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RESUMEN

Las colecciones de nanofibras son de gran interés en el desarrollo de novedosos
materiales con una amplia variedad de aplicaciones tecnoldgicas e industriales. La técnica
de electrohilado es la estrategia mas adecuada para la produccidon de nanofibras ya que
facilita el disefio de nuevos materiales con propiedades Unicas que surgen como resultado
de sus dimensiones nanométricas. Sin embargo, el disefio de materiales avanzados hace
imperativo el estudio de estrategias que permitan el perfeccionamiento de los materiales
poliméricos nanoestructurados mediante procedimientos fisicos y quimicos que

potencialicen sus aplicaciones.

Con el propésito de contribuir al desarrollo de metodologias que favorezcan el
desarrollo de materiales avanzados constituidos por nanofibras, en la presente
investigacion se analizan estrategias de funcionalizacién de colecciones de nanofibras
durante la etapa de produccién y posterior al electrohilado. En términos de
funcionalizacién post-electrohilado, se han obtenido materiales heteroestructurados
compuestos por nanofibras de alcohol polivinilico/poli(3,4-etilendioxitiofeno):perclorato
(NF-PVA)/PEDOT:CIO4 mediante la electropolimerizacidon del polimero conductor PEDOT
sobre colecciones de NF-PVA. La inmovilizacién no covalente de PEDOT:CIO4 sobre la matriz
de NF-PVA induce un comportamiento electroquimico reversible que favorece su potencial

aplicacidn en el desarrollo de materiales para el almacenamiento de energia.

Por su parte, mediante la funcionalizacién covalente post-electrohilado se han
preparado biomateriales hibridos compuestos por nanofibras de quitosano/colageno (NF-
CTS/COL) y nanofibras de PVA/colageno (NF-PVA/COL) bajo el esquema de conjugacion
covalente de COL. La obtencion de los materiales biomiméticos se ha realizado mediante
reacciones de amidacidn y esterificacién respectivamente, asistidas con carbodiimidas.
Estas estrategias de bioconjugacién representan una novedosa alternativa que permite la
incorporacion de COL sin requerir su solubilizacidn; evitando asi su desnaturalizacién y el
deterioro de la bioactividad de COL, riesgo implicado durante su procesamiento mediante
electrohilado y otros métodos. La incorporacién de COL a los sustratos conformados por

nanofibras otorga mayor capacidad de adhesion celular in vitro de las células embrionarias

\



de rifidn humano 293 (HEK-293), respecto a los sustratos sin modificar. La evaluacién in
vitro del material NF-PVA/COL no solo demuestra la afinidad del material funcionalizado
con las células HEK-293, sino que ademas promueve la proliferacién celular; resultados
prometedores en el desarrollo de andamios celulares con miras a la regeneracion de tejidos

especializados.

Asi, el compendio de informacion aportada por el presente trabajo de investigacién
constituye un notable aporte para la produccién de materiales avanzados estructurados por

nanofibras con repercusién en el ambito de los biomateriales y materiales electroactivos.

PALABRAS CLAVE
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ABSTRACT

Nanofiber constructs are of great interest in the development of innovative
materials for a wide range of industrial and technological applications. In this sense,
electrospinning is the most straightforward approach that allows the fabrication of
nanofibers. Electrospun nanofibers have facilitated the design of novel materials, whose
main advantages are related to their unique properties conferred by their nano-scale
dimensions. Nonetheless, the development of advanced materials makes imperative the
study of strategies that allow for the functionalization of nanostructured polymeric

materials through physical and chemical approaches in order to enhance their applications.

With the aim to contribute to the progress of methodologies that allow the
development of specialized electrospun nanofibrous materials, in the present investigation
strategies such as the functionalization of as-spun nanofiber mats during the production
stage and post-electrospinning are analyzed. In the case of post-electrospinning
functionalization, heterostructured materials composed by poly(vinyl alcohol)/poly(3,4-
ethylenedioxythiophene):perchlorate (NF-PVA/PEDOT:CIO4’) have been produced through
PEDOT electropolymerization onto PVA nanofibrous mats surface. The non-covalent
immobilization of PEDOT:CIOs displays reversible electrochemical properties that

underscores its potential application for the production of energy storage materials.

Regarding to post-electrospinning covalent functionalization, hybrid biomaterials
composed by chitosan nanofibers/collagen (NF-CTS/COL) and poly(vynil alcohol)/collagen
(NF-PVA/COL) have been developed through covalent conjugation of collagen (COL). The
achievement of these biomimetic materials has been accomplished via amidation and
esterification reactions respectively, enabled by carbodiimides. Both bioconjugation
reactions propose innovative alternatives that allow the incorporation of COL avoiding its
solubilization. COL solubilization involves its denaturalization and decreases its bioactivity,
disadvantages related not only by collagen’s electrospinning but also by common
processing procedures. The incorporation of COL into electrospun nanofibrous mats confers
greater cell adhesion ability in HEK-293 cells, in contrast to non-functionalized substrates.

The in vitro citocompatibility evaluation of NF-PVA/COL shows affinity between HEK-293

VI



cells and NF-PVA/COL hybrid material in addition to cell proliferation improvement; these
results are promising for the development of highly specialized scaffolds focused on tissue

engineering.

