones que existen entre el
colageno y el sulfato de condroitina por medio de espectroscopia de infrarrojo,
ellos definieron que dichas interacciones se dan entre los grupos hidroxilos del
sulfato de condroitina y los grupos C=0 del coldgeno, ademas de la interaccion
electrostatica entre los grupos carboxilos del sulfato de condroitina y los grupos
amino del colageno (37).

En 2013, Yu et al. estudiaron el grado de desintegracion de colageno a
partir de nanofiboras de colageno/alginato/quitosano/HA en solucién. La

desintegracién del 35% se observa después de 10 dias (38).
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En 2014, Vozzi et al. sembraron un osteoblasto primario sobre el
biomaterial colageno/gelatina/genipina e investigaron la adhesion celular y la
proliferacion, después de 3, 7, 15, y 21 dias. Ellos concluyeron que la proliferacién
celular aumentd con el tiempo en el cultivo (maximo a los 21 dias) y que las
células de osteoblastos primarios se disponen como monocapa, mientras que su

forma celular estd muy aplanada en nanofibras de colageno (39).

En 2015, Ho Jun Jeon et al. sintetizaron nanofibras de poli (e-caprolactona)
Icolageno tipo |, demostrando su biocompatibilidad y viabilidad con células
humanas tipo osteoblastos (MG63) (40).

En 2016, Xiaoli Zhang et al. Prepararon nanofibras de Colageno/PVA
mediante electrospinning, ellos emplearon radiacion UV y glutaraldehido para
promover el entrecruzamiento entre colageno y PVA y mostraron su eficiencia

para la liberacion de farmacos utilizando como modelo el &cido salicilico (36).

1.1.7 Nanofibras poliméricas reforzadas con Nanotubosde

Carbono

Las nanofibras integradas por nanotubos de carbono (NTC) y una red
polimérica son nanomateriales multifuncionales muy atractivos, debido a que es
posible combinar las caracteristicas mecénicas y electronicas de sus componentes
individuales, con lo cual es posible mejorar sus propiedades mecanicas (41),

eléctricas y térmicas (25; 42; 43).

Las nanofibras de NTC/polimero han demostrado ser atractivas para un sin
fin de aplicaciones potenciales. Entre las principales aplicaciones de las nanofibras
de NTC/polimero es la ingenieria de tejidos (31; 44), la restauracion de hueso (45),

los sensores quimicos (46), la liberacion de farmacos (44; 47) , entre muchos mas.

Los NTC son considerados excelentes refuerzos para las nanofibras
poliméricas debido a sus inigualables propiedades mecanicas, su alta estabilidad
quimica y térmica, su buena conductividad eléctrica y su excelente conductividad
térmica (13; 48; 49).
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En 2013, Brakmane et al. desarrollaron una nuevo dispositivo utilizando
nanotubos de carbono de pared Unica (SWCNT) y puntos cuanticos (QDs) para la
deteccion temprana del céncer de células, con la opcién de entregar un
tratamiento especifico (50). Pei-Chi Lee et al. en el mismo afio estudiaron la
conjugacion de MWNTC con anticuerpos para la deteccion de células

cancerigenas y transportar farmacos hacia el interior de éstas células (7).

1.1.8 Optimizaciondelos procesos desintesisde

nanomaterialesy sus posibles aplicaciones

La optimizacion consiste en encontrar las mejores condiciones para obtener
el resultado deseado, la programacion matematica ha sido ampliamente utilizada
para afinar diferentes procesos Debido a que tiene la ventaja de que permite
manipular una gran cantidad de variables y restricciones para determinar la
solucion optima de un problema dado. Particularmente, las formulaciones de
programacion disyuntivos permiten facilmente representar un problema complejo
combinatorio, y estas formulaciones se han probado en diversos problemas con

aplicacion en ingenieria (42).

Actualmente el mundo esta volcado al estudio, desarrollo y blsqueda de
aplicacion de los nanomateriales, pero la optimizacién de los procesos de sintesis
de estos materiales es del mismo modo de suma importancia y el contar con
modelos matematicos adecuados de la sintesis de bionanomateriales por
diferentes métodos seria de gran ayuda para el disefio, escalamiento, operaciény

optimizacion del proceso.

De manera importante, se ha determinado que los materiales a escala
manometrica exhiben propiedades superiores de compatibilidad celular,
mecanicas, eléctricas, Opticas, cataliticas y magnéticas comparada con los
materiales convencionales (0 microestructuras), entre las que destacan las
siguientes: Restauracion de cartlago, Saneamiento de heridas, Liberacion de
farmacos, Restauracion de hueso, Catalisis, Cosmética y Estética, Restauracion
de piel y tendones, etc. (8; 51).
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1.2 Justificacion

Hoy en dia, los nanomateriales, debido a su tamafio nanométrico y su alta
area superficial se han convertido en un campo emergente que ha mostrado una
gran promesa en el desarrollo de nuevos agentes de diagnostico, de formacion de
imagenes y terapéuticos para una variedad de enfermedades, incluyendo el
cancer. La ciencia de los materiales ha crecido mucho, por lo que se ha hecho
necesaria una clasificacion practica que es de gran utilidad para distinguir a los
materiales con base en sus funciones principales, ya sean mecanicas
(estructurales), bioldgicas, eléctricas, magnéticas u Opticas. Los nanomateriales
son ampliamente empleados para usos biomédicos, entre los més utilizados se
encuentran las nanofibras poliméricas las cuales poseen didmetros nanométricos
y constituyen un escenario versatil para un amplio nimero de aplicaciones en
diversas areas en las que se destacan las aplicaciones biomédicas. La produccién
de nanofibras por medio de la técnica de electrohilado, ha aumentado
significativamente en la Ultima década debido a que es una técnica relativamente
sencilla, sin embargo, este proceso involucra una cantidad considerable de
parametros que influyen en las propiedades del producto final. Asimismo, los
nanotubos de carbono se han convertido en materiales clave para un gran nimero
de aplicaciones biomédicas, no obstante, su sintesis a bajo costo, de manera
segura y con las caracteristicas finales deseadas es un factor clave para el
escalamiento y procesado de dichos materiales. Es asi, que la sintesis de
nanomateriales se ha convertido en una rama de estudio de suma importancia
debido que cada dia son mas exigentes las caracteristicas necesarias del
biomaterial para poder ser utilizado con fines biomédicos, por esta razon en los
dltimos afios se ha hecho necesario considerar procesos de obtencion de manera
econémica, segura y con mayor rendimiento, pero sin perder las cualidades
necesarias del material, es asi que la optimizacion de sus procesos de produccion
considerando estos aspectos es altamente necesaria para posteriormente realizar
su sintesis de una manera efectiva que permita la obtencion de nanobiomateriales

altamente biocompatibles y no téxicos para el crecimiento celular
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1.3 Hipotesis

El estudio de las variables de proceso de sintesis de nanomateriales
permitird optimizar el método sintesis y obtener los nanomateriales base colageno
tipo Il y nanotubos de carbono con excelentes caracteristicas de biocompatibilidad

y baja citotoxicidad en células HT29.

1.4 Objetivos

1.4.1 Objetivo general

Optimizar la sintesis de nanomateriales compuestos base colageno tipo |l
en forma de nanofibras y reforzados con nanotubos de carbono para su
caracterizacion fisicoquimica y evaluar su biocompatibilidad y citotoxicidad

mediante el cultivo de células HT29.

1.4.2 Objetivos especificos

1. Optimizar la sintesis de los NTC.

2. Purificar y funcionalizar los NTC obtenidos.

3. Montaje y optimizacion de las variables de procesos del equipo
electrospinning para la sintesis de nanofibras.

4. Obtener nanofibras poliméricas mediante la técnica de electrohilado a partir
de diferentes combinaciones de colageno, alcohol polivinilico, sulfato de
condroitina y acido hialurénico.

5. Incorporar los nanotubos de carbono (NTC) a la combinacién polimérica y
obtener los materiales compuestos.

6. Caracterizar los nanomateriales obtenidos mediante microscopia
electrénica de barrido (SEM), espectroscopia de infrarrojo (IR), andlisis
termogravimérico y calorimetria diferencial de barrido (TGA y DSC), grado
de hinchamiento y sensibilidad al pH.

7. Evaluar la biocompatibilidad de los nanomateriales mediante cultivo celular

in vitro con la linea celular HT29 de cancer de colon.
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Capitulo Il OPTIMIZACIONTEORICADE LOS METODOS DE
SINTESIS DE NANOMATERIALES

El éxito de un biomaterial biocompatible esta ligado intrinsecamente con el
mejoramiento de sus propiedades superficiales, ya que es la superficie la que
estara en contacto directo con el sistema vivo en caso de ser implantado, y dichas
propiedades pueden ser monitoreadas y determinadas mediante un analisis
detallado de las variables de proceso de sintesis de dichos materiales
nanométricos. Todo esto permite que dichos materiales, puedan ser manipulados
quimica y fisicamente en forma Util y sus propiedades y dimensiones finales
dependen en gran medida de los parametros y de la naturaleza del método
utilizado para su sintesis. Varios parametros clave y condiciones de operacion
tienen que ser manipulados para producir estos nanomateriales con propiedades
adecuadas para aplicaciones futuras, y es evidente que todos estos métodos de

sintesis de cualquier material deben ser optimizados.

En ésta seccion se analizara la optimizacion de los métodos de sintesis de
nanomateriales, en lo que se incluyen el electrohilado para la sintesis de
nanofibras poliméricas y tres métodos de sintesis de nanotubos de carbono
(descarga de arco, ablacion laser y deposicion quimica en fase vapor); en los
cuales se consideraran las caracteristicas deseadas del nanomaterial final para
determinar las condiciones de operacion a un costo moderado y con la maxima

seguridad en el proceso.

2.1 Optimizacion matematica de la sintesis de nanotubos de carbono

2.1.1 Los Nanotubosde carbono
Los nanotubos de carbono son sistemas huecos formados por laminas de
grafito enrolladas, de diametros nanométricos y longitudes del orden de las micras.
Son materiales Unicos con propiedades mecanicas, eléctricas, Opticas, térmicas y
quimicas excepcionales que los hacen aptos para mejorar numerosos productos

ya existentes e incluso para generar otros nuevos (45; 52; 53).
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OH COOH OH COOH

Figura 7 Nanotubos de carbono

Los nanotubos de carbono de pared simple (SWCNT — Single Wall Carbon
Nanotubes) estan constituidos por atomos de carbono dispuestos en una red
hexagonal cilindrica, de forma que su estructura es la misma que se obtendria si
se enrollara sobre si misma una lamina de grafito. Los nanotubos de carbono de
pared multiple (MWCNT — Multiwall Carbon Nanotubes) tienen una estructura

similar a varios SWCNT concéntricos con diferentes diametros (Figura 7).

Existen diferentes métodos de sintesis de NTC, a partir de los cuales es
posible producir las diferentes estructuras de los mismos; en forma de vapor
crecido, fibras de carbono y diferentes tipos de materiales nano estructurados de
carbono (53). Entre los métodos mas destacados se encuentran la descarga de
arco, la ablacion laser, la deposicion quimica en fase vapor (CVD), la pirélisis de
hidrocarburos, microondas, entre otros. Las principales caracteristicas de estas
metodologias, asi como las caracteristicas del producto final se resumen en la
Tabla 1.

Tabla 1 Caracteristicas principales de los métodos de sintesis de nanotubos de
carbono (NTC) y caracteristicas del producto final.

Econdmico. Se requiere el uso de un| Se obtienen nanotubos
Descarga de | catalizador metalico.. Se produce la | cortos con diametros
Arco condensacion de atomos de carbono | de 0.6 a 1.4 nm y con
por la evaporacion de grafito | pocos defectos
haciendo uso de una descarga estructurales

eléctrica
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Ablacion laser

Deposicion
Quimica en

fase vapor

Pirdlisis de
hidrocarburos

Microondas

Costoso. Se produce la
condensacion de atomos de carbono
por la evaporacion de grafito
haciendo uso de temperaturas entre
3000 y 4000 °C mediante un laser de
alta potencia.

Simple y econdémico. Se produce la
descomposicién de un precursor que
contiene atomos de carbono en

presencia de un catalizador metalico

Econdmico y rapido.

Se produce la descomposicion de un
precursor que contiene atomos de
carbono en presencia de un
catalizador metalico debido a altas
temperaturas (600-1500°C).

Rapido y simple.

Se produce la descomposicién de un
debido al

calentamiento selectivo, uniforme y

precursor  metalico
volumétrico producido por la energia
suministrada por un campo

Electromagnético.

Se obtienen nanotubos
de 5 a 20 um con
didmetros de 1 a 2 nm
y con pocos defectos

estructurales

Se obtienen nanotubos
de pared mdltiple de
diferentes didmetros y
tamafios con pocos
defectos estructurales.

Se obtienen nanotubos
de pared mdltiple de
diferentes didmetros y
tamafios con algunos

defectos estructurales.

Se producen
nanotubos de carbono
con diametros de 50 a
100 nm con algunos

defectos superficiales.

2.1.2 Optimizacion del proceso de sintesis de nanotubos de carbono

Los nanotubos de carbono (NTC) son uno de los descubrimientos mas

impresionantes en la nanotecnologia ya que poseen propiedades superiores con

respecto a otros materiales en un gran nimero de aplicaciones (45).
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Desde el descubrimiento de los nanotubos de carbono, una variedad de
técnicas para su produccion se han desarrollado, donde numerosos parametros
clave y condiciones de operacion tienen que ser manipulados para producir
nanotubos de carbono con las propiedades finales deseadas (44). Entre estas
técnicas se enumeran la descarga de arco eléctrico, la ablacion por laser y la
descomposicion quimica de vapor (CVD), donde las diferentes estructuras de
nanotubos de carbono se pueden producir en forma de vapor crecido, fibras de

carbono y diferentes tipos de materiales nanoestructurados de carbono (46, 47).

Mubarak et al. (2014) realizaron diferentes investigaciones experimentales,
en las cuales no se optimizaron las interacciones simultdneas entre las variables
manipuladas para la obtencion de las propiedades deseadas, y los objetivos
especificos tales como la produccién de nanotubos de carbono con el minimo
costo, el minimo impacto medioambiental y minimo riesgo no han sido
considerados (48). En este contexto, en este trabajo de investigacion se presenta
una formulacién de optimizacion para la sintesis de nanofibras con el minimo
costo, optimizacion que fue recientemente publicada (49) y donde se pone en

evidencia la importancia de tomar en cuenta estos tipos de funciones obijetivo.

Por otra parte, la seguridad en los procesos quimicos es otro factor muy
importante que pocas veces se tiene en cuenta como parametro clave para
proponer nuevas estrategias para la obtencién de nuevos materiales (50). Por lo
tanto, con el fin de dar cuenta de una metodologia adecuada para la identificacion
de la sintesis y las condiciones de funcionamiento éptimas para la obtencién de
nanotubos de carbono con propiedades deseadas, se propone una formulacion de
optimizacién basado en correlaciones experimentales para determinar el método
optimo de sintesis y las condiciones de funcionamiento para la produccion de
nanotubos de carbono que representa, el minimo costo y la maxima seguridad

durante el proceso.

La formulacion de optimizacion se basa en una formulacion de
programacion matematica que tiene en cuenta varias variables y objetivos como

se muestra en la Figura 8.

20

——
| —



84

85
86
87
88
89
90
91
92
93
94
95
96
97

98

99
100
101
102

OPTIMIZACION TEORICA DE LA SINTESIS DE NANOMATERIALES

Fuente de carbono
Catalizador
Temperatura
liempo

Flujo de gas

Variables entrada (V)

Metodo de sintesis

Eficiencia
Costo

Sepuridad
Calidad

NTC

Variables de salida

Figura 8 Interrelaciones de las variables manipuladas para la sintesis de NTC con

las propiedades deseadas.

2.1.3 Propuesta del modelo mateméatico

Las formulaciones de programacion disyuntiva permiten

representar

facilmente un problema combinatorio complejo y estas formulaciones se han

probado en varias aplicaciones de ingenieria (50). De esta manera se propone una

formulacion de programacion disyuntiva para seleccionar el tipo de método de

sintesis utilizado (t), asi como los parametros de funcionamiento (V), incluyendo el

peso de la fuente de carbono, el peso del catalizador, la temperatura, el tiempo y

la velocidad de flujo del gas portador para la sintesis de nanotubos de carbono

gue determinan la eficiencia (Eff), el costo de producciéon (cost), la seguridad del

proceso (Saf) y la calidad de los productos obtenidos (Qualy). La formulacion

disyuntiva propuesta se indica de la siguiente manera:

En esta formulacion,

A\ Saf = 5 (V)
t
Qual = 2" (V)
VO =V, SV Y, €U

Y.
Eff = 5" (V)
Cost = 5 (V)

Y .
P es una variable booleana que es verdadera cuando

se selecciona el método de sintesis t como el 6ptimo, y para este caso se aplican

las relaciones correspondientes para la eficiencia, el costo, seguridad y la calidad

del material obtenido. Cuando la variable booleana es falsa, no se consideran las
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relaciones. Debe tenerse en cuenta que para cada método de sintesis existen
relaciones especificas para la eficiencia, el costo, la seguridad y la calidad, asi
como los limites para las variables involucradas. Ademas, s6lo un método de
sintesis debe ser seleccionado como 6ptimo (es decir, sélo una variable binaria

debe ser igual uno):

2. Y =1 (28)

2.1.4 Caso de estudio

En este caso se evaluaron tres métodos de sintesis de NTC (descarga de
arco, ablacién laser y deposicién quimica en fase vapor (CVD)), debido a que
estas técnicas son las mas utlizadas hoy en dia para la obtencién de estos
nanomateriales (53). Para cada método se obtuvo una correlacién entre el costo y
la eficiencia como funcidon de 5 variables especificas enlistadas en la Tabla 2; el
peso inicial de fuente de carbono (gr), el peso del catalizador(gr), la temperatura
(°C), el flup de gas (ml / min) y el tiempo (min) utilizando Statgraphics.

Posteriormente dichas correlaciones fueron programadas en el software GAMS.

Tabla 2 Variables para la sintesis de nanotubos de carbono presentados en el
caso de estudio.

‘ Variable Independiente ‘ Parametro del proceso
V1 Peso de la Fuente de carbono, gr
\Z Peso del catalizador, gr
V3 Temperatura, °C
\ Flujo de gas, mL/min
Vg Tiempo, min

La Tabla 3 muestra la fuente de carbono, el peso del catalizador y el flujo de
gas para cada tecnologia analizada en el caso de estudio. Se puede observar que
para el método CVD se utilizaron dos fuentes de carbono el alcanfor y el aguarras

como caso de estudio.
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Tabla 3 Fuente de carbono, peso del catalizador y flujo de gas para cada método

de sintesis del caso de estudio.

Método sintesis Fuente de carbono, gr Catalizador, gr Flujo gas mL/min

Descarga de arco

Ablacioén laser 0.67 0.001 400
CVD alcanfor 0.10 0.035 40.0
CVD aguarras 4.00 0.107 10.0

El modelo presentado también tiene en cuenta el andlisis de la seguridad de
los diferentes métodos de sintesis para la producciéon de nanotubos de carbono,
esta se determind considerando la toxicidad causada por la exposicion a
sustancias quimicas nocivas durante cada proceso. La calidad del material
obtenido se considera como el deseado para todos los métodos de sintesis

estudiados.

En la Tabla 4 se muestran las correlaciones para la eficiencia de cada
método de sintesis estudiado considerando el peso de la fuente de carbono, el
peso del catalizador, la temperatura, el flujo de gasy el tiempo.

Tabla 4 Correlaciones para el costo y eficiencia para cada método de sintesis.

Método sintesis | Correlacion para la eficiencia

Descarga de Eff = —20.5048 +45.3291e,+ 0.0258+, +0.0553,+0.2602+y - 0.86 142y, o/,

arco —0.0154+y/, 0y,

Ablacion laser Eff =32.16 +856.77+\, + 71369.4+y/, - 216.889\/,8\/, - 40.2681%y/, o/,
5.5714+\, 0y,

CVD alcanfor Eff = ~63.9175 - 3.03707+, + S0439.6% + 2330384 +3056.960 +0.05727934,

+0.513682+y,-2.32872 4/,

CVD aguarras Eff =116.273 - 61.6575%\/, +1665.57+\7, +0.053+\/ - 1.102+\7, +4.66°/,

23

——
| —




OPTIMIZACION TEORICA DE LA SINTESIS DE NANOMATERIALES

138 De igual forma, en la Tabla 5 se muestran las correlaciones para los costos
139 de cada método de sintesis estudiado considerando el peso de la fuente de

140 carbono, el peso del catalizador, la temperatura, el flujo de gas y el tiempo.

141 Tabla 5 Correlaciones para el costo y eficiencia para cada método de sintesis.
‘ Método sintesis Correlacion para el costo
Descarga de arco TotCost =0.0042e\/, +1.106 e/, +0.032¢\/, +0.0020y;,
Ablacién laser TotCost =0.0042ey/,+0.810e7,+0.032 01/, +0.003ey/,
CVD alcanfor TotCost =0.023e\/, +0.273ey/,+0.0320\/, + 0.0015 e,
CVD aguarras TotCost =0.003e\/, +0.273ey/,+0.0320y/,+0.0015ey/,
142
143 El andlisis de la seguridad en el proceso de sintesis de nanotubos de

144  carbono se determina por las ecuaciones (2) - (5), donde la seguridad para cada
145 tecnologia es una funcién de las variables del proceso definido en la optimizacion

146  del proceso de sintesis.

Saf = > (V) (29)
RCataliZadw = f (mCataIizadm)) L[gscj\/l (31)
RO = 1 (My) [ perar @
147 Los valores de la dosis letal media, Lpso, Se obtuvieron de la base de datos

148 del software SCRI (54) y el peso promedio de un adulto considerado (M) fue 70 kg.
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149 La Tabla 6 muestra la correlacion de la fuente de carbono y peso del
150 catalizador como funcion de los parametros del proceso para cada método de
151 sintesis.

152 Tabla 6 Correlaciones de toxicidad para cada método de sintesis.

Método sintesis Fuente de carbono Catalizador

Descargade arco | y,=109+7.7:,-0.008%/,—0.00154, +0.103s\/, | \,=-142+ 0.115,+0.0099+, +0.00089+, 000829/,
Ablacién laser V, = 032+5.060,+0.00207,—0.032e\7, +0.24s\/_ | 7, =-0.304+ 0.0274,+0.00027y, +0.00055%/ +0.0024y,
CVD alcanfor V, =442 ~2351%,+0.00294, - 0.123, +0.086+, | \7,=0237 ~0.03%,+0.000320,- 00081 +H0.005,
CVD aguarras V, =-2.005 +0.19%7,~0.000055\/,+0.04+\7, +0.29%y/ |\, =-0.239+0.0025% +0.00028+/,+0.001547,+0.0094+\/,
153 2.1.5 Resultados y Discusién.
154 Las correlaciones obtenidas en Statgraphics y las ecuaciones para

155 determinar el costo se codificaron en el software GAMS (55). Los resultados se
156 muestran en la Figura 9, a partir de estos resultados se observa que la mejor
157  solucién econdémica implica el uso de CVD utilizando aguarras como fuente de
158 carbono; por otro lado, se tiene que el uso de alcanfor como fuente de carbono en
159 CVD proporciona una solucion con un costo moderado, pero con la eficiencia

160 minima.