Thus, the compilation of the knowledge provided by the present investigation
conforms a significant contribution for the production of nanostructured advanced
materials based on electrospun fibers relevant for the design of biomaterials and

electroactive materials.

KEY WORDS

Nanofibers, electrospinning, functionalization, advanced materials, biomaterials
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1. Introduccion

Las estructuras fibrosas, conformadas por filamentos continuos y elongados, son
ubicuos en la naturaleza, desempefiando importantes funciones que han inspirado la
sintesis de materiales fibrosos, por lo que el avance tecnolégico ha hecho posible el
redescubrimiento de métodos de obtencidn de sustratos poliméricos constituidos por
colecciones de micro y nanofibras que mimetizan la estructura de componentes naturales,
asi como sus funciones. Los sustratos porosos estructurados por colecciones de nanofibras
son materiales con propiedades Utiles como alta area superficial y porosidad. Estos
atributos les confieren especial interés para un amplio espectro de aplicaciones en varias
areas de innovacion. Entre las aplicaciones mds destacadas se enlistan: la absorcion y

separacion de contaminantes, catalisis, sensores, capacitores y biomateriales.

El método de electrohilado se ha distinguido como el procedimiento mas eficaz para
la producciéon de nanomateriales conformados por colecciones de nanofibras. A través de
esta técnica es posible procesar un gran niumero de polimeros naturales y sintéticos, sus
mezclas, y compdsitos con materiales de diferente naturaleza: ceramicos o metalicos. El
auge de la técnica es debido a la variada morfologia de las nanoestructuras que puede
obtenerse a partir del control de los parametros de operacién y de la versatilidad del equipo
para la obtencidn de colecciones de fibras sélidas, huecas y porosas, asi como estructuras
jerdrquicas con orientacidén inducida. El procesamiento de compdsitos a través de
electrohilado ha generado materiales con caracteristicas deseables para el desarrollo
tecnolégico. Sin embargo, el procesamiento de algunos compdsitos ha resultado complejo
debido a la dificultad en la homogenizacion de los componentes o por el detrimento de las
propiedades del compdsito final, hecho que limita el desarrollo de materiales avanzados. El
objetivo de superar estas limitantes de la técnica de electrohilado ha alentado el estudio de
modificaciones que derivan en configuraciones avanzadas del equipamiento basico, o bien
en funcionalizaciones post-electrohilado, de modo tal que la potencializaciéon de las
aplicaciones de estas nanoestructuras puede llevarse a cabo durante el proceso de
electrohilado mediante variaciones en la configuraciéon basica del equipo, o a través de

modificaciones posteriores al procesamiento.



El perfeccionamiento de materiales avanzados es un area de estudio en crecimiento
constante dada la necesidad del desarrollo de materiales y biomateriales mas eficientes,
selectivos y de mayor rendimiento. Las estrategias de modificacion post-electrohilado
mediante inmovilizacion covalente y no covalente permiten la incorporacién de
componentes labiles al proceso de electrohilado; como es el caso del colageno (COL), ya
que el electrohilado puede inducir su desnaturalizacion. En este sentido, la presencia de
grupos funcionales situados en las ramificaciones de las cadenas de los polimeros facilita su
funcionalizacién, ayudando a la obtencidon de materiales bioactivos que son mas adecuados

para el estudio de sus aplicaciones debido a la potencializacidn de sus propiedades.

En el presente trabajo de investigacion se estudian las modificaciones no covalentes y
covalentes de colecciones de nanofibras de alcohol polivinilico (PVA) y quitosano (CTS), los
cuales son polimeros con alto valor biotecnoldgico, que al presentar grupos funcionales —
OH y —NH; permiten su funcionalizaciéon para la incorporaciéon de moléculas de interés

biomédico y electroquimico.

A través del estudio de funcionalizaciones no covalentes post-electrohilado se detalla
la obtencidn de materiales ITO/NF-PVA/PEDOT:CIOs con notable actividad como
capacitores, cuya obtencidn combina dos novedosos métodos de sintesis: el electrohilado
y la electropolimerizacion. Por su parte, las funcionalizaciones covalentes post-
electrohilado son analizadas para la obtencion de biomateriales a partir de la incorporacién
de COL a dos tipos de sustratos citocompatibles: colecciones de nanofibras de PVA (NF-PVA)
y de CTS (NF-CTS). Si bien, el electrohilado del COL ha dado lugar a colecciones de nanofibras
de alta calidad, se ha demostrado que tal procesamiento reduce su bioactividad como
consecuencia de la desnaturalizacién inducida por el disolvente. La relevancia de este
estudio recae en la preservacion de la bioactividad del COL, propiedad fundamental para el
desarrollo de andamios destinados a la ingenieria de tejidos. Las bioconjugaciones
realizadas para la funcionalizacidn de las NF-CTS y NF-PVA, han dado como resultado la
produccion de biomateriales NF-CTS/COL y NF-PVA/COL a partir de procesos de amidacion
y esterificacidn respectivamente, asistidos con carbodiimidas. La incorporacion post-

electrohilado de COL presenta gran repercusion en la adhesion y proliferacion celular de la



linea HEK-293, correspondiente a células embrionarias de rindn humano. En el ensayo
preliminar se han evaluado los materiales NF-PVA/COL que presentan alentadoras

propiedades en materia de regeneracion de tejidos.

Asi, a partir de los estudios mencionados, la presente Tesis Doctoral busca contribuir
a la expansion del conocimiento y dominio referentes a la preparacion de biomateriales
fabricados mediante la técnica de electrohilado, y su prominente potencial en el desarrollo

de materiales especializados.



1.1. Justificacion

Los polimeros presentan gran versatilidad para la obtencidn de variados y novedosos
sustratos debido a que es posible funcionalizarlos adicionando componentes con
propiedades de gran interés en diversas areas de la ciencia, ademas de que pueden ser
procesados por diferentes metodologias para la obtencion de materiales con
microarquitecturas con propiedades Unicas. El método mas utilizado para la obtencién de
colecciones de nanofibras es el electrohilado. Su versatilidad permite la fabricacién de
materiales nanoestructurados de gran repercusién para el desarrollo de aplicaciones
enfocadas al medio ambiente, catdlisis, industria farmacéutica, sensores, medicina e
ingenieria de tejidos, por citar algunas. Sin embargo, la diversificacién de los nanomateriales
poliméricos a través de estrategias de funcionalizacidn es un drea de investigacién de auge

reciente y con potencial repercusién en el desarrollo de materiales avanzados.

El disefio de materiales basados en colecciones de nanofibras tiene como objetivo
desarrollar propiedades puntuales que permitan optimizar su desempeiio y enfocar sus
aplicaciones de manera selectiva. En este trabajo de tesis, dicho propdsito se aborda a partir
de estrategias generales para lograr la diversificacion de los sustratos nanoestructurados:
la modificacidén post-fabricacidn y la funcionalizacidn durante la produccidn a través de la

induccion de microarquitecturas con orden controlado.

Estas estrategias de modificacién contribuyen al desarrollo de materiales
electroactivos con prometedoras aplicaciones en el almacenamiento de energia, al
desarrollo de biomateriales enfocados a la ingenieria de tejidos enriquecidos con colageno
(polimero natural cuya bioactividad es susceptible a deterioro durante el procesamiento
mediante el electrohilado), con sobresaliente citocompatibilidad ante células embrionarias

de rifidn humano HEK-293.

Por lo anterior, la presente Tesis Doctoral contribuye a la ciencia de los materiales
aportando mayor entendimiento respecto a la técnica de electrohilado, al procesamiento

de los polimeros PVA y CTS, asi como a estrategias de funcionalizacién posterior a la etapa
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de produccion de colecciones nanofibras; marcando la pauta para el desarrollo de

materiales con notables aplicaciones en sectores de interés tecnoldgico.

Obtencion de Materiales Avanzados a Partir de Nanofibras Generadas por Electrospinning”
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1.2. Objetivo general

Estudiar estrategias que permitan la obtencién de materiales avanzados a través
de funcionalizaciones post-fabricacion de microarquitecturas producidas mediante la

técnica de electrohilado.

1.2.1. Objetivos especificos

A. Obtener sustratos nanoestructurados mediante el electrohilado de PVA y CTS para
realizar estudios de funcionalizacién.

B. Obtener el material electroactivo compuesto ITO/NF-PVA/PEDOT:CIO4 a través de
la inmovilizacion no covalente de PEDOT:CIO4 sobre electrodos de ITO/NF-PVA
mediante la técnica de electrodeposicion.

C. Fabricar biomateriales NF-CTS/COL y NF-PVA/COL mediante la conjugacion

covalente de COL via protocolos de amidacion y esterificacion.

1.3. Metodologia general

a. Electrodeposicion de PEDOT

Funcionalizaciones Obten.Cién de
post-electrohilado colecciones de b. Bioconjugacion de COL a sustratos de CTS

nanofibras

¢. Bioconjugacion de COL a sustratos de PVA
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2. Generalidades de las nanofibras

Las nanofibras son materiales flexibles con un amplio rango de aplicacién que
comprende distintas areas de estudio, entre las mas destacadas se enlistan: filtracion,
sensores, textiles de proteccién, almacenamiento de energia, ingenieria de tejidos y
biomateriales en general. Si bien el término nanofibras definia a fibras de didmetro
individual no mayor a 100 nm, la actualizacion de esta definicidn ha sido extendida para
incluir estructuras fibrosas cuyo didametro individual es inferior a 1 um.! Las colecciones de
nanofibras suelen conformar estructuras porosas, interconectadas, de elevada area
superficial y propiedades fisicas, quimicas y bioldgicas significantemente superiores
respecto a otros materiales.? Dichos atributos Unicos, aunados a la naturaleza propia del
material base, trascienden hasta novedosas propiedades con aplicaciones en todas las areas

tecnoldgicas.