161 La descarga de arco y la ablacion laser producen el peor escenario
162 econdémico con una eficacia moderada. Para el método de descarga de arco el
163 costo por gramo de nanotubos de carbono aumenta de cero con una eficiencia de
164 0% hasta 18.645 dolares con ~ 100% de eficiencia. Con respecto al método de
165 ablacion laser, el aumento de los costos va de cero con un 0% de eficiencia hasta
166 14.438 ddblares con ~ 100% de eficiencia. Mientras que para el método de
167 deposicion quimica de vapor, el costo aumenta desde cero a 3,419 délares hasta
168 ~ 100% de eficiencia cuando se utiliza alcanfor como fuente de carbono, y
169 aumenta de cero a 0,374 ddlares en ~ 100% de eficiencia cuando se utiliza

170 aguarras como fuente de carbono.
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Figura 9 Resultados para costo y eficiencia para cada

método de sintesis estudiado.

Los resultados de toxicidad para las diferentes soluciones Optimas se
muestran graficamente en la Figura 10. Se observa que el dafio a la salud
causado por exposicion a la fuente de carbono por el método de descarga de arco
es demasiado pequefio, mientras que debido a los dafios ocasionados asociado al
catalizador es de 0,002% de las muertes por la exposicion a 0.050 g durante 5
minutos. Para el método de ablacién con laser, el catalizador utilizado representa
un 0.225% de las muertes causadas por la exposicién a 0.001 g durante 1 minuto.
Respecto al método CVD, utilizar alcanfor como fuente de carbono, representa un
0.001656% de fatalidad causada por la exposicion a 0,004 g de catalizador
durante 12 minutos, y un 0,01945% muertes por la exposicion a 0,100 g de fuente
de carbono durante 12 minutos. Por dltimo, para el método de CVD usando
aguarrds como fuente de carbono, se obtiene un 0,00088% de muertes por
exposicion a 0,1 g de catalizador durante 8 minutos y un 0,000006% de muertes

por exposicion a 4 g de fuente de carbono durante 8 minutos.
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DETERMINACION DE TOXICIDAD
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Figura 10 Toxicidad implicita en cada método de sintesis estudiado.

De acuerdo a los resultados obtenidos se puede concluir que el método
CVD es el méas limpio, mas eficiente y mas seguro con respecto a los otros dos
métodos analizados, descarga de arco y ablacion laser. Esta cuestion pudo ser
determinada y analizada mediante el desarrollo de correlaciones y su respectiva
programacion, lo cual demuestra la importancia y la relevancia de realizar estos

analisis antes del desarrollo experimental.

2.2 Optimizacion matemaéatica de la sintesis de nanofibras poliméricas

2.2.1 Las Nanofibras poliméricas
En la literatura cientifica se define como nanofibra aquellas fibras con
diametros menores a los 100 nandémetros. Sin embargo el sector comercial es mas
flexible en este aspecto aceptando como nanofibras aquellas con diametros hasta
de 300 a 600 nm (42; 56).

Las nanofibras han encontrado su nicho en el nuevo mundo de la

nanotecnologia. Un punto en contra de esta nueva tecnologia es su dificultad de
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sintesis, dado que se requieren generalmente de procedimientos quimicos

complicados para su elaboracion.

En el campo de los polimeros, es posible el desarrollo de nanofibras con
integridad  estructural disefiadas para poseer caracteristicas bioquimicas
especificas, lo que podria llevar a que estas colecciones de nanofibras con
quimica de superficie especffica, puedan adherirse a células para controlar sus

funciones.

Las caracteristicas de estas colecciones (mallas) de nanofibras demuestran
una morfologia y quimica similar a la matriz extracelular del tejido natural, es decir,
un amplio intervalo de distribucion de diametro de poros, alta porosidad,
propiedades mecanicas efectivas y propiedades bioquimicas especificas. Es asi
que es posible aprovechar a los polimeros y biopolimeros en forma de nanofibras
en aplicaciones como membranas multifuncionales y elementos estructurales
biomédicos como el andamiaje utiizado en la ingenieria de tejidos, los
recubrimientos para heridas, 6rganos artificiales, reparacion vascular, etc., y
ademas en textiles especializados Yy filtros para particulas sub-micra, entre muchas

mas aplicaciones en el campo de la biomedicina (8; 57).

2.2.2 Propiedades de las nanofibras poliméricas como
nanomateriales.

Debido a que los nanomateriales pueden restaurar y sustituir funciones de
tejidos vivos y oOrganos en el cuerpo, es esencial que éstos posean ciertas
propiedades; que sean faciles de esterilizar, manipular y que promuevan las
interacciones entre los materiales biolégicos y los implantados. Dichas
propiedades pueden ser clasificadas en propiedades bioldgicas, fisicoquimicas y

en propiedades mecéanicas (33; 58; 59).

2.2.21 Propiedades bioldgicas
Cualquier material implantado debe ser biocompatible y biodegradable para

no provocar reacciones adversas que impidan obtener el efecto deseado y por

tanto es necesario tener en cuenta los factores descritos a continuacion:
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. Los materiales individuales deben de ser de origen bioldgico.

o Que el material presente un grado controlado de degradacion.

. Que sea un material biocompatible y sin citotoxicidad.

. Poseer propiedades que faciliten las interacciones célula-sustrato.

o Que presente baja respuesta inmune e inflamatoria.

. Que sea de facil produccion, purificacion y uso.

. Ser compatible quimicamente con soluciones acuosas y condiciones
fisiologicas.

. Facilitar la proliferacion del tejido a reemplazar.

. Y ser estable en el area implantada.

2.2.2.2 Propiedades fisico —quimicas

Los materiales pueden presentar diversas alteraciones superficiales como
son la corrosion, la solubilidad en algunos componentes o su desintegracion en
funcion del tiempo, la porosidad la cristalinidad, el comportamiento térmico, el
comportamiento mecanico y la resistencia a la degradacion quimica en general.
De este modo el material debe poseer un apropiado grado de degradacion para
asegurar el mantenimiento de una estructura necesaria desde el momento de
implante hasta que el nuevo tejido formado sustituya al soporte. En el caso del
comportamiento térmico hay que distinguir tres temperaturas, la de fusion, la de

descomposiciény la de transicién vitrea.

2.2.2.3 Propiedades mecanicas

Los materiales seleccionados para ser utilizados como implantes deben
poseer unas propiedades mecanicas apropiadas como son la rigidez, porosidad,
interconectividad y tamafio de poros adecuado, superficie especffica,
permeabilidad y rugosidad del sustrato. Las caracteristicas de la superficie del
implante deben ser: rugosidad, grado de pulido, porosidad, potencial eléctrico,
humectacion y comportamiento hidrofébico o hidréfilo, son factores decisivos que
afectan su compatibilidad y determinaran la interacciéon del implante con las

células adyacentes y su capacidad de colonizar su superficie.
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2.2.3 Aplicaciones biomédicas de las nanofibras poliméricas
Dentro de las principales aplicaciones biomédicas en que se han utilizado
ampliamente las nanofibras poliméricas se encuentran: el saneamiento de heridas
(60), como membranas de filtracién (61), en la liberacién de farmacos (62), la
ingenieria de tejidos (27), la restauracion de hueso (30), la inmovilizacién de
enzimas (63), la industria cosmética (64), biosensores(19) , como material de

refuerzo (38), entre otras (ver Figura 11).

Recientemente, K. Jalaja el al sintetizaron nanodfibras de
quitosano/gelatina mediante electrohilado coaxial, y demostraron que éstas

poseen excelentes propiedades para la adhesién y la proliferacion celular (65).

Alaa J Hassiba el at. presentaron una investigacion donde mostraron los
recientes avances de las nanofibras poliméricas en aplicaciones biomédicas, ellos
concluyeron que las nanofibras poseen propiedades superiores a las de cualquier
composito para ser utilizadas en saneamiento de heridas, y que el mejor método

para obtenerlas es el electrohilado (66).

En 2015, Narendra Reddy et al. remarcaron que los biomateriales hechos a
base de polimeros, proteinas y polisacaridos son los mas viables y efectivos para
ser utilizados en aplicaciones biomédicas, sin embargo, al carecer de propiedades
mecéanicas es necesario hacer un entrecruzamiento entre ellos y con otros agentes
para obtener las propiedades deseadas para su uso en aplicaciones biomédicas
(67).

Zhao et al. en 2015 reportaron la sintesis de nanofibras poliméricas de
quitosano, acido hialurénico, heparina y sulfato de condroitina via electrohilado,
remarcando el potencial biomédico de cada uno de estos materiales; ellos
mostraron que los polisacaridos animales son excelentes candidatos para ser
empleados como fuentes naturales en la sintesis de nanofibras para aplicaciones

biomédicas (19).

Jaishri Sharma et al. mostraron que las nanofibras poliméricas poseen

excelentes caracteristicas para ser utilizadas en el tratamiento de heridas y en
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aplicaciones terapéuticas activas (49) . Del mismo modo, Hiremath et al.
mostraron que las nanofibras poliméricas son ampliamente utilizadas en diferentes
aplicaciones biomédicas, mencionando las principales aplicaciones como

cosmeética, ingenieria de tejidos, hueso, piel, nervios, etc. (67).

Material de
refuerzo
] - Saneamiento

Biosensores | 4 de heridas |

- '-P-'.

. -"'-'.f

Cosméticos | Ap“aCioneS \ Filtracion

_ de las ;
. H ¥ - J
- nanofibras
_ y
: 7
inmovilizacion - P Liberacién de
de enzimas — _— farmacos _
J/ y
s a4
r ~ 1 .-.J."
Restauracidén | Ingnieria de
de hueso / tejidos _
i

Figura 11 Aplicaciones biomeédicas de las nanofibras.

2.2.4 Sintesis de Nanofibras poliméricas.

Las nanofibras poliméricas pueden obtenidas a partir de un ndmero
considerable de técnicas tales como son: Drawing, sintesis por molde, separacion
de fase, auto ensamblaje, templado, polimerizacion en fase vapor, extraccion y
electrohilado, siendo éste ultimo método el mas utilizado (2; 8; 49).

Upma Sharma et al. en 2013 patentaron la tecnica de electrohilado para la

sintesis de nanofibras poliméricas (49).
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En 2015, Tao Jiang et al. desarrollaron una investigacion de las estategias
de sintesis de nanofibras por medio del electrohilado considerando todos los
errores, asi como el uso de nanofibras para medicina regenerativa y conluyeron
gue esta tecnica es la mas eficaz y ampliamente utilizada y que las nanofibras
poseen un amplio espectro de aplicaciones en biomedicina debido a sus

caracteristicas y propiedades Unicas (68).

2.2.5 El electrohilado
El electrohilado, comparado con otros meétodos convencionales es
reconocido como un proceso facil y rapido para fabricar fibras continuas de

tamafio micro y nanométrico.

La técnica de electrohilado consta de un electrodo que es conectado a la
punta de una aguja que contiene una solucion polimérica y otro electrodo que se
conecta un colector metélico, el cual a su vez es conectado a tierra. Cuando un
alto voltaje es aplicado, la repulsion de cargas en la superficie del fluido causa una
fuerza directamente opuesta a la tensién superficial del fluido. Cuando el campo
eléctrico es incrementado, la superficie semiesférica del fluido en la punta de la
aguja del inyector se alarga hasta llegar a la forma coénica llamado “cono de
Taylor”. Un chorro de fluido cargado es expulsado desde la punta del cono de
Taylor, cuando la fuerza electrostatica vence la tension superficial en un valor
critico del campo eléctrico. Una caracteristica observada durante este proceso es

la salida aleatoria del chorro polimérico conocida como “flagelacion”.

La evaporacion del solvente toma lugar desde las fibras poliméricas
cargadas hasta el camino al colector produciendo sobre el colector una coleccién
de fibras no tejidas (65; 69). En la Figura 12 se muestra este proceso de manera

representativa.

Ali Eatemadi el al. concluyeron que el electrohilado es el método mas eficaz
y utilizado para la sintesis de nanomateriales en forma de nanofibras para

aplicaciones biomédicas (70).
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Figura 12 Esquema representativo del proceso de electrohilado para la sintesis de

nanofibras.

2.25.1 Variables de Proceso de electrohilado
La calidad y el diametro de las nanofibras son clave para sus aplicaciones
potenciales en el area biomédica, y los pardmetros que influyen para obtener
nanofibras de buena calidad con el diametro deseado son muchos (35; 74; 75),

estos pueden clasificarse en:

e Parametros de la solucion: concentracion, peso molecular
viscosidad, tension superficial y conductividad.

e Parametros de proceso: voltaje, velocidad de flujo, tipo de colector y
distancia entre colector y aguja.

e Parametros ambientales: humedad y temperatura.

2252 Parametros de la solucion.

Concentracion: La formacion de fibras por electrohilado es ante todo

basado en la concentracion y la tension superficial de la solucion polimérica.
Diferentes polimeros requieren diferentes concentraciones de solucion para ser
electro hilado. Uno de los pardmetros mas importantes a controlar en el
electrohilado es el didametro de las fibras. Un problema detectado en esta técnica

es la formacion de defectos en las fibras tales como “gotas” y poros. Se ha
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encontrado que la concentracion del polimero también afecta la formacion de los

defectos. Existen cuatro concentraciones criticas que hay que sefialar:

1. Cuando la concentracion es muy baja, se obtienen nanoparticulas
poliméricas. En este momento, se produce el fendmeno denominado electrospray
en lugar del electrohilado debido a la alta viscosidad y la baja tension superficial

de la solucion.

2. A medida que la concentracion es poco mas alta, se obtiene una mezcla

de granos vy fibras.

3. Cuando la concentracion es adecuada, se obtienen nanofibras lisas y

alineadas.
4. Si la concentracion es muy alta se obtienen fibras en forma de hélices.

Por lo general, al aumentar la concentracién de la solucién, el diametro de

la fibra aumenta si la concentracion de solucion es adecuada para el electrohilado.

Peso Molecular del polimero: El peso molecular del polimero también

tiene un efecto importante en la morfologia de las fibras. En principio, el peso
molecular refleja el acomodo de las cadenas del polimero en la solucién. Mantener
la concentracion fija, disminuyendo el peso molecular de las tendencias de
polimero puede llegar a formar perlas en lugar de fibras lisas. Y si se aumenta

demasiado el peso molecular se obtendra un micro cinta.

Viscosidad: Este parametro es la clave fundamental en la determinacién de
la morfologia de la fibra. Se ha demostrado que no se pueden obtener fibras
continuas y lisas con una muy baja viscosidad, mientras que a viscosidades altas

resulta muy dificil inyectar la solucién y formar el jet.

Es importante sefialar que la viscosidad, la concentracion de polimero, y

peso molecular polimérico estan relacionados entre si.

Tension superficial: La tension superficial, como funcién de las

composiciones del disolvente de la solucion, es un factor muy importante en el
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electrohilado. Con una concentracion fija, la reduccién de la tension superficial de
la solucion puede dar lugar a la formacion de fibras lisas. Basicamente, la tensién
superficial determina los limites superior e inferior de la ventana de electrohilado si

se fijan todas las demas condiciones.

Conductividad: Los iones cargados en la solucién polimérica influencian
considerablemente en la formacion de fibras. Cuando las cargas en la solucién
polimérica se incrementan el campo eléctrico genera mayor fuerza de elongacién
sobre el cono de Taylor dando como resultado fibras con diametros mas finos y

una notable disminucion de los defectos.

2.2.5.3 Paradmetros del proceso.

Voltaje: En el proceso de electrohilado, un elemento fundamental es el
voltaje aplicado a la solucion; pues soélo después de alcanzar el voltaje correcto,
ocurre la formacion de las fibras, esto es debido a la afinidad de la solucién con el
campo eléctrico y de esta manera inicia el proceso de electrohilado. Se ha
demostrado que al aplicar altas tensiones eléctricas, hay mas eyeccion de
polimero y esto a su vez facilita la formacion de una fibra de menor diametro.
También se debe tener en cuenta que un aumento mayor en el voltaje aplicado

puede llevar a la formacion de perlas (13; 71).

Velocidad de inyeccion: La velocidad de flujo de salida del polimero de la
jeringa es un parametro importante en el proceso, ya que influye en la velocidad
del jet como en su reaccién y tasa de transferencia del material. Una menor
velocidad de fluop es mas deseable ya que el disolvente tendra un tiempo
suficiente para la evaporacion. Siempre debe haber un caudal minimo en la
solucién de hilado, una alta velocidad de flujo da como resultado que las fibras no
cuenten con el tiempo necesario para su secado o evaporacion del disolvente

antes de llegar al colector.

Tipos de colectores: Un aspecto importante del proceso de electrohilado

es el tipo de colector utilizado. En este proceso, un colector sirve como un

conductor substrato, donde las nanofibras se recogen. Generalmente, una lamina
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de aluminio se utliza como un colector, pero debido a la dificultad en la
transferencia de fibras recogidas y con la necesidad de fibras alineadas para
diversas aplicaciones; se han utlizado otros colectores, tales como: papel
conductor, tela conductora, malla de alambre, pasadores, barras paralelas o
cuadriculadas, varillas de rotacion y ruedas giratorias. En el electrohilado la
alineacion de la fibra se determina por el tipo de metal, el colector y su velocidad

de rotacioén (72).

Distancia del colector-aguja: La distancia entre la punta de la aguja y el
colector ha sido determinada como otro parametro para controlar los didmetros de
las fibras y su morfologia. Ademas que se requiere una distancia minima para dar
a las fibras el tiempo suficiente para secarse antes de llegar al colector de lo
contrario con las distancias que son muy cercanas 0 muy lejanas, se han

observado la presencia de impurezas y aglomerados en la fibra.

2.25.4 Parametros ambientales
Temperatura vs viscosidad: se han hecho investigaciones las cuales
muestran el efecto de la temperatura sobre el proceso de electrohilado;
determinando que con el aumento en la temperatura, hay un rendimiento de las
fiboras acorde con la disminucion del didmetro de las mismas; es decir la
disminucion del didmetro de las fibras esta asociada a la disminucion de la

viscosidad de las soluciones del polimero al aumentar la temperatura (73).

Humedad: Existe una relacion inversa entre la viscosidad y la temperatura,
encontrando que en una muy baja humedad, un disolvente volatil se puede secar
rapidamente por la evaporacion del disolvente. A veces la tasa de evaporacion es
tan rapida que en comparacion con la evaporacion del disolvente desde la punta
de la aguja da como resultado, que el proceso de electrohilado so6lo puede llevarse

a cabo por unos pocos minutos antes de la punta de la aguja sea obstruida (50).
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2.2.6 Optimizacién de la sintesis de nanofibras por medio del electrohilado
En reportes anteriores la programacion matematica en procesos quimicos
ha sido ampliamente utilizada en la optimizacion de procesos (29). Esto tiene la
ventaja de que permite manipular una gran cantidad de variables y restricciones

para determinar la soluciéon 6ptima de un problema dado.

En particular, las formulaciones de programacién disyuntiva permiten
representar facilmente un problema combinatorial complejo y estas formulaciones

se han probado en varias aplicaciones de ingenieria ((56; 69).

Con lo que respecta a la programacién matematica del electrohilado,
existen pocas publicaciones y ninguna de ellas involucra andlisis de costos y
seguridad del proceso de sintesis, las cuales son de suma importancia pues se
evitan gastos y riesgos innecesarios y al mismo tiempo se determinan las

caracteristicas de la fibra que se desea obtener.

De esta manera, en este trabajo de investigacion publicado recientemente
(29), se propone una formulacion de programacion disyuntiva general para
determinar el costo minimo asociado a la produccion de nanofibras con
caracteristicas especfficas. Esta formulacién disyuntiva debe seleccionar el tipo de
polimero utilizado (p) , el valor de las variables (V) en las que se incluye la
concentracion, el voltaje, la distancia entre los electrodos, la velocidad de
inyeccion y la temperatura, para determinar el diametro de las nanofibras
requerido y satisfactorio (Diam) especificando limitaciones para las variables

manipuladas (V) . Esta formulacién incluye las relaciones de cada polimero para el

cost( ) Diam( )
costo (P ‘'Y/) y el diametro ( P Y7) como una funciéon de las variables

manipuladas (V). La formulacion disyuntiva propuesta se indica a continuacion.
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Ye
Cost = £ (V,)

\/| Diam = f " (V)
VT <V, SV Y, eU

En esta formulacion, Y es una variable booleana que es verdadera cuando
se selecciona el polimero p como el 6ptimo, y para este caso se aplican las
relaciones correspondientes para el costo y el diametro. Cuando la variable
booleana es falsa, no se consideran las relaciones. Debe tenerse en cuenta que
para cada polimero existen relaciones especificas para el diametro y el costo, asi
como los limites para las variables involucradas. Ademas, solo un polimero debe
ser seleccionado como 6ptimo. La formulacién disyuntiva anterior debe ser

reformulada como un conjunto de relaciones algebraicas que se ejecutaran como

., - . . Y
programacion matematica formal. En primer lugar las variables booleanas ( *) se

transforman en variables binarias (yp); cuando la variable booleana es verdadera
la variable binaria correspondiente es 1, y cuando la variable booleana es falsa la
variable binaria correspondiente es cero. Entonces, la reformulaciéon se indica de
la siguiente manera: so6lo un polimero debe ser seleccionado (es decir, sélo una

variable binaria debe ser igual uno):
Y, =1 (1)
P

Entonces, en las relaciones para determinar el costo (COst) y el diametro
de nanofibras deben indicarse solo para el polimero p seleccionado para ser el
optimo de la siguiente manera:

Cost < f*(V, )+ M™ (1-y,), \ARCE @)
Cost > 7 (V) + M= (1-y, ), \/,€P 3)
Diam< 2" (V,)+M™"(1-y,),  ,ep (4)
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Diam > f ”*" (V,, ) + M™*" (1— yp), V,.€p ©)

Cost

Donde ™M es un parametro que se utiliza para activar el costo
correspondiente. De esta manera, cuando se selecciona el polimero p, a
continuacion, la variable binaria es uno y el dltimo término de las relaciones (2) y

(3) es cero.

Este modelo es general, y puede ser utilizado para cualquier cantidad de
polimeros y considerando diferentes variables, sblo se requieren las relaciones
para determinar el costo y el diametro a partir de datos experimentales. EI modelo
fue codificado en el software GAMS) (55) y la siguiente seccidén presenta un caso
estudio para validar el uso del modelo.

2.2.7 Caso de estudio.

En este caso se consideraron tres polimeros (colageno, gelatina vy
quitosano) y se evaluaron las relaciones que existen entre el didmetro. Estos
polimeros fueron seleccionados debido a que sus aplicaciones biomédicas han
aumentado dado sus excelentes caracteristicas de biocompatibilidad y
biodegradabilidad (13; 19; 22; 66).