En términos de fabricaciéon, se ha reportado una amplia diversidad de métodos de
produccién de nanofibras,? los principales se enlistan en la Tabla 1. No obstante, la técnica
de electrohilado (electrospinning, en inglés) es la mas ampliamente utilizada debido a la
versatilidad que ofrece para la fabricacién de una vasta gama de materiales, ademas de que
mediante esta técnica se puede controlar el tamano de los didmetros, la morfologia y

estructura de las nanofibras producidas.?

Tabla 1. Principales métodos de produccion de nanofibras.

Método Principio R:a'ngo de Morfologl?
diametro representativa
Isla-en-el-mar* Separaciéon de componentes >800 nm
/! , .
Sop m.j,o for Soplado de polimeros fundidos >800 nm
fusion
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Tabla 1. Principales métodos de produccion de nanofibras (continuacion).

Escritura , . .,
. A Moldeado de polimeros en disolucién >50 nm
directa
. Aplicacion simultdnea de calor y presion a
Hilado flash” P . ae caiory P >200 nm
fluidos poliméricos
Separacion de L - . .,
e Inducciéon de separacion de fase en disolucion 50-500 nm
Auto- Inducciéon de auto-organizacion molecular en
. 9 . L <100 nm
ensamblaje disolucion
Dispersion de S .
°P 10 Precipitacion en no-disolvente ~100 nm
disolvente
Hilado de L . ;
Aplicacion de fuerza centrifuga en polimeros
fuerza . >100 nm
e 11 fundidos
centrifuga
s Induccién de la formacion de nanofibras
Produccion . -
. 12 mediante alta temperatura y presion en 50-120 nm
hidrotermal . . . . .
disoluciones enriquecidas con electrolitos
Electrospinning Induccion electrostatica por efecto de alto
13 voltaje

Obtencion de Materiales Avanzados a Partir de Nanofibras Generadas por Electrospinning”
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2.1.Electrohilado

En las ultimas décadas el uso del electrohilado ha ganado popularidad en el sector
cientifico e industrial debido a que permite la fabricacién a bajo costo de sustratos
constituidos por fibras ultrafinas y continuas mediante induccién electrostatica. El
equipamiento basico consiste en un sistema de suministro para la disolucién polimérica,
equipado con una bomba de infusién programable, un generador de alto voltaje y un
colector metalico. El colector puede ser fijo, con movimiento controlado o de geometria

variable,? el esquema general del proceso se muestra en la Figura 1.

[cono de Taylor

Figura 1. Produccidn de nanofibras mediante electrohilado.

El electrohilado consiste en suministrar una disolucion polimérica mediante una
aguja metdlica y eléctricamente cargada a través de un campo eléctrico. El alto voltaje
aplicado otorga la fuerza eléctrica necesaria para superar la tensién superficial de la gota
del polimero, causando su deformacién y elongacidon hasta la formacién del cono de Taylor
(ver Figura 1). La subsecuente eyeccién de jets poliméricos origina la produccion de
nanofibras que son atraidas hasta el colector, que suele ser operado a polaridad opuesta o
aterrizado. Durante la trayectoria aguja-colector ocurre la evaporacién de la fraccion
correspondiente al disolvente en el jet polimérico. Finalmente, la construccién del sustrato

procede por la superposicion aleatoria de las nanofibras producidas constantemente.*



La produccion continua de las nanofibras promueve el ensamblando de complejas
microarquitecturas con alta mesoporosidad interconectada. La técnica de electrohilado es
reconocida como el procedimiento mas eficiente para la produccién de nanofibras
poliméricas, en los ultimos afos ha presentado un notable aumento en la incidencia de

reportes cientificos como se ilustra en la Figura 2.
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Figura 2. Numero de publicaciones indexadas entre el afio 2000 y 2020 referentes a la produccion
de nanofibras de acuerdo a los buscadores SciFinder y Google Académico.

Si bien el método de electrohilado ha adquirido mayor notoriedad en las ultimas
décadas, la utilizacién de la fuerza electrostatica para la fabricacién de fibras micro y
nanométricas se remonta al periodo comprendido entre 1902 y 1944, aios en los que John
Cooley y Anton Formhals publicaron una serie de patentes referentes al proceso de hilado
electrostatico hasta lograr su comercializacién en la industria textil.> El proceso de
electrohilado integra conocimientos de mecanica de fluidos y su inestabilidad frente a un
campo eléctrico para la produccion de estructuras fibrosas,®> el compendio de los

principales descubrimientos involucrados se resume en la Figura 3.
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Figura 3. Breve cronologia de la historia del electrohilado.

La eficacia del electrohilado estd vinculada con tres teorias que explican el
fundamento involucrado en la obtencién de nanofibras: 1) La teoria de la carga en el fluido,
gue establece que durante el electrohilado la generacidn de cargas en el fluido suministrado
ocurre por la polarizacién del campo eléctrico generado al aplicar potencial positivo y
negativo, induciendo la carga.'® 2) La teoria sobre la deformacién de las goticulas
poliméricas sometidas a alto voltaje, descrita en 1964. Geoffrey I. Taylor establecié que
cuando se someten volumenes discretos de liquidos eléctricamente conductores a campos
eléctricos, el equilibrio entre la fuerza del campo eléctrico y la tensién superficial origina
deformaciones estables de las goticulas de fluidos no viscosos, newtonianos vy
viscoelasticos. Asi mismo, explicd que cuando el voltaje supera el potencial critico revierte
el equilibrio deformando las gotas poliméricas hasta estructuras cénicas, con angulo de
98.6°, estructura que actualmente es conocida como el cono de Taylor. Ademas Taylor
demostré que dicha estructura conica es fundamental para la formacién de los jets
poliméricos que preceden a las nanofibras.'’” 3) La inestabilidad del jet en su recorrido hacia
el colector. Durante los experimentos de electrohilado se ha observado que conforme el jet
polimérico es expulsado del cono de Taylor usualmente sigue trayectorias rectas en la

primera fase, precedidas por trayectorias complejas causadas por la inestabilidad de flexion
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durante su recorrido a través del campo eléctrico hasta llegar al colector,*® Figura 4. Durante
éste trayecto el jet polimérico experimenta procesos de estiramiento y adelgazamiento
como consecuencia de la fuerza eléctrica;*® las perturbaciones mas comunes asociadas a la

inestabilidad causada por la fuerza eléctrica se ilustran en la Figura 4.

a) b)
Aceleracién lenta Aceleracion rapida 1) _ O

Elongacién del jet

i
cono de Taylor

/A
32 V) ~ (@)

_Etapas de inestabilidad_l
de estiramiento

Figura 4. a) Esquematizacion de la trayectoria de los jets poliméricos durante el proceso de
electrohilado y b) representacion de las perturbaciones asociadas a la inestabilidad del jet
polimérico.

El equilibrio adecuado de los pardmetros operacionales y las propiedades de la
disolucién es determinante para la fabricacion de nanofibras libres de defectos y de
diametros uniformes, caracteristicas que denotan la adecuada calidad de los sustratos. La
amplia variedad de polimeros y compdsitos que pueden ser electrohilados, aunada a la
diversidad de complejas microarquitecturas que pueden obtenerse son las razones
principales que definen al método de electrohilado como una técnica versatil y asequible

para la produccion de nanofibras a escala industrial o de laboratorio.2°

Mediante electrohilado es posible el procesamiento de un sinfin de polimeros
naturales, sintéticos y sus mezclas, ademas de disoluciones y suspensiones conteniendo

materiales cerdmicos y metdlicos; hecho que amplia el horizonte de aplicacion de los

Obtencion de Materiales Avanzados a Partir de Nanofibras Generadas por Electrospinning”
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materiales producidos. En términos de la morfologia, los sustratos pueden presentar
disposicidon aleatoria, alineada o bien integrando patrones, pueden componerse por
nanofibras sdlidas, huecas, con porosidad superficial y coaxiales o también denominadas

nucleo-coraza, como las que se ilustran en la Figura 5.

Figura 5. Imdgenes de FE-SEM de colecciones de nanofibras obtenidas mediante
electrohilado con distinta disposicion: a) aleatorias,?* b) alineadas,?? c) reticuladas,? y d) patrones
curvos;?* y con variaciones estructurales: e) sélidas,? f) porosas,?® g) coaxiales? y h) huecas.*®

La produccion exitosa de colecciones de nanofibras es gobernada por factores que
abarcan desde las propiedades de la disolucién que se procesa y las condiciones de
operacion del equipo de electrohilado hasta pardmetros ambientales,** los cuales se

abordan a detalle a continuacion.

2.1.1. Factores que influyen en el proceso de electrohilado

Los parametros de trabajo son factores importantes para comprender no solo la
naturaleza del proceso de electrohilado sino también la conversidon de una disolucién

polimérica a colecciones de nanofibras mediante dicha técnica. Estos parametros son

Obtencion de Materiales Avanzados a Partir de Nanofibras Generadas por Electrospinning”
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comunmente clasificados en tres grupos: parametros relativos a la disolucién, a la

configuracion del equipo y parametros ambientales.14 °
2.1.1.1. Parametros de la disolucion

Concentracion del polimero. La concentracién del polimero desempeiia un rol
importante en la fabricacion de nanofibras. Con el propdsito de comprender la influencia
de la concentracion del polimero se describen cuatro tipos de concentracidn critica, desde

muy baja hasta alta.?®

Si la concentracion es muy baja, la formacién de micro y nanoparticulas poliméricas
es promovida. En tal caso, el fendmeno de electrospray reemplaza al proceso de
electrohilado debido a la baja viscosidad y alta tension superficial en la disoluciéon. Cuando
la concentracidon es un poco baja respecto al valor requerido para ser electrohilable, se

genera una mezcla de nanofibras y perlas.39-32

La concentracién éptima si bien no se confina a un valor especifico, se define como
aquella que permite la obtencién de nanofibras libres de defectos y con didmetros
uniformes. Las concentraciones altas, superiores a la concentracién éptima comunmente
originan fibras de diametros fuera de la nanoescala con morfologia helicoidal y estructuras
tipo microlistones.3® Adicionalmente, la viscosidad de la disolucidn estd intimamente

relacionada con la concentracion de la misma.