Una forma de representar la relacion entre el diametro de nanofibras y los

parametros de electrohilado se representa por la ecuacion (6):

Diam = f 7" (v;,V,,V;,V,,V;) (6)

Donde Diam es el diametro promedio (nm), Vl, VZ, V3, Va y Vs son las

variables de optimizacion U considerados en este caso y se describen en la Tabla
7.
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Tabla 7 Variables de optimizacion de electrohilado en el caso de estudio.

Concentraciéon de la solucion(%w/v)
Voltaje aplicado (kV)
Distancia (cm)

<

N

w

Velocidad de alimentacion (ml/h)

S

< | < |1 < | <

(8,

Temperatura (°C)

Para representar la optimizacion del método y la influencia de los
parametros de sintesis se hizo uso de datos experimentales reportados de
trabajos anteriores para la sintesis de nanofibras de coldgeno, gelatina y quitosano
(19; 22; 48; 70), se realiz6 una regresion para establecer una relacion cuantitativa
entre el diametro de la fibra y los pardmetros de procesamiento de electrohilado
para cada polimero, utilizando el software Statgraphics. Por andlisis de regresion
multiple se encontré6 una ecuacion polinomial, que muestra una relacion entre la
variable dependiente (diametro) y las variables independientes: la concentracién
inicial de polimero (%wl/v), voltaje (kV), distancia entre la punta de la aguja al
colector (cm), velocidad de alimentacion de flujo (ml/h) y la temperatura (°C). Esta
ecuacion polinomial se introduce en el modelo mateméatico para representar la

dependencia del diametro de la fibra frente a los pardmetros de electrohilado.

Las relaciones para el diametro se representan para el colageno en la
Ecuacion 7, para gelatina en la Ecuacion 8 y para quitosano en la Ecuacion 9, con
coeficientes de correlacién (R?) entre los valores experimentales y calculados

obtenidos a partir de la ecuacién de superficie de respuesta de 0.975, 0.898 y 1.00

respectivamente.

Diam = -3736.98+12.65V,’ -173.84v. +694.29v, +143.202v, - 16.21V_ + 286.731v, - 497.904v, (7)
-0.00v V2 +2.23v2V, + VIV,

Diam = -7647.83+0.07v; - 3.35v2 +46.19v, — 3.66V2 +153.0v, — 47.07v2 +1048.3v, - 465.71v; (8)

+1203.88V; + Vv +V,V,
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Diam=1089.67 —0.45v> +32.26v, —0.94v2 + 31.29v, +4.19v2 —180.26v, - 180.89vZ +478.72v, +V,V, (9)

Para calcular el costo de un miligramo de nanofibras producidos por el

proceso de electrohilado, se considerd la siguiente ecuacion:

TOtCOSt — COSt polymer + Costsolvent + Costelectricity (10)

Donde TotCost es el costo total de produccién de un miligramo de

COSt polymer

nanofibras, es el costo asociado con el polimero utlizado en la

COSt solvent

produccién de un miligramo de nanofibras, es el costo del disolvente

. electricity
utilizado y Cost

es el costo asociado a la electricidad consumida para la
produccion de un miligramo de nanofibras con las caracteristicas especificas

indicadas.

Para determinar el costo para el polimero utilizado (Costo de polimero), la

ecuacion (11) se aplica:

Cost polimero :UC PO|imefO*mpolimero (11)

polimero

Donde m es la masa de polimero requerido para producir un

polimero

miligramo de nanofibras electrohiladas y |JC es el costo unitario para el

polimero.

Para calcular el costo de disolvente utilizado, se utiliza la ecuacion (12):

Costsolvente _ U C solvente *V solucion (12)

solucion solvente

Donde, la \/ es el volumen total utilizado en mililitros y |JC es el

costo por mililitro de disolvente utilizado en la sintesis de un miligramo de

nanofibras.

La Tabla 8 muestra los costos unitarios en délares asociados a los

polimeros considerados y su correspondiente disolvente.

Tabla 8 Costos unitarios de los polimeros y solventes utilizados.
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Polimero Solvente Costo Polimero /mg Costo solvente/mL

Colageno 1,1,1,3,3,3-hexafluoro-2- $50.31/mg $5.29/mL
propanol (HFP)
Gelatina Acido acético $0.0012/mg $0.1091/mL
Quitosano Acido trifloro-acético $0.0018/mg $0.3580/mL
555
556 La electricidad consumida durante la produccion de nanofibras representa

557 un costo, que se calcula utilizando la ecuaciéon (13) y considera los gastos de

558 electricidad de la disolucion, de la bomba inyeccion y del electrohilado.

electricidad electricidad electricidad electricidad
COSt = C:OStbomba + COSteIectrospinning + COStvoItage (13)
559
560 Por lo tanto, en este caso el costo total de electricidad de electrohilado se

561 calcula como de la siguiente manera:

Costelectricidad — UECP

electrospinning bomba

t+UECP,

electrospinning

+UEC 24v, t (14)
562

563 Donde Pyomva €S la potencia de la bomba, Pepectrospinning €S 1a potencia del
564 electrohilado, 24v? es la potencia por kV aplicado a la solucién polimérica, t es el
565 tiempo de proceso de electrohilado y UEC es el costo de electricidad por kilovatio-
566  hora.

567 La Tabla 9 muestra los costos de la energia y de la electricidad para la
568 unidad de la bomba, el electrohilado y el voltaje aplicado.

569 Tabla 9 Potencia y electricidad de los equipos involucrados en el
570 electrohilado.
Equipos | Potencia Costo de electricidad
Bomba 0.040 kW $ 0.06/kW-h
Electrospinning 5.30 kW $ 0.06/kW-h
Voltaje 24v, $ 0.06/kW-h
571 Podeos observar que t es el tiempo en el que se inyectd la solucion

572  polimérica total, este se calcula como sigue:
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\V4

t — solucion

v,

(15)

Donde, V es el volumen total de la solucién polimérica y esto se calcula con
la siguiente relacion:

v ~ 100m polimero (16)

solucion
Vl

Y combinando las ecuaciones (15) y (16):

_100m™™ (17)
vV,

t

Entonces, con la sustitucion de los valores unitarios indicados en la Tabla 3
y la combinacion de las ecuaciones anteriores, se obtiene la siguiente expresion
para el costo de la electricidad asociada con el proceso de electrohilado para

producir un miligramo de nanofibras:

100 , 5 30uec 19 | 24 uec O (18)

vV, vV, A

Cost®*" ™ — 0.040UEC

El costo total de producciéon por miligramo de nanofibras se calcula como
sigue:

. (19)
TotCost = ppolimero 100 Vs 1 0040120, 539100 | 94 100V;

v, A A A

Sustituyendo los valores para cada polimero se obtienen las expresiones
(20) para colageno, (21) para gelatina y (22) para quitosano.

TotCost — 50.31 + 222-23 | 32.24  144v, (20)
v, Vv, Vv, Vv, Vv,

TotCost — 0.0012 4+ 19:91 , 32.24 | 144v, (21)
v, v, Vv, Vv, Vv,

TotCost — 0.0018 + 52:80 | 32.24  144v, (22)
v, v, V, v, V,
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2.2.8 Resultados y Discusion.
En la primera parte se presenta un andlisis de las interacciones entre las
variables involucradas en la produccion de nanofibras utilizando el proceso de
electrohilado y después se discuten los resultados de optimizacion del proceso de

sintesis.

a) Nanofibras de colageno

La Figura 13 muestra la influencia de los parametros de electrohilado de
nanofibras de colageno. Para éste polimero, el parametro mas importante que
afecta el diametro es la concentracién. Se puede observar en las Figuras 13a y
13c que el aumento de la concentracion y el voltaje aplicado produce un menor
tamafio en el diametro de las nanofibras. Considerando que, cuando la distancia
disminuye y la velocidad de inyeccion aumenta los diametros aumentan. De igual
forma en las Figuras 13b y 13d se observa que aumentan los diametros de las
nanofibras cuando disminuye la distancia. Los didmetros mas pequefios se
obtienen con una distancia m4s grande, concentraciones mas bajas y un mayor

voltaje aplicado (Figura 13e).
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Nanofibras de colageno
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Figura 13 Resultados de la interaccién de parametros de la sintesis de

nanofibras de colageno.

b) Nanofibras de gelatina

La influencia de los diferentes parametros de electrohilado en la sintesis de
nanofibras de gelatina se muestra en la Figura 14. Se observa que cuando la
concentracién y el voltaje aumentan, el diametro de las nanofibras obtenidas

también aumenta (véase las Figuras 14a y 14c), y cuando disminuye la distancia y
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aumenta la velocidad de inyeccién el diametro las nanofibras crece. Ademas, a
distancias mayores, el didmetro de nanofibras disminuye a baja velocidad de
inyeccion (ver Figuras 14b y 14d). Los didmetros més pequefios de nanofibras se
obtienen a distancias mas largas, las concentraciones mas altas y mayor voltaje

aplicado (véase la Figura 14e).

Manofibras de gelatina

Didmetro
Didmetrs

¢ d
s
NS A = Sy // — =
I — / — a0
ar - — 200 a3 — 200
o ( e e
P b \ 1= g e el
g '\ " N Yol T B . T / v 2
2l \\ S ] — [ - A -y
TN NS o A =
(] S . \“‘..\ \\_ . - Jf
T e B 7 N
T e, S e e i ] n ] 5 N 15

Distaneia

Figura 14 Resultados de la interaccién de parametros de la sintesis de

nanofibras de gelatina.

¢) Nanofibras de guitosano

Finalmente, la Figura 15 muestra la influencia de los diferentes parametros
en el diametro de las nanofibras de quitosano. En este caso, concentraciones mas
bajas y voltajes bajos resultan en un didmetro inferior, y cuando la concentracion y

el voltaje aumentan los diametros aumentan también (ver figuras 15a y 15c).
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Ademas, cuando la distancia disminuye y la velocidad de inyeccion aumenta, el
diametro de la fibra disminuye (véase la figura 15b y 15d). Los diametros mas
pequefios de las nanofibras se obtienen a menor valor de voltaje, distancia y

concentraciéon aplicados (Figura 15e).

Nanofibras de quitosano

Diametre

Voltaje

Distancia
2 ® B KW

Ceneentracian

Figura 15 Resultados de la interaccién de parametros de la sintesis de

nanofibras de quitosano.

2.2.9 Resultados de optimizacion.
Los resultados O6ptimos obtenidos para los diferentes polimeros
considerados se muestran en la Tabla 10. Se puede observar que la mejor
solucion econémica implica el uso del polimero gelatina; mientras que el uso de

quitosano proporciona una solucion con un costo moderado, pero con el diametro
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minimo. El colageno representa el peor escenario econdmico con un didmetro
moderado. Para un andlisis mas detallado, la curva de Pareto presentada en la
Figura 6 muestra el equilibrio entre el costo y el didmetro. Las curvas de Pareto
representan un conjunto de soluciones Optimas que compensan los objetivos
econdémicos y de diametro para la nanofibra. Esto es, las soluciones por encima de
la curva representan soluciones sub-Optimas, mientras que las soluciones por
debajo de la curva son soluciones no factibles. Esta curva de Pareto puede ser
muy Util para determinar los costos minimos y condiciones de operacion para la

sintesis de una nanofibra con un diametro especifico.

Se observa en la Figura 16 que en las nanofibras de colageno para
diametros inferiores a ~ 10 nm, el costo de produccion de nanofibras por miligramo
es de $ 488,97 dolares. Sin embargo, para diametros de ~ 10 nm a ~ 400 nm, el
costo de produccion por miligramo es $ 107.08 ddlares, mientras que para
didmetros superiores a ~ 400 nm el costo de produccion por miligramo es $ 106.96
dolares. Cuando los diametros son bajos, la concentracion de la solucidon
polimérica tiende a ~ 1,3 (% w / V), el voltaje a ~ 14,5 kV, la distancia a ~ 10 cm, la
velocidad de inyeccion a ~ 0,885 ml / hr y la temperatura tiende a ~ 23° C. Sin
embargo, cuando el diametro es mayor, la concentracién tiende a ~ 9,9 (% w / v),
el voltaje a ~ 22,5 kV, la velocidad de inyeccion a ~ 0,10 ml / h, la temperatura

tiende a ~ 26° C y la distancia es constante.

Con respecto a las nanofibras de gelatina, para diametros inferiores a ~ 10
nm, el costo asociado por miligramo es $ 25,5 doélares. Pero para nanofibras
didmetros entre ~ 10 a ~ 700 nm el costo asociado por miligramo de nanofibras es
de $1,46 ddlares, mientras que por encima de ~ 700 nm de didmetro de nanofibras
el costo es de $1,45 délares. Cuando los diametros son bajos la concentracion de
la solucion polimérica tiende a ~ 2,12 (% w / v), la tensién a ~ 10,5 kV, la distancia
a ~ 10,5 cm, la velocidad de inyeccién a ~ 0,79 ml / h y la temperatura tiende a ~
19° C. Sin embargo, cuando el diAmetro es mayor la concentracion tiende a ~ 30
(% w / v), el voltaje a ~ 25 kV, la velocidad de inyeccion a ~ 0,10 ml / h, la

temperatura tiende a ~ 27° Cy la distancia es constante.
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En las nanofibras de quitosano, para diametros inferiores a ~ 50 nm el costo
de produccion por miligramo es $ 15.23 dolares. Y para diametros entre ~ 10 nmy
180 nm, el costo es de $6,85 dolares, para didmetros mayores de ~ 180 nm, el
costo es de $6,82 ddlares. Cuando los diametros son bajos la concentracion de la
solucion polimérica tiende a ~ 4,5 (% w / v), el voltaje a ~ 14 kV, la distancia a ~ 12
cm, la velocidad de inyeccién a ~ 0,05 ml/ h y la temperatura tiende a ~ 20° C. Sin
embargo, cuando el diametro es mayor la concentracion tiende a ~ 10 (% w / v), el
voltaje a ~ 34 kV, y la distancia, la velocidad de inyeccién y la temperatura son

constantes.

Curva Pareto
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Figura 16 Curvas Pareto de la sintesis de nanofibras.

Para las nanofibras de colageno el parametro que afecta en mayor medida
al diametro es la concentracion del polimero. Se determind que el aumento de la
concentracién y el voltaje producen nanofibras con menor diametro. Cuando la

distancia disminuye y la velocidad de inyeccion aumenta el diametro aumenta en

49

——
| —



679
680
681
682
683
684
685
686
687
688
689
690
691

692

693

694
695
696
697
698
699
700
701

OPTIMIZACION TEORICA DE LA SINTESIS DE NANOMATERIALES

la misma proporcién. El diametro de las nanofibras aumenta cuando la distancia
disminuye. Las fibras de diametros mas pequefios se obtienen cuando la distancia
es mayor, a concentraciones y voltajes menores. Para las nanofibras de gelatina,
el diametro aumenta cuando se trabajan distancias bajas y velocidades de
inyeccion altas. También, a distancias mas grandes, el diametro de nanofibras
disminuye a una velocidad de inyeccion baja. Los diametros mas pequefios se
obtienen a distancias mayores, mayor concentracion y mayor voltaje aplicado.
Para el caso de las nanofibras de quitosano, cuando se trabaja con concentracion
y voltaje bajos, el diametro de las nanofibras disminuye, y cuando la concentracion
y el voltaje aumentan el didmetro también aumenta. Los diametros mas pequefios
se obtienen cuando se trabajan voltaje, distancias y concentraciones bajas. En
cuanto a la optimizacién econdmica, los resultados éptimos obtenidos para los

diferentes polimeros considerados se muestran en la Tabla 10.

Tabla 10 Parametros de electrohilado y costos.

Concepto/Polymer | Colageno Gelatina Quitosano
Costo ($/mg de nanofibras) $106.956 $1.459 $6.827
Diametro (nm) 400.75 748.29 184.38
Concentracion (%wiv) 9.900 30.000 10.000
Voltaje (kV) 22.500 25.000 34.000
Distancia (cm) 11.000 10.000 10.000
Velocidad de alimentacion (mL/hr) 0.100 0.100 0.050
Temperatura (° C) 26.000 27.000 20.000

2.3Conclusiones parciales del capitulo.

Debido a la importancia de los nanomateriales actualmente en el mundo, el
estudio y desarrollo de éstos asi como la busqueda de aplicaciones nuevas se han
convertido en un factor clave para los avances tecnolégicos, por otro lado la
optimizacion de los procesos de sintesis de estos materiales es del mismo modo
de suma importancia y el contar con modelos matematicos adecuados de la
sintesis de bionanomateriales por diferentes métodos seria de gran ayuda para el

disefio, escalamiento, operacion y optimizacion del proceso.
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La optimizacién del proceso de electrohilado para la sintesis de nanofibras
permite relacionar caracteristicas deseadas de las fibras como el diametro y la
calidad, considerando las variables de mayor influencia como son el voltaje
aplicado, la velocidad de inyeccion, la distancia entre la aguja y el colector, la
concentracion de la solucion polimérica y la temperatura de operacion. Se
encontré que el polimero gelatina es mas viable que el colageno y el quitosano en

cuanto a costos pero generando fibras de mayor diametro.

Se analizaron tres diferentes tecnologias para la sintesis de nanotubos de
carbono: descarga de arco, ablacion laser y deposicion quimica en fase vapor,
considerando la calidad del producto, el rendimiento, el costo y la seguridad del
proceso se concluye que el método de deposicion quimica en fase vapor es el

mas viable para la obtencion de éstos materiales.
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716 Capitulo Il SINTESIS DE NANOMATERIALES

717 En ésta seccion se presenta la sintesis de los nanomateriales (nanofibras
718 poliméricas y nanotubos de carbono). Para la sintesis de las nanofibras
719 poliméricas se emplea la técnica de electrohilado, mientras que para la obtencién
720 de los nanotubos de carbono se emplea el método de pirdlisis de hidrocarburos
721 que es una variante del método CVD, el cual fue el que arroj6 mejores resultados
722  de optimizacién en el capitulo anterior.

723 3.1Sintesis de nanotubos de carbono por el método spray pirolisis
724 3.1.1 Materiales y Equipos
725 Considerando el andlisis tedrico de los métodos de sintesis de NTC

726 realizado en el capitulo anterior, en el cual, se concluyd que el método CVD es el
727 que arroja mayores rendimientos, calidad y baja toxicidad de manera econdémica
728 se utiliz6 una variante de ésta técnica para obtener los NTC, el cual, consiste en
729 inyectar una mezcla ferroceno/alfa-pineno a través de un nebulizador a un horno

730 tubular de reaccion, el cual es representado en la Figura 17.

731 En la Tabla 11 se muestran los materiales y reactivos que se utilizaron para

732 la sintesis de los nanotubos de carbono.

733 Tabla 11 Materiales y Equipos en la sintesis de nanotubos de carbono.

Material Equipos

Argén alta pureza (99.997%, | Horno tubular eléctrico, marca Bl Barnstead

INFRA Thermolyne, modelo 21100.
Alfa-pineno (98%, Aldrich) Micro nebulizador pediatrico, marca Hudson RCI.
Ferroceno (98%, Aldrich) Bomba Peristaltica.

Tubos de cuarzo tipo Vycor

734

735 Debido a la alta temperatura empleada, el ferroceno se aglutina en
736 nanoparticulas separadas que sirven como centros de crecimiento que formaran la

737 base de los nanotubos. El hidrocarburo es la fuente de carbono, en este trabajo se
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utilizé el alfa pineno. Se emplea una bomba peristaltica para el llenado del
nebulizador y mantener un nivel constante en el nebulizador de 4 cm?®. Se utiliza
un flujo de argén de 5 L/min y una temperatura de 800° C. Los NTC se forman
dentro de un tubo de cuarzo, los cuales son retirados manualmente para su

posterior purificacion.

Horno Tubular

/" Tubo de

Cuarzo

Nebulizador
- =
e Nanotubos
Depositados

Fuente de Carbon
+

Catalizador

Figura 17 Esquema del método de spray pirdlisis.

3.1.2 Purificaciéon y funcionalizacién de NTC en agua.
La purificacion se refiere a la remocion de catalizadores metalicos
empleados para la sintesis de los NTC, el método de purificacion mas empleado

es el tratamiento con acidos.

La funcionalizacién se define como la modificacion de propiedades por la
adsorcion de atomos o moléculas en las paredes exteriores de los nanotubos de
carbono. De esta forma, es posible obtener cambios en las propiedades fisicas de
la superficie de estos materiales, tales como la solubilidad y dispersion. Estas
propiedades son importantes en las aplicaciones biol6gicas de los NTC ya que les

permite tener una mejor Interaccion con moléculas biologicas.

Una vez obtenidos los nanotubos de carbono, la purificacion vy
funcionalizacién de los NTC se realizé por lixiviacién de acidos, esto para lograr

generar sitios carboxilicos (-COOH), carbonilos (-C=0) e hidroxilos (-COH) activos,

53

——
| —



758
759

760

761
762

APLICACIONES DE LOS NANOMATERIALES

las soluciones poliméricas (34; 74).

con la presencia de estos grupos, es posible mejorar la dispersion de los NTC en

Los reactivos y equipos utilizados para la purificacion de los NTC son:

pureza)

NTC de pared multiple

e Parrilla eléctrica

e Agua desionizada (3D), como e Ultrasonido, marca  Fisher
solvente. Scientific, modelo FS30D.

e Acido clorhidrico.(J. T. Baker, e Acido sulfarico. (J. T. Baker,
99% pureza) 99% pureza)

Acido nitrico. (J. T. Baker, 99% e Horno (Felisa Mufla), Matraz de

bola de 1 boca

INTC
sintetizados

NTC
purificados

NTC

funcionalizados

Se dispersan 0.5 gr
de NTC de pared
multiple en 150 ml
de acido clorhidrico
concentrado durante
4 horas,
manteniendo una
temperatura

constante por debajo
del punto de
ebullicion del acido
clorhidrico.

Posteriormente  los
NTC se filtran vy
lavan con agua

\_desionizada

A

Los NTC del paso
anterior se llevan a
reflujo constante por
8 horas con 100 ml
de acido nitrico en
un matraz de bola de
1 boca de 250 ml
unido a un
refrigerante con un
fluo  minimo de
agua. Los NTC
resultantes se filtran
y lavan con agua
desionizada.

A

=)

Los NTC tratados se
disponen de nuevo
en reflujo con una
mezcla de 50 ml de
acido nitrico y 50 ml
de &cido sulfurico en
un matraz de bola de
1 boca de 250 ml
con un flujo minimo
de agua, los NTC se
filtran y se lavan con
agua desionizada y
posteriormente  se
secan en un horno a
200 °C.

Figura 18 Etapas de purificacion y funcionalizacion de los NTC.
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Las etapas de purificacion y funcionalizacion se describen a continuacion y
de las cuales se muestra un esquema en la Figura 18, en el cual se utilizé6 el

método de lixiviacion de acidos.

En la Figura 19 se muestra el analisis por espectroscopia de infrarrojo de
los NTC sintetizados, purificados y funcionalizados. Se observa claramente que en
los espectros de los NTC sintetizados y purificados solo se observan algunas
sefiales que corresponden a interferencias del equipo, sin embargo, no se detecta
ningun grupo funcional en la superficie de los NTC. Por otro lado, en el espectro
de los NTC funcionalizados se observan sefiales en 1638 y 1331 cm™ que
corresponden a los estiramientos simétricos del enlaces C=0 y del O-H del grupo
carboxlico respectivamente, y en 3321 cm’ una sefial que corresponde al
estiramiento simétrico del grupo—OH. La presencia de estos grupos funcionales en
la superficie sobre los NTC permite lograr una alta dispersion de estos en agua, lo

cual es esencial para la combinacion con los biopolimeros para la obtencién de las

nanofibras.
©
= »
o
S
e
[40]
2
S Funcionalizados
o)
<C
Purificados
-
n ‘ Sintetizados
O
T T T T T T T T T T T T T 1
500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000
Longitud de onda, cm”

Figura 19 Espectros de Infrarrojo de los NTC antes y después de
su purificacion y funcionalizacion.
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3.2 Caracterizacion de nanotubos de carbono.
Después de ser purificados y funcionalizados los NTC, éstos se
caracterizaron mediante microscopia electronica de barrido (SEM) y microscopia

electronica de transmision (TEM).

La Figura 20 (a) muestra una imagen de la seccion transversal de los NTC
de pared mudltiple sintetizados. En la imagen se observa la pelicula de NTC
directamente adheridos al sustrato de cuarzo utilizado como reactor. La longitud
estimada de los NTC es de ~800 um (~0.8 mm). La Figura 20 (b) es una imagen
amplificada de la pelicula de NTC formados, se observan las fibras de carbono

alineadas perpendicularmente al sustrato de cuarzo.

Figura 20 Imagenes SEM de a) la seccion transversal de los NTC multicapa

con los NTC adheridos al sustrato de cuarzo y b) pelicula de NTC formada.

| analisis por microscopia electrénica de transmision de alta resolucion (HR-TEM)
se realiz6 con el fin de conocer mas a detalle la morfologia de los NTC
sintetizados. La Figura 21 (a) corresponde a una imagen de una muestra de NTC
purificados obtenida en modo campo obscuro y en la que las secciones de mayor
brillo corresponden a la presencia de hierro que proviene del catalizador. Se
distinguen dos zonas en las cuales se observa la presencia de hierro: en el interior
de los NTC y en su superficie. Las particulas de hierro en el interior de los NTC
son alargadas y localizadas a lo largo de los NTC. Las particulas localizadas en el
exterior son esféricas con un diametro aproximado de ~7 nm. A partir de la Figura
21 (b) se puede determinar que el didmetro externo de los NTC es de ~69 nm, el

diametro interno de ~7.8 nm, el numero de paredes es de ~88 y la distancia entre
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807 planos es de 0.34 nm. La alta alineacion de las paredes de los NTC, tanto
808 externas como internas, asi como su separacion homogénea sugiere que los NTC
809 sintetizados son altamente cristalinos.

CIMAV
—————————————— nanotech Mexico

Figura 21 Imagenes HR-TEM de los NTC sintetizados: (a) imagen de

campo obscuro donde se muestra la presencia de hierro y (b) imagen
amplificada de los NTC.

810 La caracterizacion termogravimetria, TGA, permite determinar la estabilidad
811 térmica de los NTC asi como el contenido de metales. La Figura 22 muestra los
812 resultados del analisis termogravimétrico realizado a los NTC sintetizados. Se
813 puede observar una pequefia pérdida de peso del 2% que ocurre entre 100° C y
814 360° C, y que puede ser asignada a la perdida de humedad adsorbida en la
815 superficie de los NTC, la descomposicion de residuos organicos y la oxidacion de
816 carbono amorfo formado durante la sintesis de los NTC. La oxidacion de los NTC
817 inicia a una temperatura de 510° C y termina a 695° C, originando una pérdida de
818 masa del 92.6%.
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Figura 22 Andlisis termogravimétrico de los NTC sintetizados.

3.3 Sintesis de nanomateriales poliméricos.
3.3.1 Nanofibras poliméricas

3.3.1.1 Materiales y Equipos para sintesis de nanofibras.
Para la sintesis de las nanofibras poliméricas se utilizd el método de
electrohilado, el cual, consiste en inyectar una solucion polimérica mediante una
bomba de inyeccion, dicha solucion es sometida una descarga eléctrica, la cual
adelgaza el flujo de la solucién polimérica evaporando el solvente y obteniéndose
hilos del polimero a escala nanométrica, los cuales son recolectados en un

colector metalico, a los cuales se les da el nombre de nanofibras.

58

——
| —



832
833

834

835

836
837

838

839

840
841
842
843
844
845
846

APLICACIONES DE LOS NANOMATERIALES

En la Tabla 12 se muestran los materiales y reactivos utilizaron para la

sintesis de las nanofibras poliméricas.

Tabla 12 Materiales y Equipos para la sintesis delas nanofibras poliméricas.

Equipos

Colageno tipo Il (Sigma) Parrilla eléctrica de agitacion (Thermo Scientific,
modelo SP131325)

Acido hialurénico (Sigma) Equipo de electrohilado (Nabond)

1,1,1,3,3,3-hexafluoro-2- Bomba de inyeccion (Kd Scientific, modelo

propanol (99% sigma ) LEGATO200)

Sulfato de condroitina (Sigma)

Alcohol polivinilico (Sigma)

Las soluciones poliméricas fueron preparadas en las proporciones
indicadas en la Tabla 13.

Tabla 13 Condiciones para la preparacion de las soluciones poliméricas.

Colageno 1,1,1,33,3 3.2 g polimero/ 100 mL de solvente
hexafluoroisopropanol
Alcohol polivinilico Agua 8 gr polimero/ 100 mL solvente
Acido hialurénico Agua 2.5 gr polimero/ 100 mL solvente
Sulfato de Condroitina Agua 5 gr polimero/ 100 mL solvente

Las mezclas poliméricas fueron preparadas de acuerdo al disefio
experimental representado en la Tabla 14, en la cual se muestran las
concentraciones volumen/volumen de cada una de las soluciones poliméricas
preparadas anteriormente como se indic6 en Tabla 13. Dichas mezclas son
empleadas en el electrohilado para la obtencion de las nanofibras. La Tabla 15
muestra los parametros empleados en el electrohilado para la sintesis de las

nanofibras poliméricas de cada solucién analizada.
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847 Tabla 14 Disefio de experimento para la sintesis de nanofibras poliméricas.
MUESTRA Colageno PVA SC HA
1 50% 50%
a BN E
3 50% 50%
4 34% 33% 33%
s O
6 34% 33% | 33%
.
PVA (Alcohol polivinilico), SC (Sulfato de condroitina), HA (Acido
hialurénico)

848
849 Tabla 15 Condiciones del electrospinning en la sintesis de las nanofibras.
Coladgeno/PVA
Colageno/sSC 21 10 1.3 26
Coladgeno/HA 20 12 2 26
Colageno/PVA-SC 20 12 1 25
Colageno/PVA-HA 29 15 15 24
Colageno/SC-HA 23 8 15 26
Colageno/PVA-SC-HA 20 10 2 25
850 3.3.2 Caracterizacion de nanofibras poliméricas.
851 Las nanofibras obtenidas mediante el electrohilado de las soluciones

852 poliméricas preparadas segun la metodologia explicada en el capitulo lll, fueron
853 caracterizadas mediante espectroscopia de infrarrojo, microscopia electrénica de
854  barrido (SEM), calorimetria diferencial de barrido (DSC), capacidad de disolucion
855 en pH acido, base y neutro y el calculo del grado de hinchamiento para determinar
856 la absorcién de agua.
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Los resultados son presentados individualmente para cada una de las

combinaciones utilizadas.

3.3.2.1 Nanofibras Colageno/PVA
La Figura 23 representa esquematicamente la molécula proteica de
colageno y la cadena polimérica de PVA, mostrando la posible interaccién de los

grupos funcionales al formar el compuesto colageno-PVA.

El alcohol polivinlico contiene grupos funcionales [OH] que son los que
tienen una mayor posibilidad de interaccion con el colageno dada su reactividad.
El coldgeno por su parte, contiene una seccion formada por glicina, prolina e
hidroxiprolina con radicales [NH-COO], [NH;], [C=0] y [OH] con una gran

posibilidad de interaccion con los grupos funcionales OH del PVA.

El electrohilado se llevé a cabo de acuerdo a las condiciones mostradas en
la Tabla 15.

VAd
PVA
L8
Grupo
polimero Grupo CL Grupo formado
n R-OH ) R’-C=0 R—(}OO—R’
Alcohol Acido carboxilico Ester
HO
R- C-NH-R R-C-N-OH
R-OH Il 1]
Alcohol (e} (@)
Amida Oxima
R-OH R’-C-OH R—O—R’
Alcohol Alcohol Eter
0 .
/\N \N
HyP Pro Gly
COLAGENO

Figura 23 Esquema representativo de nanofibras de colageno/PVA.

En la Figura 24 se muestran las nanofibras de colageno -alcohol polivinilico.

Estas fibras fueron obtenidas mediante la preparacién de una mezcla de colageno
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3.2% (peso/volumen) 1,1,1,3,3, hexafluro-isopropanol y PVA 8% en agua
(peso/volumen), en una proporcién 40:60 colageno: PVA; lo que equivale a 0.32 gr

de colageno y 1.2 gr de PVA por cada 25 mL de solucién total.

En la Figura 24 (a) se muestra una fotografia de la pelicula depositada en el
colector metalico una vez evaporado el solvente. Se observa una pelicula blanca
con textura lisa. En la Figura 24 (b) se presenta una imagen SEM de la fibra donde
se observa una superficie lisa, mientras que en las figuras (c), (d) y (e) logradas a
una mayor magnificacion, se observa como si una capa lisa cubriera la superficie
de la fibra, lo que sugiere una separacion de fases de la proteina y el polimero. Se
observan ramificaciones de las nanofibras con defectos superficiales en forma de
bultos, lo que puede ser un indicativo de que la separacion de fases impidio la

correcta formacion de las nanofibras.

894
Figura 24 Fotografia (a) e imagenes SEM a diferentes magnificaciones (b,
c, d, e) de la fibra colageno-PVA.

En la Figura 25 se presenta un espectro de infrarrojo de las nanofibras de
colageno-PVA (c) comparado con los espectros de sus componentes individuales

colageno (@) y PVA (b). En la parte superior de la Figura se presenta un
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acercamiento del area de 2000 a 700 cm™ con la finalidad de determinar con

mayor claridad los cambios en los picos de absorcion para el compuesto

resultante de la combinacion y cada uno de sus componentes individuales.

En la Tabla 16 se muestran las diferentes vibraciones de los principales

grupos funcionales del colageno y del PVA. Estas sefiales son claramente

observadas en la Figura 25.

Tabla 16 Principales vibraciones IR de los grupos funcionales del colageno y PVA

Colageno | PVA
Frecuencia . ., Frecuencia . .,
(cm_l) Asignacion (cm_l) Asignacion
3290 N—H Tension + O-H tension 3290 O-H Tension
2930 C—H Tension 2940 C-H Tension
2850 CH, Tension asimétri 2907 CH,-OH
—CH, Tensién asimétrica TENSION
1750 C=0 Tension 1417 C-H, Tensién
C-0O Tension + C—N Tensién + C-OH
1640 N—H flexion 1329 Deformacion
1540 N—H Tension + C—N Tension 1142 C-0O Movimiento
1454 CHs Flexion asimétrica 1094 -CO-CH;
Tension
1378 CHs movimiento de prolina 913 C-H Tension
1270 C—N Tension + N—H,ﬂean + 830 C-H Flexion
CHs—C tension plana
1179 CH2 movimiento
1099 C-C-C Tension asimétrica
1030 C-O alco_hpl_es primarios
alifaticos.
890 C-O Tension
830 C-H Flexion

Algunas de las sefiales de los grupos funcionales del colageno y del PVA

son muy cercanas, por lo que es dificil atribuir bandas en los espectros de las

mezclas a colageno o PVA. Sin embargo se revelan pequefios cambios en los

espectros como resultado de la variacion de los coeficientes de colageno / PVA,

como son:
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912 % Se disminuye la intensidad de las bandas en 3290 cm™ del colageno
913 y PVA, lo cual hace suponer que existe interaccion entre los grupos
914 amino e hidroxilo del colageno con los grupos hidroxilo del PVA.

915

916 < Desaparecen las bandas en 2940 y 2907 cm™ del PVA indicativo de
917 las interacciones y vibraciones de los grupos C-H de la cadena
918 polimérica y del alcohol primario R-OH.

919

920 % Desaparece por completo las bandas en 1750 cm™, 1540 cm™, 1378
921 cm?, 1270 cm?, 1212 cm y 890 cm?, todas ellas relacionadas a
922 vibraciones de los enlaces C=0, C-O y N-O del colageno. Lo que
923 indica que hay una fuerte interaccién entre los grupos C=0O del
924 colageno y los OH del PVA.

925 Considerando el analisis infrarrojo es posible proponer que la interaccion

926 entre el colageno y el PVA se da mediante diferentes rutas como se describe a

927  continuacion:

928 v' La interaccion entre los grupos OH del PVA y los grupos C=0 del
929 colageno para la formacion de éteres. los cuales se detectan en 1090
930 cm™,

931 v' La interaccion entre los grupos OH del PVA vy los grupos NH y NH>
932 del coldgeno para formar oximas RR'C=NOH y amidas, los cuales se
933 detectan en 1420 cm™y 1636 cm™.

934
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Figura 25 Espectro de infrarrojo para colageno puro (a), alcohol polivinilico (PVA)
puro (b) y el compuesto colageno-PVA (c)
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La Figura 26 el analisis del compuesto colageno/PVA mediante calorimetria
diferencial de barrido (DSC). A través de esta técnica es posible determinar la
temperatura de transicion vitrea (Tg), la temperatura de cristalizacion (T¢) y la

temperatura de fusion (T;) del compuesto polimérico.

El analisis DSC se realizd en intervalo de temperatura emprendido entre 25°
C y 500° C. El grafico muestra el flujo de calor aplicado a la muestra como funcién

de la temperatura.

En la parte inferior se muestra una ampliacion de la region | mostrada la
primera imagen, esta regiébn comprende el intervalo desde 20° C hasta
aproximadamente 200° C. A partir de esta ampliacién es posible determinar el
valor de Ty debido a que la transicion vitrea en este analisis se presenta como un
escalon, y la Ty es el punto de la curva térmica correspondiente a 1/2 de la
diferencia de flujo de calor entre la temperatura de comienzo extrapolada (T1) y la
temperatura de retorno a la linea de base (T2) en la curva de DSC, tal y como se

esquematiza en la ampliacion de la region | mostrada en la Figura 26.

La Ty se observa entonces a 77.7° C. El pico caracteristico de cristalizacion
se observa a 158° C, mientras que el de fusion a 170° C. Se observan también
dos picos endotérmicos en 224° C y 327° C, atribuibles a la degradacién térmica

de los componentes de las nanofibras, el colageno y PVA respectivamente.
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Figura 26 Analisis DSC del compuesto colageno/PVA
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3.3.2.2 Nanofibras Colageno/SC

En la Figura 27 se presenta el esquema representativo de la molécula
proteica de coldgeno y la cadena polimérica del sulfato de condroitina mostrando
los grupos funcionales que posiblemente interactian al formar el compuesto
colageno-SC. El sulfato de condroitina contiene grupos funcionales [OH], [C=0],
[NH], [SO3] y [C-O] que son los que tiene mayor probabilidad de interaccion con la
molécula proteica, de la cual se muestra una seccion formada por glicina, prolina e

hidroxiprolina con radicales [NH], [N], [C=0] y [OH].

— PVA —
Grupo
@ polimero Grupo CL Grupo formado
e Ao O PN R-OH R R—COO—R
o cido -
P © Alcohol carboxilico Ester
I o)
R’-C=O R- C-NH-R Il
OH Acido I R-C -N-C-R
L c oo carboxilico (@) Il
O \ Amidall (@]
Amidall
R'-C-OH R-OH R—O—R'
Alcohol Alcohol Eter
R-NH-C-O R-C—=N-H
| R-OH Il
R Alcohol (e}
Amina Oxima
@ I
/\N N
HyP Pro Gly L
COLAGENO

Figura 27 Esquema representativo del compuesto colageno-SC

En la Figura 28 se observan las nanofibras de coldgeno con sulfato de
condroitina resultado del proceso de electrohilado. Estas fibras fueron obtenidas
mediante la preparacion de una mezcla de coldgeno 3.2% (peso/volumen)
1,1,1,3,3, hexafluro-isopropanol

y sulfato de condroitina 2.5% en agua

(peso/volumen) en proporcion 40:60 (coladgeno: SC); lo que equivale a 0.32 gr de
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colageno y 0.375 gr de SC por cada 25 mL de solucidn total. El electrohilado se

llevd bajo las condiciones indicadas en la Tabla 15.

La Figura 28 (a) muestra una fotografia de la fibra en la que se observa una
pelicula un trasparente con textura lisa. La Figura 28 (b) presenta una imagen
SEM de esta pelicula donde se observa una superficie rugosa, mientras que en las
figuras (c) y (d) obtenidas a una mayor magnificacion mediante SEM, se observa
gue no se logrd la formacion completa de las nanofibras ya que se presentan en

forma de varas gruesas entrecruzadas.

En este caso particular no se obtuvieron nanofibras para esta combinacion
a las condiciones de trabajo que se manejaron, esto posiblemente es debido a la
formacion de aglomerados gruesos que evitan la alineacién y formacion de las

nanofibra como tal.

Figura 28. Fotografia (a) e imagenes SEM a diferentes magnificaciones (b, c, d)
de la fibra colageno-sulfato de condroitina.

En los espectros de infrarrojo, tanto de la combinacién como de los

componentes individuales mostrados en la Figura 29, se observa claramente las
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vibraciones de cada uno de los grupos funcionales presentes en los componentes
individuales, estas vibraciones se indican en la Tabla 17 y para su identificacion en
la Figura 29. Tabla 17 Principales vibraciones IR de los grupos funcionales del

colageno y el SC.

Tabla 17: Grupos funcionales del colageno y sulfato de condroitina

| Colageno \ sC
Frecuencia Asignacion Frecuencia Asignacion
cm™) cm™)
3290 N-H Tension + O-H tension 3340 N-H Tension + O-H
Tension

2930 C-H Tension 2890 C-H Tension

2850 —CH2 Tension asimétrica 1600 C O Tension

1750 C=0 Tension 1558 N-H Flexion

1640 C-O Tension + C-N Tension | 1417 C-O Tensién
+ N-H flexion

1540 N-H Tension + C—N Tension | 1365 C OFlexion asimétrica

1454 CHjs Flexion asimétrica 1149 C-O Tension

1378 CHs; movimiento de prolina 1029 C-O tensién

1270 C—N Tensién + N—H flexion 940 Tension asimétrica del
+ CHs—C tensién anillo

1179 CH2 movimiento 880 —~0-S0O3 Flexién + -C-0-S

Flexion

1099 C-C-C Tension asimétrica

1030 C-0 alcoholes primarios
alifaticos.

890 C-O Tensién

830 C-H Flexion

De acuerdo con los espectros IR de colageno y el SC, algunas posiciones
de sus vibraciones principales estdn muy cercanas, como resultado es dificil
atribuir cada una de las bandas en los espectros de las mezclas al colageno o al
SC. Sin embargo se revelan pequefios cambios en los espectros como resultado

de la variacion de los coeficientes de coldgeno / SC:

< Se disminuye la intensidad en las bandas en 3290 cm™ del colageno

y en 3340 cm-! del SC, lo cual hace suponer que existe interaccion
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X/
°e

entre los grupos amino e hidroxilo del coldgeno con los grupos
hidroxilo del CS.

Desaparece la banda en 2890 cm™ correspondiente al movimiento

vibracional del grupo C-H de la cadena polimérica SC.

Desaparece por completo las bandas en 1378 cm®, 1270 cm™, 1212
cm?, 1179 cm?, 1099 cm?, 890 cm? y 830 cm?, todas ellas
indicativas de vibraciones de los enlaces C=0, C-H, C-N, C-O y N-O

del coldgeno.

Se registra un corrimiento de la banda en 1640 cm™ del colageno
hacia 1636 cm™, esta banda corresponde al movimiento de los

enlaces C-O, C-Ny N-H del colageno.

Se muestra un corrimiento en la banda en 1029 cm™? del SC

correspondiente a los movimientos del grupo C-O.

Considerando el analisis infrarrojo es posible proponer que la
interaccion entre el colageno y el SC se da por medio de diferentes

rutas descritas a continuacion:

Formacion de esteres por la reaccion de acidos carboxilicos del SC y
alcoholes del colageno, las cuales son detectadas en 1037 cm™ del
espectro de la combinacion colageno-SC.

Formacion de amidas y oximas por la reaccion de acidos carboxilicos
del SC y grupos NH del colageno, las cuales son detectadas en
1636 cm™.
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1062 Figura 29 Espectro de infrarrojo para colageno puro (a), Sulfato de condroitina
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3.3.2.3 Nanofibras Coldgeno/HA

El esquema representativo de la molécula proteica de colageno y la cadena
polimérica de &cido hialurénico (HA) mostrando los grupos funcionales que
posiblemente interactian al formar el compuesto colageno-HA se muestra en la
Figura 30. El acido hialurénico, contiene grupos funcionales [OH], [C=0], [NH-
CQJy [C-O0] que son los que tiene mayor posibilidad de interaccion con la
molécula proteica, de la cual se muestra una seccion formada por glicina, prolina e

hidroxiprolina con radicales [NH=COO], [N], [C=0] y [OH].

B ] Grupo Grupo
@ @ ) Grupo CL
polimero formado
4 HC——O HC——O O\ R’ C O
° oH © R-OH o R—COO—R
nd Acido .
Alcohol . Ester
@ carboxilico
L HA co —I" 0
R-C=0 R- C-NHR [
o [ R-C -N-C-R
Acido 0 Il
carboxilico Amida | o
Amida Il
R’-C-OH R-OH R—O—R’
Alcohol Alcohol Eter
.i' i R-C—-NH
/\NQ}QN R-NH-C-O R-OH I
|
o . R Alcohol ©
Amina Oxima
COLAGENO

Figura 30 Esquema representativo del compuesto colageno-HA

En la Figura 31 se presentan las nanofibras de colageno con acido
hialuronico. Estas fibras fueron obtenidas mediante la preparacion de una mezcla
de coldgeno 3.2% (peso/volumen) 1,1,1,3,3, hexafluro-isopropanol y HA 0.5% en
agua (peso/volumen) en proporcion 40:60 (colageno:HA); lo que equivale a 0.32 gr
de colageno y 0.075gr de HA por cada 25 mL de solucion total. El electrohilado se

llevé a cabo bajo las condiciones mostradas en la Tabla 15.
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En la Figura 31 (a) se muestra una fotografia de la pelicula obtenida una
vez sometida la mezcla al proceso de electrohilado. Se observa una pelicula
blanca, transparente y con textura lisa. La Figura 31 (b) presenta una imagen SEM
de la pelicua donde se observa una superficie rugosa con algunos defectos
superficiales, mientras que Figuras (c) y (d) obtenidas a mayores magnificaciones
en SEM muestras ramificaciones como un indicio del inicio de formacion de las
nanofibras, sin embargo pero éstas no se lograron formar completamente,
presentando una gran cantidad de defectos.