Peso molecular. El peso molecular del polimero también tiene un impacto
importante en la morfologia de las nanofibras. En principio, el peso molecular refleja el
entrelazamiento de las cadenas poliméricas en la disolucidn, es decir la viscosidad de la
disolucidn. El procesamiento de disoluciones de polimeros con bajo peso molecular tiende
a originar perlas a lo largo de las nanofibras; por ende mayor peso molecular produce mejor
calidad en las nanofibras.?* Los polimeros de peso molecular alto favorecen también la
formacién de micro-listones incluso a concentraciones bajas. Algunos autores han

reportado que el procesamiento de polimeros de alto meso molecular a bajas



concentraciones permiten la obtencién de microarquitecturas ordenadas en patrones

complejos.3?

Es importante sefalar que el peso molecular no es un factor crucial ni determinante
para llevar a cabo el electrohilado siempre que la disolucién polimérica mantenga
suficientes interacciones intramoleculares que permitan el proceso, tal es el caso de
algunos oligdmeros que pueden ser exitosamente electrohilados a concentraciones

superiores al 30%p/v.3¢

Tension superficial. La tensidn superficial es un factor determinante en el proceso,
esta propiedad esta intimamente ligada al tipo de disolvente empleado ya que influencia la
morfologia de las nanofibras producidas.3’-3° Con la reduccién de la tensién superficial,
manteniendo constante la concentracion, es posible promover la obtencién de nanofibras
libres de defectos. La tensidon superficial puede ser modificada mediante ajustes en la
proporcién del disolvente cuando se emplean mezclas de disolventes, sin embargo, esta

variacion también altera la tensidn superficial.33

Conductividad. La conductividad de la disolucién estd en funcién del tipo de
polimero, el disolvente y los aditivos empleados, cuando éstos son incorporados.
Tipicamente, los biopolimeros son polielectrolitos en la naturaleza, de tal forma que la
presencia de iones incrementa la habilidad de transporte de carga del jet polimérico
inducido por el campo eléctrico. Este hecho resulta en la formacidn deficiente de nanofibras
en contraste con polimeros sintéticos.*® La conductividad de una disolucién puede ser
ajustada mediante la incorporacion de sales o componentes metalicos. La adicion de estos
componentes comunmente promueve la obtencidn de nanofibras con didmetros de menor

dimension.?!

Viscosidad. La viscosidad es una propiedad determinante para la morfologia de las
nanofibras. Existen valores criticos de viscosidad que permiten la formacién de fibras
continuas y libres de defectos; disoluciones con baja viscosidad no favorecen la produccion
de nanofibras de buena calidad, en estos caso la tensién superficial es el factor dominante,

mientras que altos valores de viscosidad resultan en la fuerte eyeccion de jets que tampoco



logran ser eficientes en la formacién de nanofibras.*? Es importante considerar que si bien
la viscosidad es facilmente ajustada al modificar la concentracion polimérica, ambas

propiedades también estan fuertemente ligadas al peso molecular.3% 43

Disolvente. El principal criterio de seleccidon de un disolvente para electrohilado
suele estar relacionado con la solubilidad del polimero que se desea procesar. No obstante,
el disolvente empleado es un factor fundamental para equilibrar otros parametros relativos
a las caracteristicas de la disolucion, tales como la conductividad, constante dieléctrica,

viscosidad y tensidn superficial 4

La presion de vapor que presente el disolvente o la mezcla de disolventes empleados
repercute en el tiempo de secado de las nanofibras, y debe considerarse para la seleccién

de la distancia éptima de trabajo, el voltaje a aplicar e incluso la velocidad de suministro.3?

2.1.1.2. Parametros de la configuracion del equipo

Voltaje. El voltaje es, sin duda, uno de los factores determinantes para la obtencién
exitosa de nanofibras. Solamente el voltaje superior al voltaje umbral es capaz de producir
la eyeccidn del jet desde el cono de Taylor. Sin embargo, a mayor voltaje puede ocurrir la
formacién de defectos, mientras que voltajes reducidos suelen producir la elongacién

deficiente de la gota polimérica sin llegar al cono de Taylor.

Su influencia en el didametro promedio de las nanofibras es controversial. Un amplio
numero de investigaciones sugieren que la aplicacién de alto voltaje origina la formacién de
nanofibras de didmetros mayores, empleando PVA disuelto en agua como modelo. *° En
contraste a esta hipdtesis, otro amplio grupo de reportes argumenta que la aplicacién de
altos voltajes favorece la disminuciéon de los didmetros al incrementar la fuerza
electrostatica repulsiva en el jet cargado, empleando poli(ferroceno-dimetilsilano) (PFS) en

dimetil acetamida/acetona como modelo.*’

Otros autores, descartan la influencia del voltaje en la dimensién del didmetro de

las nanofibras producidas empleando éxido de polietileno (PEO) como modelo de estudio.*®
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Por lo anterior, se puede inferir que el voltaje puede influir en la dimensién del diametro
promedio pero el nivel de significancia varia dependiendo de otros factores asociados a la

disolucién y factores operacionales.