Figura 31 Fotografia (a) e imagenes SEM de la fibra colageno-acido hialurénico a
diferentes magnificaciones (b, c, d).

En la Tabla 18 se muestran las vibraciones caracteristicas de los principales
grupos funcionales del coldgeno y del HA. Debido a la cercania que existe entre
las posiciones de las bandas de absorcién de los picos del espectro IR entre el
colageno y él HA, es dificil asignar las bandas en los espectros de las mezclas al
colageno o al HA. Sin embargo se revelan pequefios cambios en los espectros

como resultado de la variacion de los coeficientes de colageno-HA:
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X/
L %4

Se disminuye la intensidad de las bandas en 3290 cm™ del colageno
y 3330 cm™ del HA, lo cual hace suponer que existe interaccion entre
los grupos amino e hidroxilo del colageno con los grupos hidroxilo del
HA.

Desaparece la banda en 2877 cm™ correspondiente al movimiento

vibracional del grupo C-H de la cadena polimérica HC.

Desaparecen por completo la bandas en 1378 cm®, 1270 cm™, 1212
cm?, 1179 cm?, 1099 cm?, 890 cm™ y 830 cm?, todas ellas
indicativas de vibraciones de los enlaces C=0, C-H, C-N, C-O y N-O
del colageno.

Se registra un corrimiento de la banda correspondiente al vibraciones

del grupo C-H del colageno, desde 2930 cm™ hacia 2924 cm™.

Considerando el andlisis infrarrojo se propone que la interaccién
entre el colageno y él HA se da mediante diferentes rutas como se

menciona a continuacion:

Formacion de esteres por la reaccion de acidos carboxilicos del SC y
alcoholes del colageno las cuales son detectadas en 1032 cm.1 del
espectro de la combinacion colageno-HA.

Formacion de amidas y oximas por la reaccion de acidos carboxilicos
del HA y grupos NH del colageno, las cuales son detectadas en
1630 cm™.
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Tabla 18 Principales vibraciones IR de los grupos funcionales presentes en el
colageno y él HA.

| Colageno | HA
Frecuencia . ., Frecuencia . .,
cm ) Asignacion cm ™) Asignacion
. ., N—H Tension + O—H

3290 N—-H Tension + O-H tensidn 3330 Tension

2930 C—H Tensién 2877 C—H Tensién

2850 —CH, Tension asimétrica 1605 C O Tension

1750 C=0 Tension 1563 N—H Flexion

1640 C-0O Tension + C—_l\J Tension + 1410 C_O Tension

N—H flexion

1540 N—H Tensién + C—N Tension 1370 C O Flexion
asimétrica

1454 CHjs Flexion asimétrica 1307

1378 CHs; movimiento de prolina 1148 C-O Tensién

1270 C-N Tension +N-H flexion + 1032 C-O tension

CH3—C tensidn

1179 CH2 movimiento 940 Tension asimetrica
del anillo

1099 C—C—C Tensién asimétrica 880 —C—0O-S Flexion

1030 C-O alco_hglgs primarios

alifaticos.
890 C-0O Tension
830 C-H Flexion

En la Figura 32 se presenta el espectro de infrarrojo de las nanofibras de

colageno-HA (c) comparado con el espectro de los componentes individuales

colageno (@) y HA (b). En la parte superior de la Figura se muestra un

acercamiento del area comprendida entre 2000 y 700 cm™ con la finalidad de

determinar con mayor claridad los cambios en los picos de absorcion para el

compuesto resultante de la combinacién, y respecto a los de sus componentes

individuales.
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Figura 32 Espectro de infrarrojo para colageno puro (a), Acido hialurénico (HA)
puro (b) y el compuesto colageno-HA (c).
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3.3.2.4 Nanofibras Colageno/PVA-SC

En la Figura 33 se presenta de manera esquematica la molécula del
colageno, las cadenas poliméricas de PVA y de sulfato de condroitina (SC). Se
muestran  los grupos funcionales que posiblemente interactian al formar el
compuesto colageno-PVA-SC. EIl alcohol polivinilico contiene grupos funcionales
[OH] que son los que tienen una mayor posibilidad de interaccién, el sulfato de
condroitina contiene grupos funcionales [OH], [C=0], [NH], [SOs3] y [C-O], mientras
gue el colageno posee una seccion formada por glicina, prolina e hidroxiprolina

con radicales [NH], [N], [C=Q] y [OH] con posibilidades de interaccion.

PVA~ vad Grupo Grupo
i Grupo CL
B polimero formado
R-C=0
R-OH o R—COO—R
@ @ n Acido )
Alcohol . Ester
carboxilico
— PVA . @)
R-C=0 R- C-NH-R [
o I R-C -N-C-R
HC—O 03H HC—O Acido O 1]
carboxilico Amida | o
Amida Il
- R’-C-OH R-OH R—O—R’
Alcohol Alcohol Eter
R-C—NH
R-NH-C-O R-OH I
l (0]
R Alcohol
Amina Oxima
Gly
COLAGENO

hialurénico,
electrohilado. Estas nanofibras fueron obtenidas mediante la preparacion de una

mezcla de colageno 3.2% (peso/volumen) 1,1,1,3,3, hexafluro-isopropanol ,

Figura 33 Esquema representativo del compuesto colageno-PVA-SC.

En la Figura 34 se presentan las nanofibras de colageno con PVA y acido
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8% en agua (peso volumen) y SC 2.5% en agua (peso/volumen) en proporcién
25:37.5:37.5 (colageno:PVA:SC); lo que equivale a 0.32 gr de colageno, 1.2 gr de
PVA y 0.375 gr de SC por cada 40 mL de solucion, esta mezcla fue procesada

mediante electrohilado bajo las condiciones marcadas en la Tabla 15.

En la Figura 34 (a) se muestra una fotografia de la pelicula blanca opaca
con textura lisa resultado del procesamiento mediante electrohilado y la cual se
presume que a nivel nanométrico es una coleccién de nanofibras La Figura 34 (b)
presenta una imagen SEM de esta pelicula donde se observan las nanofibras
formadas y en las figuras (c) y (d) se observan imagenes SEM de las fibras a
diferentes magnificaciones en las cuales se pueden muestran ramificaciones de
como un indicio del inicio de formacién de las nanofibras, las cuales se forman de

manera aleatoria con diametro promedio de la fibra de 60 nm.

Figura 34 Fotografia (a) e imagenes SEM a diferentes magnificaciones (b, c, d) de
la fibra colageno-PVA-SC.

En las Tablas 17 y 18, descritas anteriormente, se muestran las vibraciones

IR caracteristicas de los principales grupos funcionales del colageno, el PVA vy el

SC, las cuales pueden ser asignadas en los espectros IR mostrados en la Figura

35. En la parte superior de la Figura se presenta un acercamiento del area entre

2000 y 700 cm?' para determinar con mayor claridad los cambios en las
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vibraciones del compuesto resultante de la combinacion respecto de los espectros

de cada uno de sus componentes individuales.

En los espectros IR se observan las vibraciones correspondientes a los

movimientos de los grupos funcionales del colageno, el PVA y el SC. Igual que en

los casos anteriores, debido a la cercania que existe entre las posiciones de las

bandas de absorcién IR del colageno, el PVA y el SC es dificil asignar las

vibraciones en los espectros de las mezclas. Sin embargo se revelan pequefios

cambios en los espectros como resultado de la variacion de los coeficientes

colageno-PVA-SC, como son la disminucion o desaparicidon de algunas bandas de

los espectros individuales:

X/
L X4

X/
°e

X/
°e

Se disminuye la intensidad de las bandas en 3290 cm™ del colageno y
el PVA, lo cual hace suponer que existe interaccion entre los grupos
amino e hidroxilo del colageno con los grupos hidroxilo del PVA.
Desaparecen las bandas en 2940 y 2907 cm™ del PVA indicativo de las
interacciones y vibraciones de los grupos C-H de la cadena polimérica y
de alcoholes primarios R-OH.

Desaparece por completo las banda en 1750 cm™, 1540 cm™, 1378 cm’
11270 cm?, 1212 cm? y 890 cm?, todas ellas indicativas de
movimientos de los enlaces C=0, C-O y N-O del coladgeno. Lo que
indica que hay una fuerte interaccion entre los grupos C=0 del
colageno y los OH del PVA.

Se disminuye la intensidad en las bandas en 3290 cm™ del colageno y
3340 cm™ del SC, lo cual hace suponer que existe interaccién entre los
grupos amino e hidroxilo del colageno con los grupos hidroxilo del CS.
Desaparece la banda en 2890 cm™ correspondiente al movimiento
vibracional del grupo C-H de la cadena polimérica del SC.

Desaparecen por completo las bandas en 1378 cm™, 1270 cm™, 1212
cm?t, 1179 cm?, 1099 cm™, 890 cm™ y 830 cm™, todas ellas indicativas

de vibraciones de los enlaces C=0, C-H, C-N, C-O y N-O del colageno.
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< Hay un corrimiento de la banda en 1640 cm™ del colageno hacia 1636

cm? correspondiente vibraciones de enlaces C-O, C-Ny N-H del

colageno.

% Se

registra un corrimiento de la banda en 1029 cm? del SC

correspondiente a vibraciones del grupo C-O.

Considerando el andlisis infrarrojo podemos proponer que la interaccion

entre el colageno, el PVA y el SC se da por medio de diferentes rutas como se

menciona a continuacion:

v

v

Interaccionan los grupos OH del PVA y los grupos C=0 del colageno
para formar éteres, los cuales se detectan en 1090 cm™.
Interaccionan los grupos OH del PVA y los grupos NH y NH> del
colageno para formar oximas RR'C=NOH y amidas, los cuales se
detectan en 1420 cm™y 1636 cm™.

Formacion de esteres por la reaccion de acidos carboxilicos del SC y
alcoholes del colageno las cuales son detectadas en 1037 cm™ en el
espectro de la combinacién colageno-SC.

Formacién de amidas y oximas por la reaccion de acidos carboxilicos
del SC y grupos NH del colageno, las cuales son detectadas en 1636

cmt.

La Figura 36 muestra el analisis DSC en la cual se despliega el flujo de

calor como funcién de la temperatura de la muestra colageno/PVA/SC y una

respuesta endotérmica. Se determind el valor de T4 en las curvas DSC por el

punto de la curva térmica correspondiente a 1/2 de la diferencia de flujo de calor

entre la temperatura de comienzo extrapolada (T) y la temperatura de retorno a la

linea de base (T») en la curva de DSC.

En la Figura 36 se presenta la imagen del estudio termogravimétrico del

compuesto CL/PVA-SC, con una ampliacion de la region entre 140° C y 190° C

para mostrar el calculo de la Ty =163° C, asi mismo, se detectan la temperatura de

cristalizaciéon Tc= 220° C y de fusién T; =233° C del material. Ademas de estos
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1258 picos mencionados se presentan tres pico endotérmicos mas, a 243° C, 260° Cy
1259 288° C, los cuales se atribuyen a la temperatura de degradacién térmica de cada
1260 uno de los componentes de la mezcla, el coladgeno, sulfato de condroitina y PVA

1261 respectivamente.
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1262
1263 Figura 35 Espectro de infrarrojo para colageno puro (a), Sulfato de condroitina,
1264 PVA (b) puro, (SC) puro (c) y el compuesto colageno-PVA-SC (d).

82

——
| —



1265

1266

1267

1268

1269

1270

1271

1272

1273

1274

APLICACIONES DE LOS NANOMATERIALES
; i
£
§ T=233°C
T
@) T=220°C | 243°C
/J,//’~—~—\\
Reg. | + 1260 °C
7 1288 °C
! ] ! ] ! ] ! ]
0 100 200 300 400
Temperatura (°C)
Region | /T1=170 c
= T =163 °C
E
P »
©
O

T T T T T T T T T
140 150 160 170 180

Temperatura (°C)

190

Figura 36 Analisis DSC del compuesto colageno/PVA-SC.

——
| —

83




1275
1276
1277
1278
1279
1280
1281
1282

1283

1284

1285

1286

1287

1288

1289

1290

1291

1292

1293

1294

1295
1296
1297
1298
1299

APLICACIONES DE LOS NANOMATERIALES

3.3.25 Nanofibras Colageno/PVA-HA

En la Figura 37 se muestra esquematicamente las moléculas de colageno,
de PVA y HA, asi como sus grupos funcionales que podrian estar interaccionando.
Ya se menciond anteriormente que el PVA posee grupos funcionales [OH], el
acido hialurénico presenta grupos [OH], [C=0], [NH] y [C-O] que son los que
tienen posibilidad de interaccionar con el colageno, del cual se muestra una

seccion formada por glicina, prolina e hidroxiprolina con radicales [NH], [N], [C=0]

y [OH].

Grupo Grupo
VAd ) P Grupo CL P
u polimero formado
R-C=0
R-OH o R—COO—R
Acido 3
HO n Alcohol . Ester
carboxilico
@)
R-C=0 R- C-NH-R I
— - o Il R-C -N-C-R
@ Acido e} Il
| o He—ao o] carboxilico Amida | o
~o oH ) B Amida Il
HO
(o) By R-C-OH R-OH R—O—R’
L HA " Alcohol Alcohol Eter
R-C-N-H
7 @ R_NH'C'OI R-OH I
2 (0]
R Alcohol
— X _ _
/\N% \)I\/ Amina Oxima
HyP Pro Gly
COLAGENO

Figura 37 Esquema representativo del compuesto colageno-PVA-HA.

Estas fibras fueron obtenidas mediante la preparacién de una mezcla de
colageno 3.2% (peso/volumen) 1,1,1,3,3, hexafluro-isopropanol, PVA 8% en agua
(peso volumen) y HA 0.5% en agua (peso/volumen) en proporcion 25:37.5:37.5
(colageno:PVA:SC); lo que equivale a 0.32 gr de colageno, 1.2 gr de PVA y 0.075
gr de HA por cada 40 mL de solucién total, mediante electrohilado bajo las
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condiciones mostradas en Tabla 15 mostrada anteriormente, las estructura

resultante del proceso de electrohilado se muestra en la Figura 38.

Figura 38 Fotografia (a) e imagenes SEM a diferentes magnificaciones (b, c, d) de
la fibra colageno-PVA-HA.

En la Figura 39 se presenta un espectro de infrarrojo de las nanofibras de
colageno-PVA-HA (d) comparado con el espectro de sus componentes
individuales colageno (a), PVA (b) y HA (c). En la parte superior de la Figura se
presenta un acercamiento del area de entre 2000 y 700 cm-1 con la finalidad de
determinar con mayor claridad los cambios vibracionales en el compuesto
resultante de la combinacion respecto de cada uno de sus componentes

individuales.

Nuevamente debido a la cercania existente entre las posiciones de las
bandas de vibracionales de los grupos funcionales de los polimeros, es dificil
asignar las bandas en los espectros. Sin embargo, es posible observa de manera

general lo siguiente:
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X/
L %4

Se disminuye la intensidad en las bandas en 3290 cm™ del colageno
y del PVA, y en 3330 cm™ del HA, pero a una proporcién menos que
cuando la combinacién de dos componentes como en el caso de

colageno-PVA y colageno-HA.

Desaparece la banda en 2877 cm™ correspondiente al movimiento

vibracional del grupo C-H de la cadena polimérica.

Desaparece por completo la bandas en 1378 cm™, 1270 cm™®, 1212
cm?, 1179 cm?, 1099 cm™, 890 cm? y 830 cm™, todas ellas
relacionadas con vibraciones de los enlaces C=0, C-H, C-N, C-O y

N-O del colageno.

Hay un corrimiento de la banda en 2930 cm™ del colageno a 2924

cm’! correspondiente al movimiento del grupo C-H.

Desaparecen las bandas 2940 y 2907 cm™ del PVA indicativos de las
interacciones y vibraciones de los grupos C-H de la cadena

polimérica y de alcoholes primarios R-OH.

Corrimiento de la banda de 1605 cm™ correspondiente al movimiento
de tensién del C-O del HA a 1628 cm™.

Considerando el andlisis infrarrojo podemos proponer que la interaccion

entre el colageno, el PVA y él HA se da de igual forma por medio de diferentes

rutas como se menciona a continuacion:

v

Formacién de esteres por la reaccion de acidos carboxilicos del HA 'y
alcoholes del colageno, las cuales son detectadas en 1037 cm™ del

espectro de la combinacion colageno-PVA-HA.
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v Interaccién de acidos carboxilicos del HA y grupos NH del colageno,
OH del PVA y los grupos NH y NH; del colageno para formar oximas
RR'C=NOH y amidas las cuales son detectadas en 1628 y 1544 cm’
1.

v' La interaccion entre los grupos OH del PVA y los grupos C=0 del
colageno para formar éteres, los cuales se detectan en 1037 y 1148
cm™.

v' La interaccién entre los grupos, los cuales se detectan en 1420 cm
y 1636 cm™.

En la Figura 40 se presenta la imagen del analisis mediante DSC del
compuesto CL/PVA-HA, en la cual se muestra el flujo de calor como funcién de la
temperatura y una respuesta endotérmica al estar orientada hacia abajo. Se
determin6 el valor de Ty en las curvas DSC por el punto de la curva térmica
correspondiente a 1/2 de la diferencia de flujo de calor entre la temperatura de
comienzo extrapolada (T1) y la temperatura de retorno a la linea de base (T2) en la
curva de DSC.

La Figura 40 presenta también dos ampliaciones en diferentes regiones, en
la region | se presenta de 20° C a 100° C para mostrar el calculo de la Tg =42.7° C
y en la region Il se muestra de 130° C a 170° C donde se pueden observar las

temperaturas de cristalizacion T¢= 140° C y fusién T;=161° C del material.

Adicional a estos picos mencionados se presentan tres endotérmicos mas,
a 222° C, 251° C y 290° C, los cuales corresponden a las temperaturas de

descomposicion del colageno, acido hialurénico y PVA respectivamente. .
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Figura 40 Analisis DSC del compuesto colageno/PVA-HA.
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3.3.2.6 Nanofibras Colageno/SC-HA

En la Figura 41 se presenta esquematicamente la molécula de colageno y
las cadenas poliméricas de SC y HA, identificando los grupos funcionales que
posiblemente interactdan al formar el compuesto colageno-SC-HA. El sulfato de
condroitina contiene grupos funcionales [OH], [C=0], [NH], [SOs3] y [C-O], mientras
que el acido hialurénico posee grupos funcionales [OH], [C=0], [NH] y [C-O] que
son los pueden interactian con el colageno, del cual se muestra una seccién

formada por glicina, prolina e hidroxiprolina con radicales [NH], [N], [C=0] y [OH].

Grupo Grupo
B pva 7] i P Grupo CL P
CH,OH polimero formado
HC——O O3H HC——O O R’_C:O
o OH o R-OH Lo R—COO—R
7 Acido 3
H Alcohol . Ester
@ carboxilico
L sc oc_ " O
h R-C=0 R- C-NHR [
L Il R-C =N-C-R
Acido o) I
e ) carboxilico Amida | o
90 . Amida Il
w M R’-C-OH R-OH R—O—R’
o ANt Alcohol Alcohol Eter
R-C-N-H
R‘NH'C'Ol R-OH I
f O i R Alcohol o
AN \N/\:/J\HN\Q/ Amina Oxima
HyP @ Pro Gly
COLAGENO

Figura 41 Esquema representativo del compuesto colageno-SC-HA.

En la Figura 42 se muestran las nanofibras a partir de esta combinacion.
Estas fibras fueron obtenidas mediante la preparacién de una mezcla de colageno
3.2% (peso/volumen) 1,1,1,3,3, Hexafluro-isopropanol, sulfato de condroitina en
agua 2.5% (peso/volumen) vy &cido hialurénico 0.5% en agua (peso/volumen) en

proporcién 25:37.5:37.5 (colageno;PVA:SC); lo que equivale a 0.32 gr de
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colageno, 0.375 gr de SC y 0.075 gr de HA por cada 40 mL de solucién, solucién

electrohilada bajo las condiciones de operacion mencionadas en la Tabla 15.

En la Figura 42 (a) se presenta una fotografia de la coleccion de nanofibras
obtenida del proceso de electrohilado, se presenta en forma de pelicula blanca,
transparente y de textura lisa. Asimismo, la Figura 42 (b) presenta una imagen
SEM donde se observa una superficie lisa, mientras que en las imagenes (c), (d) y
(e) se observa la misma muestra a mayor magnificacion, se observa una capa lisa
cubriendo la superficie de las fibras, lo que sugiere una separacion de fases. En
este caso, aun cuando se observan indicios de formacion de nanofibras, no se lo
logré un electrohilado adecuado y de calidad. Estas imagenes presentan evidencia

de que el jet no se form6 adecuadamente.

Figura 42 Fotografia (a) e imagenes SEM a diferentes magnificaciones
(b, c, d) de la fibra colageno-SC-HA.

En la Figura 43 se presenta un espectro de infrarrojo de las nanofibras de
colageno-SC-HA (c) comparado con el espectro de sus componentes individuales
colageno (a), SC (b) y HA (c). En la parte superior de la Figura se presenta un
acercamiento en la region de 2000 a 700 cm™ con la finalidad de determinar con
mayor claridad los cambios vibracionales en el compuesto resultante de la
combinacion respecto de cada uno de sus componentes individuales.
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Nuevamente, debido a la cercania de las bandas en los componentes

individuales se hace dificil determinar un cambio extra a la disminucion de la

absorbancia o ensanchamiento de los picos atribuible a la interaccién entre los

grupos funcionales del colageno, SC y HA al adicionarse.

Los principales cambios en los espectros IR, son similares a los que

ocurren cuando se tienen la combinacion de dos componentes, como son

colageno-SC y colageno HA de manera separaday se mencionan a continuacion:

X/
L %4

Se disminuye la intensidad de las bandas en 3290 cm™ del colageno,
en 3330 cm™ del HA y en 3340 cm™ del SC, lo cual hace suponer
que existe interaccion entre los grupos amino e hidroxilo del

colageno con los grupos hidroxilo del CS y del HA.

Desaparecen los picos de absorcion en 2890 cm™ del SC y en 2877

cm* del HA correspondientes a los enlaces C-H.

Desaparece por completo las bandas en 1378 cm'1, 1270 cm™, 1212
cm?, 1179 cm?, 1099 cm?, 890 cm? y 830 cm?, todas ellas
relacionadas con vibraciones de los enlaces C=0, C-H, C-N, C-O y

N-O del colageno.

Hay un corrimiento de la banda en 1640 cm'l del colageno hacia
1626 cm™, esta sefial corresponde a vibraciones de enlaces C-O,
C-Ny N-H del colageno.

Se observa un corrimiento de la banda en 1029 cm™ del SC

correspondiente a los movimientos del enlace C-O.

Hay un corrimiento de la banda en 2930 cm™ del colageno hacia

2924 cm?, la cual corresponde vibraciones del enlace C-H.
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% Considerando el andlisis infrarrojo es posible proponer que la
interaccion entre el colageno y el SC se presenta por medio de

diferentes rutas:

v" Formacién de esteres por la reaccion de acidos carboxilicos del SC y
del HA, con los grupos OH y amino del colageno, las cuales son
detectadas en 1037 cm™ del espectro de la combinacién colageno-
SC-HA.

v" Formacién de amidas y oximas por la reaccién de acidos carboxilicos
del SC y del HA con los grupos NH del colageno, las cuales son

detectadas en 1626 cm™.

En la Figura 44 se presenta la imagen del estudio DSC del compuesto
CL/PVA-HA, en la cual se muestra el flujo de calor como funcion de la temperatura
de la muestra y una respuesta endotérmica pues estd orientada hacia abajo. Se
determino el valor de Ty en las curvas DSC por el punto de la curva térmica
correspondiente a 1/2 de la diferencia de flujo de calor entre la temperatura de
comienzo extrapolada (T1) y la temperatura de retorno a la linea de base (T2) en la
curva de DSC.

La Figura 44 presenta también con una ampliacion de 30° C a 250° C para
mostrar el calculo de la Ty =115° C, y donde se pueden observar las temperaturas

de cristalizacion T.= 215° C y fusion T; =242° C del material.

Adicional a estos picos mencionados se presentan tres endotérmicos mas,
a 246° C, 258° C y 291° C, los cuales se atribuyen a la degradacion térmica de

cada uno de los componentes de la mezcla.
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Figura 44 Analisis DSC para compuesto colageno-SC-HA.
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3.3.2.7 Nanofibras Colageno/PVA-SC-HA

En la Figura se muestra la molécula del colageno y las cadenas poliméricas
de PVA, SC y HA en donde se indican los grupos funcionales que posiblemente
interactian al formar el compuesto colageno-PVA-SC-HA. El alcohol polivinilico
contiene grupos [OH], el sulfato de condroitina posee grupos funcionales [OH],
[C=0], [NH], [SO3] y [C-O], mientras el acido hialurénico contiene grupos [OH],
[C=0], [NH] y [C-O] todos ellos con posibilidades de interaccionar con los grupos
funcionales del colageno el cual contiene una seccién formada por glicina, prolina

e hidroxiprolina con grupos [NH], [N], [C=Q] y [OH] altamente reactivos.
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HC——O O4H HC——O, o pollmero formado
" ° R-C=0
H R-OH o R—COO—R
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Alcohol boxili Ester
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_ _ O
R-C=0 R- C-N I
o I R-C —N-C-R
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° PH ° carboxilico Amida | o
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- HA R’-C-OH R-OH R—O—R’
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A~ D i
™" coLAGENO 7 iy

Figura 45 Esquema representativo del compuesto colageno-PVA-SC-HA.

En la Figura 46 (a) se muestra la coleccion de nanofibras resultante esta
combinacion. El proceso de electrohilado se llevd a cabo bajo las condiciones
enlistadas en Tabla 15. Se observa una pelicula transparente y de textura lisa.

Esta pelicula fue obtenida mediante la preparacién de una mezcla de colageno
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3.2% (peso/volumen) 1,1,1,3,3, Hexafluro-isopropanol, sulfato de condroitina en
agua 2.5% (peso/volumen) y acido hialurénico 0.5% en agua (peso/volumen) en
proporcion 19:27:27:27 (colageno:PVA:HA:SC); lo que equivale a 0.32 gr de
colageno, 1.2 gr de PVA, 0.375 gr de SC y 0.075 gr de HA por cada 55 mL de

solucion.

En la Figura 46 (b) se observa una imagen SEM de la pelicula, la cual tiene
una superficie lisa con pequefios defectos en la superficie. A mayores
magnificaciones (Figuras (c), (d) y (e)), se observa que la formacion de las
nanofibras en esta combinacion de los cuatro componentes, bajo las condiciones
descritas anteriormente, no fue posible obtener nanofibras. El aspecto que
presenta esta combinacion, sugiere una separacion de fases, lo que muy
posiblemente afecte de manera considerable la formacion del jet, y por ende no es

posible generar nanofibras.

Figura 46 Fotografia (a) e imagenes SEM a diferentes magnificaciones (b, c, d) de
la fibra colageno-PVA-SC-HA.

La Figura 47 presenta un espectro de infrarrojo de las nanofibras de
colageno-PVA-SC-HA (c) comparado con el espectro de sus componentes
individuales colageno (a) y PVA (b), SC (c) y HA (d). En la parte superior de la

Figura se presenta un acercamiento de la regiéon comprendida entre 2000 y 700
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cm con la finalidad d determinar con mayor claridad posibles cambios en el
compuesto resultante de la combinacién respecto de cada uno de sus

componentes individuales.

En el espectro IR podemos las vibraciones caracteristicas de cada uno de
los componentes individuales discutidas anteriormente. De manera similar, los
cambios que se presentan en esta combinacién son atribuibles a la posible
formacion de amidas y esteres debido a la interaccion entre los grupos amino y
OH del colageno, con los grupos C=0 y OH del SC y del HA y los OH del PVA, los
cuales son detectados en 1636 cm™, 1434 cm™, 1049 cm-1 y 843 cm™.

000 1800 1600 1400 1200 1000 800

i
|

Absorbancia (u.a)

.>
|

I I T ' 1 ' 1 '
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 508
Longitud de onda, cm-1

Figura 47 Espectro de infrarrojo para colageno puro (a), PVA (b), (SC) puro (c),
(HA) puro (d) y el compuesto colageno-PVA-SC-HA (e).
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1565 3.4 Peliculas delgadas

1566 El estudio de materiales compuestos de una matriz polimérica y nanotubos
1567 de carbono han tenido un gran énfasis en los Ultimos afios debido a la necesidad
1568 de reforzar las propiedades mecanicas de nuevos materiales (86). Con la finalidad
1569 de analizar y estudiar este tipo de nano compuestos se prepararon combinaciones
1570 de colageno-PVA-sulfato de condroitina-NTC (CL-PVA-SC-NTC) y colageno-PVA-
1571 &cido hialurénico-NTC (CL-PVA-HA-NTC) en forma de peliculas delgadas por la

1572 técnica de evaporacion de solvente.

1573 3.4.1 Materiales y Equipos para sintesis de peliculas delgadas.

1574 En la Tabla 19 se muestran los materiales y equipos utilizados para la
1575 sintesis de peliculas delgadas de cada una de las combinaciones. Se obtuvieron
1576 peliculas delgadas del polimero colageno tipo I, PVA, sulfato de condroitina y
1577  &cido hialurénico y fueron reforzadas con nanotubos de carbono de pared midiltiple

1578 por la técnica de evaporaciéon de solvente.

1579 Tabla 19 Materiales y equipos utilizados en la sintesis de peliculas delgadas.

Colageno tipo Il (Sigma) Parrilla eléctrica de agitacion (Thermo
Scientific, modelo SP131325)

Acido hialurénico (Sigma) Ultrasonido, marca Fisher Scientific,
modelo FS30D.

Alcohol polivinilico (Sigma) Estufa de secado

Sulfato de condroitina (Sigma)
1 1 1 3 3 3-hexafluoro-2-propanol
(99% sigma)

1580

1581 Para formar las peliculas se disolvieron los polimeros mediante agitacion
1582 mecéanica en el solvente adecuado de acuerdo a lo indicado en la Tabla 13.
1583 Posteriormente se agregaron los NTC manteniendo la agitaciéon el tiempo
1584 necesario para su dispersion. Posteriormente, la mezcla se vertio en cajas Petri de
1585 plastico de 10 cm de didmetro, se llevaron a la estufa a 60°C durante 24 horas
1586 para evaporar el solvente. Las peliculas resultantes se conservaron en las cajas

1587  Petri para su posterior uso y caracterizacion.
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3.4.2 Peliculas delgadas de Colageno/PVA-SC-NTC
En la Figura 48 se presenta el esquema representativo de la molécula de
colageno y del sulfato de condroitina interaccionando con los nanotubos de
carbono de pared multiple en donde se indica los grupos potenciales con potencial

de interaccion para la formacién del compuesto colageno-PVA-SC-NTC.

Esta combinacion fue obtenida mediante la preparacién de una mezcla de
colageno 3.2% (peso/volumen) 1,1,1,3,3, hexafluro-isopropanol y PVA (preparada
anteriormente con proporciéon 40:60 respectivamente) y sulfato de condroitina
2.5% en agua (peso/volumen), con nanotubos de carbono dispersos en agua
0.01% (peso/volumen), en proporcién 40:40:20 (colageno-PVA:SC:NTC) ; lo que
equivale a 0.32 gr de colageno, 0.375 gr de SC y 0.015 gr de NTC por cada 40 mL
de solucién. Se prepararon peliculas delgadas en cajas Petri mediante

evaporacion de solvente de esta combinacion para la caracterizacion IR.

VAd

u PVA
Grupo Grupo
) Grupo CL
polimero formado
Ho @ R’_C:o
R-OH L R—COO—R
Acido .
Alcohol . Ester
carboxilico
]
R-C=0 R- C-NH-R I
o I R-C -N-C-R
Acido 0 I
carboxilico Amida | 0
Amida Il
R’-C-OH R-OH R—O—R’
Alcohol Alcohol Eter
R-C~-N-H
RANAC-O R-OH I
R Alcohol o
Amina Oxima

Figura 48 Esquema representativo del compuesto colageno-PVA-SC-NTC.
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Figura 49 Imagen a) fotografica y b) SEM del compuesto coladgeno-PVA-SC-
NTC.

La Figura 49a muestra una imagen de la pelicula obtenida a partir de ésta
combinacion, macroscopicamente, los NTC proveen una tonalidad de gris oscuro
a la pelicula. En la imagen 49 b) se muestra una imagen SEM de esta muestra
CL/PVA-SC-NTC, en la cual se observa que los NTC se encuentran disipados a lo
largo de la matriz polimérica. Por su parte, los espectro IR de esta combinacion,
muestran las vibraciones caracteristicas de los grupos funcionales de los
componentes individuales, ya discutidos anteriormente, lo cual se observa en la
Figura 50. De acuerdo a los espectros IR de colageno, SC y NTC, algunas
posiciones de sus vibraciones caracteristicas son muy cercanas, como resultado
es dificil atribuir bandas en los espectros de las mezclas a los grupos funcionales
del colageno o del SC. Sin embargo se revelan pequefios cambios en los

espectros como resultado de la variacion de los coeficientes de colageno-SC-NTC.

Por su parte, en el espectro de los NTC se detectan sefiales en 1638 y
1331 cm™ que corresponden a los estiramientos simétricos del enlaces C=0 y del
O-H del grupo carboxiico respectivamente, y en 3321 cm™ que corresponde al
estiramiento simétrico del grupo—OH. La presencia de estos grupos funcionales en
la superficie sobre los NTC permite lograr una alta dispersion de estos en agua, lo

cual es esencial para su combinacion en solucion otros componentes.
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Considerando el andlisis infrarrojo es posible proponer que la interaccidon
entre el colageno y el SC se da por medio de diferentes rutas como se menciona a

continuacion:

v" Formacién de esteres por la reaccion de acidos carboxilicos del SC y
NTC con los OH del colageno las cuales son detectadas en 1052 y
1149 cm* del espectro de la combinacién colageno-SC.

v" Formacién de amidas y oximas por la reaccion de acidos carboxilicos
del SC y NTC con los grupos NH del colageno, las cuales son
detectadas en 1631y 1545 cm™.

v' La banda en 3304 cm™ indica vibraciones de los grupos OH y NH del
colageno y del CSy de los OH del CS y los NTC.

El andlisis DSC mostrado en la Figura 51, indica una temperatura de
transicion vitrea, Ty de este compuesto de aproximadamente 197° C, una
temperatura de cristalizacion de 221° C y de fusion 223° C. Se observan picos
exotérmicos a 235° C y 259° C y un endotérmico adicional a 289° C, los cuales
indican la degradacién de colageno, sulfato de condroitina y PVA respectivamente.
En la Figura 22, se determind que los NTC comienzan a descomponerse a una

temperatura aproximada de 650° C.
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1648

1649  Figura 50 Espectro de infrarrojo para colageno puro (a), (SC) puro (b), (NTC) puro
1650 (c) y el compuesto colageno-SC-NTC (d).
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Figura 51 Andlisis DSC del compuesto colageno/PVA-SC-NTC.
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3.4.3 Peliculas delgadas de Coladgeno/PVA-SC-HA-NTC
En la Figura 52 se presenta el esquema representativo de la molécula
proteica de colageno y la cadena polimérica del sulfato de condroitina

interaccionando con los nanotubos de carbono de pared mdiltiple mostrando los

grupos funcionales que posiblemente interacttan al formar el compuesto
colageno-SC-NTC.
«PVA
T
Grupo Grupo
; Grupo CL
polimero formado
R-C=0
R-OH o R—COO—R
Acido |
Alcohol . Ester
carboxilico
0]
R-C=0 R- C-NH-R [
] [ R-C -N-C-R
o H o Acido o) I
N OM carboxilico Amida | o
() Y Amida Il
HA \co n
Pva R’-C-OH R-OH R—O—R’
@ Alcohol Alcohol Eter
AR R-C—NH
S w R—NH-C-Ol R-OH "
sc éc\“ R Alcohol ©
ﬁ i Amina Oxima
[0}
|/
A \NG)HN\)K/
N
HyP Pro oy gOLAGEN

Figura 52 Esquema representativo del compuesto colageno-PVA-SC-HA—

NTC.

La formacion de esta combinacion fue obtenida mediante la preparacion de

una mezcla de coladgeno 3.2% (peso/volumen) 1,1,1,3,3, hexafluro-isopropanol,
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sulfato de condroitina 2.5% en agua (peso/volumen) y &cido hialurénico 0.5 %
(peso/volumen), con nanotubos de carbono dispersos en agua 0.01%
(peso/volumen), en proporcion 19:27:27:27 (colageno:SC:HA:NTC); lo que
equivale a 0.32 gr de colageno, 0.375 gr de SC, 0.075 gr de HA y 0.015 grde NTC
por cada 55 mL de solucién. Se prepararon peliculas delgadas mediante

evaporacion de solvente de esta combinacion para la caracterizacion IR.

La Figura 53 muestra una fotografia de las peliculas obtenidas. La imagen
SEM de la Figura 53a representa la combinacion de CL/PVA-SC-HA-NTC en la
cual la dispersion de los NTC en la matriz polimérica origina una coloracién gris

obscuro.

Figura 53 Fotografia del compuesto colageno-PVA-SC-NTC

En los espectros de infrarrojo mostrados en la Figura 53, se observan
claramente las vibraciones caracteristicas de los grupos funcionales de los
componentes individuales. La cercania de las vibraciones caracteristicas del
colageno, el PVA, el SC, él HA y los NTC, dificulta la asignacion de las vibraciones
en el espectro de la mezcla, sin embargo, se observan pequefios cambios en los

espectros como resultado de la variacion de los coeficientes de colageno-SC-NTC.

En el espectro de los NTC se detectan sefiales en 1638 y 1331 cm™ que
corresponden a los estiramientos simétricos del enlaces C=0 y del O-H del grupo
carboxflico respectivamente, y en 3321 cm™ vibraciones correspondientes al

estiramiento simétrico del grupo funcional —OH. La presencia de estos grupos
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funcionales en la superficie de los NTC permite lograr una alta dispersion en agua,

lo cual es esencial para la combinacidn con otros componentes.

Considerando el analisis infrarrojo es posible proponer que la interaccion
entre el colageno y el SC se da mediante de diferentes rutas como se menciona a

continuacion:

¥ Formacion de ésteres por la reaccién de acidos carboxilicos del SC,
él HA y los NTC con los OH del colageno, sefiales que son
detectadas en 1045 y 1175 cm™ del espectro de la combinacion
colageno-SC.

¥ Formacion de amidas y oximas por la reaccion de acidos carboxilicos
del SC y NTC con los grupos NH del colageno, las cuales son
detectadas en 1660, 1763 y 1566 cm™.

v La banda en 3320 cm-1 indica movimientos vibracionales de los
grupos OH y NH del colageno, el CS y él HA, y los grupos OH de los
NTC.
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1739 Figura 54 Espectro de infrarrojo para colageno puro (a), (SCy HA) puro (b), (NTC)
1740 puro (c) y el compuesto colageno-SC-NTC (d).
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3.5 Evaluacion del porcentaje de hinchamiento (%H)en los
nanomateriales sintetizados
La evaluacion del grado de hinchamiento permite determinar la capacidad
de expansion o aumento de volumen de una muestra de los materiales obtenidos
al ponerse en contacto con agua, lo cual estd directamente relacionado con la
capacidad de absorcion de este componente. En la Tabla 21 se muestran los
resultados obtenidos del grado de hinchamiento H en agua de cada uno de los
materiales obtenidos, respecto al tiempo de exposicion en segundos. La Figura 55

muestra los resultados graficamente.

El experimento se llevd a cabo con una muestra con un peso inicial de
0.0034 gr aproximadamente, y poniéndola en contacto con 10 mL de agua
destilada a 25 °C El estudio se llevd a cabo midiendo la ganancia de peso del
nanomaterial respecto del tiempo de inmersion. Este andlisis termina en el tiempo
t, una vez que la muestra no registre un cambio de peso. Cabe mencionar que los
tiempos en los que se sumergid la muestra en el liquido fueron muy cortos debido
a que una vez que han absorbido la maxima cantidad de agua algunos de ellos
comienzan a disolverse completamente, principalmente aquellos que contienen
una alta proporcién de polimeros naturales como son el coldgeno, el sulfato de
condroitina y el acido hialurénico, mientras que aquellos que contienen PVA
soportan unos minutos mas aunque también terminan por disolverse y formarse un

hidrogel.

El grado de hinchamiento se determind mediante la siguiente ecuacion:

_ 23
—Wf W°x100 @3)

W,

Dénde: porcentaje de hinchamiento (%H), W; es el peso del nanomaterial

%H =

en el tiempo t, y Wo es el peso inicial del nanomaterial en el tiempo tp.
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1767 Tabla 20 Porcentaje de hinchamiento en los nanomateriales obtenidos.
1768 Nanomaterial \ Porcentaje de hinchamiento %H
Col-PVA 14.29
Col-SC 20.47
Col-HA 18.12
Col-PVA-SC 19.59
Col-PVA-HA 18.12
Col-SC-HA 9.29
Col-PVA-SC-HA 14.44
Col-PVA-SC-NTC 18.12
Col-PVA-SC-HA-NTC 7.82
1769
25.0
2047 1959
20.0 18.12 18.12
15.0
I
e 100
5.0
0.0
¢ v
(_)
A¥ 4‘5\2\
S
(/0
1770 Nanomaterial analizado
1771 Figura 55 Resultados de la prueba de hinchamiento de las nanofibras.
1772
1773 Con este andlisis, es posible observar que el material formado por

1774  colageno-SC es el que posee mayor grado de hinchamiento, seguido de la mezcla
1775 colageno-PVA-SC, mientras que el que tiene la menor capacidad de hinchamiento
1776 es la combinacién colageno-SC-HA el cual se disuelve completamente en un
1777  minuto.

110

——
| —



1778
1779
1780
1781
1782
1783

1784
1785
1786
1787
1788
1789
1790
1791
1792

1793

1794

1795
1796
1797

APLICACIONES DE LOS NANOMATERIALES

3.5.1 Sensibilidad al pH de los nanomateriales
Si un compuesto contiene grupos ionizables, es un material sensible al pH,
dado que la ionizacion esta determinada por el pH en términos de ionizacién de
equilibrio. La variacién del pH del medio de hinchamiento induce cambios en el
grado de ionizacion de los electrolitos y, por tanto, un cambio en el grado de

hinchamiento del material.

Estos ensayos se realizaron con la finalidad de determinar el
comportamiento de los materiales obtenidos cuando estdn en contacto con
soluciones de diferentes pH. Para el medio acido se utilizd una solucion de acido
acético (pH=1), para el medio alcalino se empled una solucién de hidroxido de
sodio (pH=14) y se utiliz6 agua destilada como medio neutro (pH=7). Se pesaron
0.004 gr de muestra y se colocaron en 5 mL de medio (acido, alcalino o neutro), se
dejaron en contacto a temperatura ambiente y se monitorearon los tiempos de
disolucion completa en cada ensayo. La Tabla 21 muestra los resultados de los

tiempos de solubilidad completa de los nanomateriales en diferentes pH.

Tabla 21 Tiempos de disolucion de los nanomateriales obtenidas en diferentes pH.

Col-PVA X X 336 h
Col-SC 1 afo 90 seg 2h
Col-HA 1 afo 60 seg 80 seg
Col-PVA-SC X X 144 h
Col-PVA-HA 1 afo 336 h 192 h
Col-SC-HA X 70 seg 60 seg
Col-PVA-SC-HA X X 192 h
Col-PVA-SC-NTC X X 3h
Col-PVA-SC-HA-NTC X X 1.5h

X=NO DISUELTAS

3.6 Anélisis comparativo de las nanofibras poliméricas obtenidas.
La Tabla 22 muestra un analisis comparativo de las caracteristicas fisicas y

quimicas de las nanofibras obtenidas de todas las combinaciones estudiadas.
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Tabla 22 Comparacién de las propiedades analizadas de los nanomateriales

obtenidos.

| MNemomaterdd | TC9) [ TCO | TCO | MM |
Col-PVA 77.2 158 170 14.29
Col-SC -- - -- 20.47
Col-HA -- - -- 18.12
Col-PVA-SC 163 220 233 19.59
Col-PVA-HA 42.7 140 161 18.12
Col-SC-HA 115 215 242 9.29
Col-PVA-SC-HA -- -- -- 14.44
Col-PVA-SC-NTC 197 221 223 18.12
Col-PVA-SC-HA-NTC -- -- -- 7.82

Los nanomateriales marcados en color gris en la Tabla 22 se eligieron para
hacer su caracterizacion fisicoquimica completa debido a que fueron los que
presentaron mejores caracteristicas y una mayor formacién de nanofibras, tal y
como se mostro en su analisis mediante SEM. Estos mismos se caracterizaron

bioldgicamente, tal y como se describe en el siguiente apartado.
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Capitulo IV BIOCOMPATIBILIDAD Y CITOTOXICIDAD DE LOS
NANOMATERIALES EN CELULAS HT29

Debido a que la adhesion celular hace referencia a la cantidad de células
gue pueden adherirse a la superficie de un material biocompatible, y la
citotoxicidad a las células que sobreviven y se reproducen en contacto con el
biomaterial, estos se vuelven factores relevantes dentro de la biocompatibilidad de

materiales con potencial uso como implantes biomédicos.