Velocidad de flujo. La velocidad de flujo es otro de los factores importantes durante
el proceso. Comunmente, el suministro a baja velocidad de flujo es recomendado en un
periodo breve para dar lugar a la polarizacion de la disolucidn, posteriormente es
recomendable el incremento discreto del suministro. Cuando la velocidad de flujo es alta,
ocurre la produccién de nanofibras con defectos y con didmetros mayores debido a la
alteracion en el proceso de evaporacion del disolvente y la disminucién de la fuerza de

estiramiento.

El equipamiento estandar de electrohilado incluye un sistema de suministro
constituido por una aguja metalica conectada mediante una manguera o directamente a
una jeringa, dependiendo del tipo de unidad de electrohilado. Algunas variaciones
realizadas en el sistema de suministro han sido desarrolladas en aras de incrementar la tasa
de produccion de nanofibras,*” para ello se han incorporado accesorios de agujas

multiples.*® % En la Figura 6 se ilustran los principales tipos de sistemas de suministro.
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Figura 6. Principales sistemas de suministro para electrospinning.
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Sistemas mas complejos, como el co-axial* y tri-axial,”! son opciones que facilitan la
obtencién de nanofibras compuestas, las cuales presentan estructuras nuicleo-coraza. Otros
sistemas de suministro con rotacién, propios para la variante de electrohilado de fuerza
centrifuga, adaptan sistemas de agujas multiples®? o multicanal que permiten la fabricacion

simultanea de nanofibras de polimeros diferentes.>3

Distancia de trabajo. La distancia de trabajo, o también referida como distancia
aguja-colector, es de gran repercusion en la morfologia y diametro de las nanofibras.
Cuando se opera en distancias de trabajo cortas se provoca la recoleccién de nanofibras
humedas, ya que el tiempo de traslado del jet al colector es insuficiente para la adecuada
evaporacion del disolvente. El aumento en la distancia de trabajo también puede generar
la produccién de defectos a lo largo de las nanofibras debido a la disminucién de la fuerza
de atraccién electrostatica.*> >* Las distancias de trabajo éptimas deben ser determinadas
a partir del balance de la fuerza electrostatica, la velocidad de flujo y las propiedades de la

disolucion.

Geometria del colector. Durante el proceso de electrohilado, el colector actia como
el sustrato conductor que atrae al jet polimérico cargado desde el cono de Taylor. Los
sustratos de aluminio y acero inoxidable son ampliamente reportados a manera de
colectores. La vasta variedad de morfologias de las microarquitecturas compuestas por
nanofibras son inducidas fundamentalmente por el tipo de colector empleado.’® Las
variaciones en el tipo de colector y su geometria le otorgan al método de electrohilado gran

parte de su versatilidad, Figura 6.

Las modificaciones en los sistemas de recoleccion pretenden mejorar el control de
la deposicion de las nanofibras para la obtencién de microarquitecturas con disposicion
aleatoria, reticuladas, altamente alineadas e integrando patrones complejos donde la

longitud de las nanofibras varia desde micrémetros hasta centimetros.

Dentro de los colectores estaticos, los mas simples y mas ampliamente utilizados, se

distinguen dos tipos: las placas metalicas que facilitan la obtencién de nanofibras



depositadas de manera aleatoria y las barras paralelas, ya sea metdlicas o magnéticas, que
guian la deposicion alineada de las nanofibras. Los colectores de movimiento rotacional
como rodillos, ruedas y discos tienen el propdsito de integrar sustratos compuestos por
nanofibras altamente alineadas. Los colectores adaptados a plataformas con movimiento

X-Y 6 X-Y-Z ofrecen control superior en la induccion de patrones complejos.t*
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Figura 7. Principales colectores empleados para electrohilado.

2.1.1.3. Parametros ambientales
Temperatura. La temperatura de la camara de electrohilado es un factor que suele
intervenir directamente en la velocidad de evaporacidn del disolvente y por ende, favorece

la produccién de nanofibras de didmetro mas reducido.>*

Humedad. De manera similar a la temperatura, la humedad ambiental o inducida
durante el proceso de electrohilado estd fuertemente relacionada con la velocidad de
evaporacion del disolvente. En condiciones de humedad baja, aumenta la velocidad de
secado de las nanofibras como consecuencia de la rapida evaporacion del disolvente, si bien

este hecho promueve la disminucién del didmetro también puede provocar la fractura de



las nanofibras. Por el contrario, bajo condiciones de humedad alta tienden a producir
nanofibras de diametro mayor debido a que puede ocurrir la neutralizacién de los jets

cargados, disminuyendo la fuerza de estiramiento.>®

Adicionalmente, se ha demostrado recientemente que la humedad también afecta
la morfologia de la superficie de las nanofibras. Alta porosidad en las nanofibras puede
producirse cuando el proceso de electrohilado se lleva a cabo bajo condiciones de humedad

alrededor de 60 y 70%.°°

2.1.2. Aplicaciones de las nanofibras

Las aplicaciones de los sustratos compuestos por nanofibras estan fuertemente
influenciadas por las propiedades y caracteristicas de cada polimero. Sin embargo, se puede
afirmar que el abanico de aplicacidon de estos materiales poliméricos nanoestructurados
cada vez es mas amplio y versatil. El potencial para el desarrollo de novedosas aplicaciones
abarca areas como filtraciéon, catdlisis, dispositivos electrénicos, baterias de ion litio,

biomedicina y reforzamiento de otros materiales, entre otras.®’