En este apartado se analiza el comportamiento de los nanomateriales como
matriz biologica en presencia de células HT29. Los estudios in vitro son el primer
paso que se suele utilizar para la comprension de la interaccién substrato-célula y
la biocompatibilidad de los materiales. Los cultivos celulares son sistemas ideales
para el estudio y observacion de un determinado tipo de células bajo condiciones
especificas, dado que estos sistemas no presentan la complejidad que un sistema

in vivo conlleva, debido al gran nimero de variables que interaccionan.

4.1Células HT29 como modelos de diferenciacion in vitro de
Cancer colon rectal
Aungue es muy cierta la importancia de una alimentacion saludable y del
ejercicio fisico en la prevencion del cancer, la poblacidén en general no sigue estas
conductas. Estudios epidemioldgicos recientes, han demostrado que ésta
enfermedad se ha convertido en una de las principales causas de muerte hoy en

dia.

Particularmente, la carcinogénesis colon rectal (CCR) es un proceso
multifactorial influenciado por factores ambientales y genéticos. Aunque todavia se
conoce poco sobre los mecanismos de control de la diferenciacién celular y la
homeostasis a lo largo de las colonias, se cree que las alteraciones que tienen
lugar durante la transformacién neoplasica ocurren en etapas del proceso de
diferenciacion donde las células deben decidir su destino en el tejido: continuar en
el compartimiento proliferativo versus transitar hacia el compartimiento

terminalmente diferenciado.
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Las lineas celulares derivadas de cancer colon rectal han proporcionado
una herramienta muy Util para el estudio de genes reguladores de la diferenciacion
intestinal y su implicacién en el cancer, en gran parte debido a la dificultad de
obtener cultivos primarios a partir de células epiteliales normales de intestino. En
particular, algunas lineas celulares colon rectales conservan partes del programa
de diferenciacion epitelial del intestino, expresando muchos de los genes
caracteristicos de las células del epitelio colénico diferenciado (por ejemplo de
células absortivas 0 mucosecretoras), y mantienen la capacidad de formar
monocapas de ceélulas polarizadas una vez que han alcanzado la confluencia en
cultivos in vitro. Por otra parte, muchas de estas lineas celulares presentan
mutaciones geneéticas, asi como inestabilidad cromosémica y de microsatélites
similares a lo que ocurre en tumores colon rectales, lo cual es muy interesante a la
hora de estudiar la conservacion o pérdida de mecanismos de diferenciacion
celular durante la progresion tumoral. En consecuencia, estas lineas celulares son

muy Utiles como modelos de diferenciacion celular, normal y tumoral.

La linea celular HT-29 fue establecida en 1975, derivada de células de
adenocarcinoma de colon humano (Fogh J, 1975). A nivel morfolégico, los cultivos
de esta linea celular son heterogéneos y contienen subpoblaciones de células con
diferente capacidad de diferenciacion. Asi pues, en condiciones estandar de
cultivo, la poblacion HT-29 contiene mas de 95% de células morfolégicamente
indiferenciadas: durante el crecimiento hacia pos confluencia, las células se van
apilando y no se polarizan, formando multicapas, y no expresan marcadores de
diferenciacion caracteristicos de células del epitelio intestinal adultas. Estas
células son sensibles a los farmacos quimioterapéuticos 5-fluorouracilo vy
oxaliplatino, que son las opciones de tratamiento estandar para el cancer colon
rectal. Ademéas de ser un modelo de tumor de xenoinjerto de cancer colon rectal,
la linea celular HT-29 también se utiliza como un modelo in vitro para estudiar la

absorcion, el transporte, y la secrecion por las células intestinales. (75).
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4.2Los nanomateriales y cancer colon rectal

Los avances en nano ciencia Yy la nanotecnologia han mejorado
notablemente el campo de la medicina en términos de diagnostico y la terapia del
cancer. Recientemente, hay un gran interés en el desarrollo de sistemas
multifuncionales para enfoques terandsticos dentro de una Unica formulacion, que
sea capaz de combinar la deteccion, tratamiento, seguimiento, y las intervenciones
guiadas por imagenes, lo que permitiria una entrega de monitorizacion de
farmacos en tiempo real, la liberacion y su eficacia. Los nanomateriales, tales
como nanofibras, peliculas y nanotubos de carbono son sistemas adecuados
debido a sus caracteristicas Unicas (6). En éste sentido Zhou Chen et al. (13),
recientemente analizaron los principales mecanismos de accion de las nanofibras
en sus aplicaciones como biosensores para deteccibn de céncer, ellos
encontraron que las nanofibras poseen excelentes caracteristicas de capacidad de
carga, gran area superficial, porosidad, alta eficiencia de encapsulacion y facilidad
de modificacién, por todo esto se convirtieron en excelentes candidatos para la

deteccion de cancer (76).

El pequefio didmetro de las nanofibras poliméricas con un area de
superficie alta es Util para la transferencia de masa y de farmacos con eficiente
liberacion en zonas especificas para el tratamiento de células cancerigenas. La
cinética de la liberacion del farmaco de las estructuras depende de la seleccién
apropiada de las técnicas, la solucion de propiedades, el tipo de farmaco utilizado
y adecuada puesta en marcha de los parametros del proceso de electrospinning
((22). Azuma et al. (48) estudiaron la sintesis y aplicaciones de nanofibras de
quitina y el quitosano, concluyendo que son excelentes candidatos para el

transporte y liberacion de farmacos para el tratamiento de cancer.

Stefan T. Yohe et al. (77) estudiaron el efecto de las nanofibras de poli &-
caprolactoma en la liberacién de farmacos para el tratamiento de cancer, las
cuales resultaron ser significativamente eficientes contra células cancerosas
HT29.
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En el 2014, Yan et al. (78) estudiaron el efecto de nanofibras de PVA-
quitosano en el control de la liberacion de farmacos para el tratamiento de cancer
de ovario, concluyendo que estos materiales son excelentes matrices para el

transporte y liberacion.

La Figura 56 muestra un diagrama de flujo que indica como se llevé a cabo

la caracterizacion bioldgica de los nanomateriales.

Moléculas de Adhesion
y

por RTPCR )
» Coloracion con Azul de
' Toluidina
Estudiode Coloracidn con cristal
o Biocompatibilidad ' violeta
Caracterizacion
Bioldgica L v

. Estudiode Viabilidad-

: - Ensayo preliminar con MTT]|
Citotoxicidad , e

y Estudio MTT

Figura 56 Esquema representativo de la caracterizacion biolégica de los
nanomateriales.
4.3 Cultivo de células HT29 preliminar
Se realiz6 un ensayo preliminar de cultivo celular para determinar el tiempo
y el nimero de células que se cultivarian por pozo. Para realizar el cultivo de las
células en las cajas de 96 pozos, primero se lleva a cabo el conteo de las células
en la suspension celular del matraz del cultivo primario con azul de tripano en la

camara de Neubauer (ver anexo 7.2.1).

Se sembraron de 300,000 células/pozo hasta 10 células/pozo y se observd
confluencia a 0, 24, 48, 72 y 144 horas. Posteriormente se sembraron las células

de acuerdo al disefio experimental de la Figura 57.
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Para el cultivo se siguio el siguiente protocolo

1. Retirar el medio de cultivo del matraz del cultivo primario

2. Realizar 3 lavados con 5 mL de DMEM.

3. Agregar de 2 a 3 mL de tripsina e incubar por 10 min a 37°C y 5%
COs.

4. Retirar las células de la incubadora y hacer vortex por 20 segundos y
centrifugar por 6 minutos a 1200 rpm.

5. Decantar las células y rellenar con medio de cultivo completo.

6. Dispersar las células haciendo vortex por 30 segundos mas.

7. Mezclar 100 pl de suspensiéon de células y 100 ul de azul de tripano,
pipetear y colocar en la cAmara de Neubauer.

8. Realizar el conteo de células por cuadrante de la camara de
Neubauer y calcular el volumen a sembrar en cada pozo.

9. Sembrar las células en la caja de cultivo de 96 pozos por triplicado
para cada experimento.

10.Incubar las cajas con células a 37°C y 5% CO., y realizar cambios de
medio de cultivo cuando sea necesario.

11.0bservar la confluencia de las células a 24, 48, 72 y 144 horas.

1 2 3 4 5 6 7 8
300,000 200, 000 100,000 75,000 50,000 20,000 10,000 .
A ] . . : . . . Medio
células células células células células células células
300, 000 200, 000 100, 000 75,000 50,000 20,000 10,000 .
B . . . . . . . Medio
células células células células células células células
300, 000 200, 000 100, 000 75,000 50,000 20,000 1000,0 .
c ) . . ) . . . Medio
células células células células células células células
D Medio Medio Medio Medio Medio Medio Medio Medio

F

Figura 57 Disefio de experimentos para el cultivo de células en los materiales.

En la Figura 58 se observan las células sembradas en una concentracion

de 100,000 células por pozo a: a) 24 horas con una confluencia del 40%, b) 48

horas con una confluencia del 60%, c) 72 horas con una confluencia de 80% y
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finalmente d) 144 horas con un crecimiento modificado y saturado de 100%. Estos
resultados se muestran graficamente en la Figura 58, se observa que a una
concentracién de 100 000 células/ pozo a las 48 horas se satura el crecimiento
celular, es asi que esta concentracion es descartada. Para una concentracion de
200,000 y 100,000 células/ pozo a las 48 horas se alcanza confluencias del 80 y
60 % respectivamente, mientras que a concentraciones menores no alcanzan una

confluencia mayor del 30% a las 48 horas.

100

70 1>~ ////‘{

60

50 /I/{

40 /

30 f/(.J
20 -

10 -

0 | | I | I |

0.00 5.00 10.00 15.00 20.00 25.00 30.00
Numero de células sembradas inicales x 10000

% de confluencia

24 horas =#=A48 horas =M=72 horas =>¢=144horas

Figura 58 Fotografias de células HT29 sembradas a una concentracién de 10°

células /pozo alas 24, 48, 72 y 144 horas y representacion gréafica de la

confluencia observada.

Basandose en la Figura 58 se determind como la primera incognita la
concentracion de 100,000 células/pozo a un tiempo de 24 horas para los ensayos

de biocompatibilidad mediante coloracion con azul de toluidina y cristal violeta, y
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un tiempo de 48 horas para los ensayos de viabilidad-citotoxicidad mediante el
ensayo MTT, lo que permite dar tiempo suficiente a que las células dividiéndose
dividan de tal forma que sea posible realizar las mediciones sin llegar a la

saturacion.
4.4 Cultivo de células HT29 en los materiales poliméricos.

4.4.1 Materiales y Equipos
Se utilizaron células HT29 (ATCC® HTB38™). La linea celular HT29 de
adenocarcinoma de colon, recibe gran interés en estudios biolégicos enfocados al
cancer de colon humano, la digestion de alimentos y viabilidad debido a su
habilidad caracteristicas de expresar la madurez de las células intestinales. Bajo
condiciones estandar de cultivo, estas células crecen como mudltiples capas

indiferenciadas no polarizadas.

A continuacion en la Tabla se presentan los equipos y reactivos utilizados
en el desarrollo experimental.

Tabla 23 Materiales y equipos para el andlisis bioldégico de las nanofibras.

Tripsina-EDTA (0.25%)/ 25200-056 Vortex LSE Mixer Corner ®

GIBCO

Tri Reagent® /T9424 Sigma Aldrich Microscopio Invertido Eclipse TS100
Nikon

Suero Fetal Bovino/ F6178 Sigma Aldrich | Micropipetas EppendorfTM

Medio de cultivo Mc Coy’s/M8403  Sigma | Incubadora NU4750 NuAireTM
Aldrich

Kit MTT/ CGD1 Sigma Aldrich Espectrofotometro lector de microplacas
Solucién salina balanceada de Hanks/ H8264 | xMark BioRad

Sigma Aldrich

Cristal Violeta/ C0O775 Sigma Aldrich Centrifuga Heraeus Megafluge 40 Thermo
Azul de Tripano/ 72-57-1 Sigma Aldrich Scientific

Azul de Toluidina/89649 Sigma Aldrich

SDS/L3771 Sigma Aldrich

Antibidtico (Penicilina-Estreptomicina)/ P4333 | Campana de Flujo Laminar NU126-300
Sigma Aldrich NuAireTM

Agua Destilada
Nanofibras poliméricas
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4.4.2 Preparacion de los materiales poliméricos
Los materiales se probaron en forma de colecciones de nanofibras y
peliculas delgadas, de las cuales se cortaron circulos de 6 mm de diametro y se
neutralizaron en 10 mL de una solucion de NaHCO3 al 2 % (w/v) durante 3 min,
posteriormente se realizaron 3 lavados con 10 mL de agua destilada confirmando

el pH neutro.

Los materiales se secaron a temperatura ambiente durante 24 h, se
colocaron en frascos de vidrio de cierre hermético y se esterilizaron sometiéndolos

a radiacion UV durante 20 min.

Los discos de nanofibras previamente esterilizados se colocaron en cada
uno de los pozos de cultivo en cajas de 96 pozos, las cuales fueron cubiertas y

guardadas hasta ser cultivadas las células.

Se utilizaron los siguientes controles para el cultivo de células:

Control positivo: células + medio Mc Coy’s+ suero 10%

Control negativo: Medio Mc Coy's sin células sin suero

Control interno 1: Medio Mc Coy’s + material polimérico

Control interno 2: Medio Mc Coy's + material polimérico (media luna)
Control interno 3: Medio Mc Coy’s + Células+ material polimérico

La siembra de las células en los materiales poliméricos se realizé siguiendo

el protocolo descrito a continuacion:

1) Retirar el medio de cultivo del matraz del cultivo primario.

2) Realizar 3 lavados con DMEM.

3) Agregar de 2 a 3 mL de tripsina e incubar por 10 mina 37° Cy 5%
COa,.

4) Retirar las células de la incubadora y hacer vortex por 20 segundos y
centrifugar por 6 minutos a 1200 rpm.

5) Decantar las células y rellenar con medio de cultivo nuevo.

6) Dispersar las células haciendo vortex por 30 segundos mas.
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7) Contar las células con azul de tripano en relacion (1:1) en la cAmara
de Neubauer.

8) Sembrar 100,000 células/pozo en la caja de cultivo de 96 pozos
preparadas anteriormente con el material polimérico y cada uno de
los controles como se indica en la Figura 59.

9) Incubar las cajas con células a 37° Cy 5% CO, y realizar cambios de
medio de cultivo cuando sea necesario.

10)Realizar ensayos de biocompatibilidad a las 24 horas y de

citotoxicidad a las 48 horas.

1 2]3(4 5 6 7 8 9 10 111 12

CL/PVA+ CL/PVA- CL/PVA- CL/HA- CL/PVA-SC-

A células SC+células HA+células SC+células NTC+Células C+
CL/PVA+ CL/PVA- CL/PVA- CL/HA- CL/PVA-SC-NTC+

B células SC+células HA+células SC+células células C+
CL/PVA+ CL/PVA- CL/PVA- CL/HA- CL/PVA-SC-NTC+

C células SC+células HA+células SC+células células C-
CL/PVA+ CL/PVA- CL/PVA- CL/HA- CL/PVA-SC-

D células SC+células HA+células SC+células NTC+Células C-

E Medio Medio Medio Medio Medio Medio

F

G

H

Figura 59 Disposicién del disefio de experimentos para el cultivo de

células en material polimérico.

En las imagenes mostradas en la Tabla 24 se muestra el crecimiento de las
células HT29 sobre la matriz en cada material estudiado a las 24 y 48 horas. Se
puede observar claramente la tendencia de crecimiento de las células HT29, las
cuales crecen exponencialmente, en el nanomaterial CL/PVA se tiene una
confluencia del 40% y un 70% a las 24 hrs a las 48 horas respectivamente, en el
compuesto CL/PVA-SC se tiene una confluencia del 70% a las 24 horas, mientras
que a las 48 horas se presenta un crecimiento del 90%, para el compuesto
CL/PVA —HA se presenta un crecimiento de 40% a 50% de 24 a 48 horas, para el
compuesto CL- SC-HA la confluencia crece de un 20% a 30% de 24 a 48 horas y
finalmente para el compuesto CL/PVA —SC-NTC la confluencia es de 20% a 24
horas y crece hasta 30% en 48 horas. A partir de los resultados descritos

anteriormente, se observa que todos los materiales presentan adhesion celular, es
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decir, que se observan las células viables y creciendo a las 24 horas de contacto.

Con esto, es posible concluir que las células contintan creciendo y que la matriz

gue ofrece mejores caracteristicas como soporte para el crecimiento de las células

HT29 es la combinacién CL/PVA-SC.

Tabla 24 Confluencia de células HT29 sobre los materiales poliméricos

estudiados.

Material

24 horas de cultivo

48 horas de cultivo

CONTROL

Células HT29 sembradas
sin material polimérico.

CL/PVA
Células HT29 sembradas
sobre nanofibras de
colageno con alcohol

polivinilico.

'
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CL/PVA-SC

Células HT29 sembradas

sobre la combinacion de
colageno tipo I, alcohol
polivinilico y sulfato de

condroitina en forma de

nanofibras

CL/PVA-HA
Células HT29 sembradas
sobre nanofibras formadas
de colageno, alcohol
polivinilico y &acido
hialurénico.
CL/SC-HA

Células HT29 sembradas

sobre nanofibras de
colageno, sulfato de
condroitina y acido

hialurénico

CL/PVA-SC-NTC
Células HT29 sembradas
sobre el nanomaterial
polimérico formado de
colageno, PVA, sulfato de

condroitina y NTC en

forma de pelicula.
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4.4.3 Estudio de Adhesion celular (Biocompatibilidad)
La biocompatibilidad es la capacidad de un material para actuar con una
respuesta adecuada en el medio biolégico en el cual son utilizados (un ser
humano u otro ser vivo). Los materiales biocompatibles son Ilamados

biomateriales.

Estos materiales pueden estar en contacto breve o prolongado con el
paciente, si es breve se corre el riesgo de cursar con una intoxicacion o
hipersensibilidad al material usado, en cambio si el contacto va a ser postergado o
prolongado se debe tener en cuenta, que éste no provoque ningun tipo de
reaccion en contra del paciente, es decir, que sean materiales totalmente inertes, y
una vez los materiales sean absorbidos o degradados pueden ser suplantados por
el tejido normal del paciente; un ejemplo de esto son las suturas reabsorbibles

utilizadas para puntos internos.

Para determinar la viabilidad celular, se establecié el grado de correlacidon
entre las distintas densidades celulares sembradas y la absorbancia obtenida para
cada muestra analizada. Estas técnicas estan basadas en diferentes mecanismos
para cuantificar el nimero de células vivas o viables, tras un tratamiento
especifico con un antitumoral o agente toxico. Entre ellas se seleccionaron las

siguientes: Azul de Toluidina y Cristal violeta.

444 Ensayode Adhesién celular con azulde Toluidina
El azul de Toluidina es un colorante que tifie estructura baséfilas. Se puede
comportar como colorante ortocromatico (tifie de color azul) o0 metacromatico (tifie
de color violeta-rojo), dependiendo del pH y de la naturaleza quimica de la
sustancia tefida. La adherencia celular o adhesion celular es la capacidad que
tienen las células, tanto en los seres unicelulares como pluricelulares, de unirse a
elementos del medio externo o a otras células (61). La adhesion celular se

produce tanto por fuerzas electrostaticas como por interacciones inespecificas.

El azul de Toluidina es un colorante acidofiico y cationico (basico)

metacromatico de color azul que pertenece al grupo de las tiacidas utilizado
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en histologia, y algunas veces en el ambiente clinico. Su caracteristica principal es
que tifie selectivamente componentes acidos de los tejidos, tales como sulfatos y
radicales fosfatos incorporados en el ADN y ARN de las células. Por ello se utiliza
para hacer tinciones nucleares "in vivo" basandose en que las células displasicas
y anaplasicas contienen cuantitativamente mayor cantidad de acidos nucleicos y
por tanto retienen la tincion. La sensibilidad de la prueba es alta y como

inconvenientes se han sefialado los falsos positivos que puede generar (79).

En la Tabla 25 se muestran los datos estadisticos obtenidos a partir del
ensayo de biocompatibilidad con azul de Toluidina de los nanomateriales. Este

ensayo ha sido descrito en el apartado 3.3.5 del Capitulo IIl.

Todos los materiales presentan porcentajes superiores al 100% de
crecimiento celular, exceptuando el material que contiene nanotubos de carbono,
lo que es un indicativo de que éste material no es biocompatible con las células

HT29 provocando apoptosis.

Tabla 25 Resultados de adhesion de azul de Toluidina.

Medio 2.420 2.625 1.924 2.342 2.628
SD 0.145 0.156 0.331 0.168 0.147
CV% 5.991 5.954 17.200 7.186 5.597

Control positivo (C+) 1.469 100.00 123.45
Control negativo 1.190 81.00 100.00
(C-)

CL/PVA 2.158 146.87 181.30
CL/PVA-SC 2.425 165.04 203.74
CL/PVA-HA 1.604 109.19 134.79
CL/SC-HA 2.041 138.94 171.51

CL/PVA-SC NTC 0.829 56.43 69.66
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La densidad Optica promedio de cada uno de los materiales analizados se
muestra graficamente en las Figura 60 y 61. A partir del andlisis de estos
resultados, se concluye que el compuesto CL/PVA-SC presenta 2.2 veces mayor
biocompatibilidad con las células HT29, segundo de la combinacién CL/PVA que
es 1.5 veces mayor, el compuesto CL/PVA-HC 1.4 veces, mientras que la
combinacion CL/SC-HA 1.1 veces mas que el control. Sin embargo, el compuesto
CL/PVA-SC-NTC esta por abajo del control en un 50 %, lo que indica el peor
escenario de biocompatibilidad de todos los compuestos poliméricos estudiados,
todos comparados con el control positivo. Respecto a su comparacion con el
control negativo, todos los compuestos presentan mayor biocompatibilidad a
excepcion de la combinacion CL/PVA-SC-NTC.

,¢ . Adhesion por azul de Toluidina (respecto C+)

2.1 -
1.6 -
1.1
|
0.6 - ;
0.1 -

CL/PVA-SC CL/SC-HA CL/PVA-HA CL/PVA CL/PVA-SC Control
-04 - NTC positivo (C+)

Densidad 6ptica promedio

Figura 60 Resultados de adhesién celular con azul de toluidina respecto del
control positivo.
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3
Adhesion por azul de Toluidina (respecto C-)
2.5 - T

g T
(]
: |
o
Q15
S
\:‘ __________ T T T T
- 1
[}
S
(7]

o T T T T

CL/PVA CL/PVA-SC CL/SC-HA CL/PVA-HA CL/PVA-SC NTC Control
negativo (C-)

Figura 61 Resultados de adhesién celular con azul de toluidina respecto del
control negativo.

445 Ensayode Adhesion celular por cristal violeta

Elvioleta de metilo, cominmente denominado cristal violeta o violeta de
genciana, es el nombre dado a un grupo de compuestos quimicos empleados
como indicadores de pH y colorantes. Los violetas de metilo son mezclas de: N-
tetra, N-penta y N-hexametil p-rosanilinas. El color del colorante depende de la
acidez de la solucién. En un pH de 1,0, el colorante es verde con maximos de
absorcion a 420 nm y 620 nm, mientras que en una solucién fuertemente acida
(pH de -1), el colorante es amarillo con un maximo de absorcion a 420 nm. Los
diferentes colores son el resultado de los diferentes estados cargados de la

molécula de colorante.

Mediante esta técnica se permite valorar de una forma rapida y sencilla la
masa celular total de un cultivo celular. El método se basa en la tincion de las
células con una solucién al 0,25% del colorante Cristal Violeta y en cuantificar, en
un lector espectrofotométrico de multiplacas, la densidad o6ptica (o absorbancia)
del Cristal Violeta solubilizado. Este método, al medir la masa celular total y seguir

la Ley de Beer — la absorbancia es directamente proporcional al nimero de células
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en el pocillo — no permite valorar de forma global la proliferacion celular, asi como
también los fendbmenos de adhesion y de adhesién celular bajo distintas

condiciones experimentales.

El ensayo de biocompatibilidad con cristal violeta se realizd siguiendo el

protocolo descrito en el apartado 3.3.5 del Capitulo |Il.

En la Tabla 26 se muestran los resultados del ensayo de biocompatibilidad
con cristal violeta, en la cual podemos observar que al igual que con azul de
toluidina se presentan porcentajes mayores al 100% en todos los materiales a
excepcion el coldgeno/PVA-SC-NTC, en el cual al parecer los nanotubos de
carbono ejercen un papel contrario ya que, no solo evitan el crecimiento sino que

al parecer destruyen a las células.

Tabla 26 Resultados de adhesion de cristal violeta

Media 1.735 2.034 1.323 1.6415 1.398
SD 0.147 0.019 0.188 0.1520 0.222
CV% 8.477 0.973 14.21 9.2615 15.88

Control positivo 1.036 100.00 82.62 2142
(C4)

Control negativo 0.856 121.03 100.00 2143
(C-)

CL/PVA 1.535 148.17 179.32 2144
CL/PVA-SC 1.899 183.30 221.85
CL/PVA-HA 1.043 100.68 121.85 <+
CL/SC-HA 1.342 129.49 156.72 5144

CL/PVA-SC NTC 0.514 49.61 60.05
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Figura 62 Resultados de adhesion celular con cristal violeta con respecto al control
positivo.

En las Figuras 62 y 63 se muestran los resultados de manera gréfica de los
estudios de adhesion por cristal violeta. En el caso de cristal violeta se corrobora
que el compuesto CL/PVA-SC es el que presenta mayor biocompatibilidad de
todos los analizados, mientras que el peor escenario lo presenta el CL/PVA-SC-
NTC.

2.5 1
Adhesion celular por Cristal violeta (respecto C-)
D 2.0 -
v -
8
S [
1.5 1
g [
i
S 10 - |
©c | _ _
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e
A8 05 -
.
0-0 T T T T T 1
CL/PVA-SC NTC  CL/SC-HA CL/PVA-HA CL/PVA CL/PVA-SC Control
negativo (C-)

Figura 63 Resultados de adhesion celular con cristal violeta con respecto al
control negativo.
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4.5Estudio de viabilidad-citotoxicidad

Para cuantificar la citotoxicidad celular de un biomaterial se emplea el ensay
de MTT. Dicha prueba analiza, de manera simultanea, el proceso de proliferacion
celular y la viabilidad celular. Esta ultima se refiere a la capacidad de las células
de seguir desarrollando sus funciones metabdlicas de manera “saludable” ante la
presencia del biomaterial. El ensayo MTT (bromuro de 3-[4-5, dimetiltiazol-2-ilo]-
2 ,5-difeniltetrazol) es una prueba colorimétrica estandarizada, el MTT amarillo es
reducido a formazan puarpura cuando hay actividad mitocondrial, por lo tanto, el
formazan que se produzca dentro de la muestra es directamente proporcional a la
cantidad de células vivas (80). La citotoxicidad celular se define como una
alteracion de las funciones celulares basicas que conlleva a un dafio que puede

ser detectado en la célula.

Al determinar la citotoxicidad de las células se determina de manera
indirecta la viabilidad celular, es decir la cantidad de células vivas por diferencia de

las células contadas inicialmente y de las células muertas.

45.1 Ensayo MTT preliminar de células HT29

Este método es simple y se usa para determinar la viabilidad celular, dada
por el nimero de células presentes en el cultivo lo puede medirse mediante la
formacion de un compuesto coloreado, debido a una reaccion que tiene lugar en
las mitocondrias de las células viables. El MTT (bromuro de 3(4,5 dimetil-2-tiazoil)-
2,5- difeniltetrazolico), es captado por las células y reducido por la enzima
succinico deshidrogenasa mitocondrial a su forma insoluble formazan. El producto
de la reaccién, el formazan queda retenido en las células y puede ser liberado
mediante la solubilizacion de las mismas. De esta forma es cuantificada la
cantidad de MTT reducido mediante un método colorimétrico, ya que se produce
como consecuencia de la reaccién un cambio de coloracion del amarillo al azul
(80).

En la Figura 64 se muestra la caja de cultivo donde se realiz6 el cultivo

primario de las células HT29, la caja de 96 pozos con las células sembradas a
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diferentes concentraciones por duplicado y el medio de cultivo como control,

siguiendo el protocolo anterior.

Figura 64 Células HT29 sembradas a) en cajas matraz de fondo plano y
b) las cajas de 96 pozos.

Una vez descongelado, el reactivo MTT se adiciona en cada pozo de la caja
de cultivo (Figura 65). Se observan las tonalidades que van de azul a verde claro
para los que contienen células, las rosadas para los medios sin MTT y sin células
y los colores pardos para las del medio de cultivo con MTT sin células como
controles. En la Figura 66 se observa una imagen de microscopio de las células
cultivadas antes de agregarle el MTT (Imagen 66 a) en la cual podemos ver las
células crecidas las cuales mueren después de ser sometidas al ensayo MTT
(imagen 66 b).

Figura 65 Caja de 96 pozos después del ensayo MTT de células HT29.
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Figura 66 Células HT29 a) antes y b) después del ensayo MTT.

En la Figura 66 se muestran las fotografias de las células antes y después
del ensayo MTT. En la Figura 66 a) se observan las células con una confluencia
del 60 % aproximadamente para una concentracion de 100 000 células/pozo. En
la Figura 66 b) se observan las células en tonalidades azules y aglomeradas

después del ensayo MTT.

Después del periodo de tratamiento de 2 horas con el reactivo MTT se
midio la densidad Optica en un espectrofotdbmetro lector de microplacas a 570 nm.
Los resultados indican que el reactivo MTT no caus6 una disminucion significativa
en la supervivencia celular en ninguna de las concentraciones celulares
evaluadas. La Tabla 28 muestra los resultados obtenidos de absorbancia.

Tabla 27 Resultados preliminares de ensayo MTT.

Numero de Células Densidad éptica (MTT)
300000.00 0.66
200000.00 0.57
100000.00 0.40
75000.00 0.39
50000.00 0.31
20000.00 0.01
10000.00 -0.16
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En la Figura 67 se muestran los resultados graficamente del ensayo MTT

para cada concentracion celular analizada, el cual se realiz6 a las 48 horas.

y = 0.2405In(x) - 2.3512

Ensayo MTT R? =0.9845

0.80

0.70
g 0.60 /
2 0.50
‘o
T 040
]

3 0.30
§ 0.20 /
0.10 /
0.00 —1 : : - - - - |

0.00 5.00 10.00 15.00 20.00 25.00 30.00 35.00
Numero de células iniciales x 10000

Figura 67 Resultados del ensayo MTT en células HT29.

La ecuacion que representa la tendencia de datos obtenidos, donde y es la

absorbancia y x es la concentracion celular (cantidad de células) es la siguiente:

y =0.24015In(x) — 2.315 (24)
y = densidad 6ptica
X = concentracion celular

Despejando x (25)

y+2.3512 =0.24051In(x)

In() = Y2315 (26)
0.2451

e @

45.2 Ensayo MTT con materiales poliméricos
La Tabla 29 muestra las imagenes de los cultivos de los materiales
poliméricos a las 48 horas de cultivo. Se observa que las células siguen creciendo,

y que la matriz que ofrece mejores caracteristicas como soporte para el
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crecimiento de las células HT29 es la combinacion CL/PVA-SC. Los resultados

obtenidos después del ensayo de MTT se muestran a continuacion:

Tabla 28 Resultados de viabilidad por ensayo MTT.

e O

CL/PVA 0.97 148.81 6.564E+05
CLPVA-SC 1.05 161.85 9.279E+05
CL/SC-HA 0.68 104.28 2.013E+05

CL/PVA-HA 0.87 133.15 4.332E+05
CL/PVA-SC NTC 0.65 99.92 1.794E+05
Positivo (C-) 0.3985
Negativo (C+) 0.6505
Compa@sito [ CL/IPVA [ CLPVA-SC CL/SC-HA | CL/PVA-HA CL/PVA-SC NTC
Media 0.97 1.05 0.68 0.87 0.65
SD 0.01 0.48 0.04 0.17 0.07
%CV 0.73 45.96 591 20.11 10.88

A partir de la ecuacién 28 se obtuvieron los resultados de viabilidad:

Densidad opticadecélulastratadas
Densidad pticadecontrol positivo

(28)

VIABILIDAD (%) = 100

La densidad Optica esta relacionada con la cantidad de células vivas, por lo
que son las que forman el formazan con el reactivo MTT, el cual es detectado con

el espectrofotdmetro debido a la coloracién formada.

En la Figura 68, 69 y 70 se muestran los resultados obtenidos de manera
grafica. Se observa que el compuesto que presenta mayor viabilidad, y por lo tanto
menor citotoxicidad es el CL/PVA-SC, seguido del CL/PVA y el CL/PVA-HA. En
este caso, el compuesto CL/PVA-SC-NTC nuevamente se muestra como el mas

citotoxico y menos viable.
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Figura 70 Resultados de MTT (concentracién celular).

Comparando cada uno de los materiales poliméricos con el pozo sin
materiales de prueba, se observa que todos los materiales favorecen el
crecimiento y viabilidad celular, sin embargo, el compuesto CL/PVA-SC es el que
presenta mayor biocompatibilidad y viabilidad celular, siendo el mejor candidato
para ser utilizado como compadsito en aplicaciones biomédicas, y si es comparado
con el poliestireno que es el material del cual estan hechas las cajas y que en este
caso seria el que esta presente en contacto con las células en el pozo sin material
polimérico, se puede concluir que todos los biomateriales son mejores que el

poliestireno.
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Capitulo V CONCLUSIONES

En el presente trabajo se lleg6 a las siguientes conclusiones:

1.

Se obtuvieron modelos matematicos para la sintesis de nanotubos
de carbono y nanofibras poliméricas considerando la calidad y
rendimiento del nanomaterial deseado, asi como la seguridad y costo
de los procesos de sintesis.

Para los nanotubos de carbono la técnica de deposicion quimica en
fase vapor fue la que arrojo mejores resultados de calidad y
rendimiento al menor costo.

Para la sintesis de nanofibras mediante el proceso de electrohilado
se evaluaron los parametros de sintesis y se determiné que la
concentracion de la solucion polimérica, el voltaje aplicado y la
distancia entre colector-aguja son los de mayor influencia en el
tamafio, calidad y costo de la fibra terminada.

Los NTC sintetizados son de pared multiple, altamente cristalinos, de
diametro interno de 7-8 nm y diametro externo de 69 nm, con una
longitud de 0.8 mm y con una pureza del 95%.

La funcionalizacion de los NTC por lixiviacion con acidos nitrico y
sulfurico logra colocar grupos carboxilo e hidroxilo en la superficie de
los NTC, con lo que se logra una alta dispersion de estos en agua y
posteriormente al mezclarlos con diferentes polimeros en solucién.
Las nanofibras poliméricas fueron obtenidas de manera exitosa por
medio de la técnica de electrohilado, las cuales alcanzaron diametros
entre 40 y 60 nm aproximadamente.

Los nanomateriales con nanotubos de carbono colageno/PVA-SC-
NTC vy colageno/PVA-HA-NTC fueron sintetizados en forma de
pelicula delgada por medio de la técnica de evaporacion de solvente.
Las nanofibras con menor nimero de defectos y mayor calidad

fueron las obtenidas de la combinacion colageno/PVA-SC. Todas las
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otras combinaciones presentaron grandes defectos superficiales y
muy baja calidad.

9. La combinacién coladgeno/PVA-SC presenta caracteristicas fisicas y
guimicas 6ptimas para ser utilizado como material biomédico, puesto
que posee una excelente biocompatibilidad y viabilidad en células
HT29 de colon, comparada con todos los materiales sintetizados.

10.La combinacion que contiene los nanotubos de carbono dentro de la
matriz polimérica obtenida en forma de pelicula delgada
colageno/PVA-SC-NTC posee un efecto citotoxico en células HT29

a las 48 horas de exposicion.
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Capitulo VII ANEXOS

7.1 Técnicas de Caracterizacion
Con el fin de obtener las propiedades fisicas y quimicas de los materiales
sintetizados, en el presente trabajo se emplearon diferentes técnicas de
caracterizacién, cada una con un objetivo particular. A continuacion se mencionan
las técnicas empleadas para comprobar o identificar propiedades de los materiales

y para evaluar sus propiedades de biocompatibilidad y viabilidad celular.

7.1.1 Microscopia Electronica de Transmision (TEM)
Esta técnica se emplea para determinar de manera mas exacta el espesor
de la pelicula de los NTC formados dentro del tubo vycor y para observar la
formacion de las nanofibras poliméricas, asi como su diametro y presencia de

defectos superficiales.

7.1.2 Microscopia Electrénica de Barrido (SEM)

La morfologia de los nanomateriales obtenidos fue analizada por medio de
un Microscopio Electronico de Barrido JOEM JSM 6400 del Instituto de

Investigaciones MetalUrgicas de la UMSNH.

7.1.3 .Anélisis Termogravimétrico
El equipo empleado en ésta técnica es un Perkin Elmer modelo Pyris 1
TGA. Se utiliz6 una rampa de calentamiento de 15°C/ minuto con un flujo de aire

de 75 cm3/minuto desde temperatura ambiente hasta 800°C para caracterizar los
NTC.

7.1.4 Espectroscopia Raman
Se empled un equipo Dilor micro-Raman modelo Labarm equipado con un

laser He-Ne de 20 mW, con longitud de onda de 632.8 nm.
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7.1.5 Espectroscopiade Infrarrojo
El andlisis Infrarrojo se realizd en un equipo de Infrarrojo marca Perkin
Elmer Universal ATR Sampling Accessory del departamento del Posgrado de
Ingenieria Quimica de la UMSNH.

7.1.6 % Hinchamiento
Este analisis se realizd para determinar la capacidad que tienen de

absorber agua las muestras obtenidas.

7.1.7 Calorimetria Diferencial de Barrido
El equipo empleado en ésta técnica fue un Mettler Toledo 822. Se utiliz6
una primera rampa de calentamiento de 20K/ minuto de 30 °C a 150 °C, se
mantuvo en dicha temperatura durante 10 minutos para posteriormente ser
enfriado hasta 30 °C utilizando una segunda rampa de 10 k/minuto, esto con la
finalidad de quitar toda la humedad de las muestras, posteriormente se llevo de 30
°C a 500 °C utilizando una rampa de 10 k/minuto. Se emple6 para determinar la

estabilidad térmica de las muestras y la temperatura de transicion vitrea.

7.2 Caracterizacion biologica
La adhesion celular fue monitoreada mediante las técnicas colorimétricas
de azul de Toluidina y cristal violeta. Y la citotoxicidad/biocompatibilidad fue

medida mediante el uso de la técnica colorimétrica MTT.

7.2.1 Analisis de las moléculas de adhesion por RT-PCR
El andlisis PCR en tiempo real se ha venido utilizando ampliamente para
estudiar la expresion de genes durante la adhesion celular (81). Las moléculas de
adhesion celular (CAM) son proteinas de superficie celular, las cuales determinan
la adherencia homofilica, entre células del mismo tipo asi como la adherencia
heterofilica que tiene lugar entre células de distinto tipo o bien entre las células y la

matriz extracelular (82).

La adherencia de células a la superficie de otras células o a matrices
extracelulares se lleva a cabo por moléculas especificas de adhesion que se

comportan como receptoras de sefiales. Los ligandos que interactian con las
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moléculas de adhesion son generalmente insolubles, presentes en células
adyacentes o como componentes de la matriz extracelular. Numerosas proteinas
de la superficie celular (CAMs) son expresadas en la adhesion celular de las
células HT29, siendo las clases principales: e-cadherinas, Claudina, ocludina,
VCAM, ICAM, GDMPH, B-catenina, 3-2 microglobulina (81).Un primer es una
cadena de acido nucleico o de una molécula relacionada que sirve como punto de
partida para la replicacién del ADN. Es una secuencia corta de acido nucleico que
contiene un grupo 3'hidroxilo libre que forma pares de bases complementarios a
una hebra molde y actia como punto de inicio para la adicion de nucledtidos con

el fin de copiar la hebra molde.

Previo a la realizacién de las pruebas de adhesion se realizé el disefio de
los oligonucledtidos en el software Oligo 6 para emplear como primers de las

proteinas de adhesién los cuales son mostrados en la Tabla 29:

Tabla 29 Disefio de primers por RT-PCR para células HT29

Proteina Primers
e-cadherina CTT GTT TCT TCG GAG GAG
GCT TGG TGC AAC GTC GTT A
ICAM ACT CCA ATG TGC CAG GCT T
CAT TAT GAC TGC GGC TGC TAC
VCAM GGA ATT AAC CAG GCT GGA AGA
GGG CCT TTC GGA TGG TAT
Claudina CTC ACA GGC CAT TCA GGT CTT
AAT GCT GGC ACC GAC ATA AG
GAPDH CAC TGC CAC CCA GAA GAC TGT G
TGT AGG CCA TGA GGT CCAC
Ocludina ACA CTG GCC TAC AGG AAT ACA
CTG CAG ATC CCT TCA CTT G
B-catenina GGC CTG GTT TGA TAC TGA C
TGT GGC AGA TIT ACA AAT AGC
R-2 microglobulina GAG GCT ATC CAG CGT ACT CCA A
CAC ACG ACA GGC ATA CTC AT
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7.2.2 Teécnica paraconteo de células por el método de
exclusion con azulde Tripano
El azul de Tripano es una de varias manchas recomendadas para su uso en
procedimientos de exclusion de tinte para el recuento de células viables. Este
método se basa en el principio de que las células vivas (viables) no toman ciertos
tintes, mientras que las células muertas (no viables) hacen. La tincion facilita la

visualizacion de morfologia de las células.

Para determinar la viabilidad celular se emplean diferentes métodos. EI mas
comun es el de tincion con azul Tripano. El azul Tripano es un coloide que se
introduce en el interior de las células que presentan roturas en la membrana. Asi
pues las células que aparecen en la imagen, claramente de color azul, son
consideradas no viables. Asimilar células blancas, por exclusion, a células viables
€s un error pues por este método se sobrevalora la viabilidad de las células en la
suspension, determinando como inviables sélo aquellas con la membrana rota. En
la imagen se han representado células vivas como puntos blancos y células
muertas (tefiidas con azul tripdn) como puntos azules. Corresponde a una de las

areas de contaje de la camara de Neubauer (1 mm2).

Para realizar el conteo celular se utilizd un hematocitometro (Camara de
Neubauer, ver Figura 77), que contiene dos camaras grabadas y graduadas con
diferentes tamafios de cuadriculas, se tomaron en cuenta los cuadrantes de las
cuatro esquinas. El grabado corresponde a una cuadricula de 3x3 mm y esta a su
vez esta distribuida en cuadrantes de 1mm2, por lo que la cantidad de células
contadas en cada uno, seran la cantidad por mm2. La profundidad de la cdmara
es de 0.1Imm, con un volumen concentrado en un cuadrante de 0.1mm3 o su
equivalente a 1 x 10-4ml (0.0001 ml).

El nUmero de células se determind mediante el recuento en hemocitbmetro

(camara de Neubauer) y un microscopio 6ptico utilizando la siguiente férmula:

No.decelulas ~ No.decelulasvivas * factor dedilucion
Volumen de solucion No.de cuadrantes contados

*10000 (29)
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Total de Células vivas (sin tefiir) (30)

. - = *100
células totales (sinteiiir y tefiidas)

VIAVILIDAD (%) =

Dénde:

-El valor del factor de dilucion es 2, debido a que se utiliz6 una mezcla 1:1
de suspension celular y tincion azul de tripan.

-El valor del n° de cuadrante es 4.

El valor de 10.000, es para obtener el nimero de células por ml. Debido a

que el volumen de cada uno de los cuadrantes de la camara de Neubauer

contiene 0,1pl.

=

Figura 71 Conteo de células por exclusién con azul de Tripano mediante un

Hematocitometro
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ANEXOS

7.3Publicaciones cientificas realizadas

En esta seccion se presentan los articulos cientificos publicados en revistas

indexadas del presente trabajo. Se realizaron 3 publicaciones en total las cuales

son despliegan a continuacién y son presentados al final de éste capitulo.

TITULO DE LA PUBLICACION

RESUMEN

Chitosan/MW CNTs-Decorated with
Silver Nanoparticle Composites:
Dielectric and Antibacterial
Characterization

(Noviembre del 2013)

Se analizan las propiedades dieléctricas de
nanocompuestos formados por una matriz de
quitosano (QT), al cual se le han incorporado
nanotubos de carbono (NTC) y nanoparticulas de
plata (AgnP) lo que permite aumentar su
conductividad, = mejorar sus  propiedades
mecanicas y a la vez potenciar su efecto
antibacterial, con lo que es posible ampliar su
espectro de aplicacion especificamente en
aquellas aplicaciones donde la higiene es un
factor clave, tal es el caso del campo de la
biomedicina.

A Mathematical Programming
Approach for the Optimal Synthesis
of
Nanofibers through an
Electrospinning Process

(Diciembre del 2013)

Se proponen un conjunto de relaciones para
determinar el didmetro y el costo por cada
miligramo de nanofibras obtenidas por el proceso
del electrospinning como una funcién de algunas
variables independientes que participan en el
proceso (es decir, concentracion de polimero, el
voltaje, la distancia entre los electrodos, la
velocidad de inyeccion, la temperatura y el costo
de produccion.

An optimization approach for
producing carbon nanotubes
involving economic and safety
objectives.

(Marzo del 2015)

Se presenta un enfoque de optimizacion para
determinar el mejor método de sintesis y sus
condiciones de operacion correspondientes para
la sintesis de NTC de forma segura, econémica,
con alto rendimiento y calidad de los materiales
finales como funciones objetivo.
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