Reforzado de materiales. A microescala, una de las aplicaciones mas importantes es
la capacidad que poseen para reforzar distintos compésitos de fibras de carbono, vidrio y
kevlar. De manera similar, las nanofibras y peliculas delgadas pueden desempenar tal
funcién, con este tipo de reforzado, los compdsitos finales pueden exhibir propiedades

estructurales y mecanicas superiores.>®

Filtracion. El desarrollo de sistemas de filtracidon constituye un area importante de
estudio dentro del dmbito ingenieril, siendo importante para la alta eficiencia de los filtros
la reduccién de los canales y poros para la retencién adecuada de gotas y particulas en el
mismo. Tomando ventaja de la alta especificidad de la superficie, la porosidad
interconectada, la alta permeabilidad y el control en el tamafio de poro de las nanofibras
generadas mediante el electrohilado, es factible la obtencidén de filtros mas eficientes y

selectivos.>®



Catalisis. En los procedimientos de catalisis heterogénea el catalizador es
inmovilizado en soportes sélidos. En este sentido, las colecciones de nanofibras integran
sustratos que ofrecen mejor desempeiio como consecuencia de su mayor area de contacto
y alta porosidad que benefician la cinética de dispersién. Las matrices poliméricas ademas
ejercen un efecto protector para las nanoestructuras metdlicas, cuando éstas son la base
del catalizador, evitando su desactivacidn por coalescencia o bien la lixiviaciéon de las

mismas.

Un paso crucial en los procesos cataliticos es la remocién y el reciclaje del catalizador
una vez finalizada la reaccién. La inmovilizacién del catalizador en nanofibras facilita la
recuperacién del catalizador del medio de reaccion y favorece la incorporacién a sistemas
de flujo continuo. Tal eficacia promueve el desarrollo de sistemas de catalisis quimica,

electroquimica, fotocatélisis y biocatalizadores.'®

Baterias y dispositivos de almacenamiento de energia. Las nanofibras
electrohiladas han ganado gran interés en la fabricacién de electrodos almacenadores de
baterias de iones litio debido a los patrones bajos de difusién en contraste con los sistemas
comunmente empleados, ademas de la rapida intercalacidon cinética debida a la alta
relacion superficie-volumen y la disminucién de la resistencia de transferencia de cargay

de la resistencia interna en las celdas.1> 1960

Distribucion de farmacos y otras moléculas activas. Los sistemas de liberacién de
farmacos se emplean para mejorar la eficiencia en la distribucién o bien para garantizar el
reparto conveniente en los entornos fisiolégicamente adecuados. Los soportes poliméricos
ofrecen multiples ventajas para este proceso, dichas matrices poliméricas han resultado
muy prometedoras para la distribucion de agentes terapéuticos, genes y factores de

crecimiento, entre otras.?

El estudio de biomateriales poliméricos como acarreadores es promisorio para
aplicaciones biomédicas a mediano y largo plazo, particularmente en la prevencion de

infecciones post-quirdrgicas, quimioterapia local post-operatoria, y para regeneracién de



hueso y piel, debido a que los andamios electrohilados permiten mayor especificidad en

cuanto al sitio de liberacion en el organismo.

Algunos de los farmacos integrados a este tipo de sistemas de distribucion son:
ibuprofeno, ketoprofeno, indometacina, diclofenaco, meloxicam, acido acetilsalicilico, aloe
vera, anti neopldsicos y quimioterapéuticos como paclitaxel, doxorubicina, carmofur, entre

otros.19 61,62

Ingenieria de tejidos. La regeneracion de tejidos es un area multidisciplinaria de
estudio que involucra el uso de andamios o matrices que provean soporte a las células
guiando el crecimiento de las mismas. Para la regeneracién tisular es necesario que el
andamio mimetice de manera adecuada la microarquitectura y topografia del entorno

extracelular ademas de la alta biocompatibilidad de los mismos.14

En este contexto, los materiales electrohilados ofrecen importantes ventajas como
las propiedades superficiales, biodegradabilidad, porosidad, propiedades mecanicas y
semejanza con la matriz extracelular que promueve la proliferaciéon celular.
Adicionalmente, este tipo de soportes pueden ser enriquecidos para cubrir los

requerimientos propios de lineas celulares altamente especificas.5

2.1.3. Optimizacion de las aplicaciones de los materiales basados en nanofibras
Dado que la aplicacién de los materiales es intrinseca a su composicién, el
enriguecimiento de los sustratos electrohilados es una asignatura en progreso constante.
La potencializacion de las propiedades y aplicaciones puede abordarse mediante la etapa
de fabricacion a partir del: i) procesamiento de compdsitos, ii) control de la organizacion

de la microarquitectura; o bien a través de procedimientos post-fabricacion, Figura 8.
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Figura 8. Estrategias de obtencion de materiales avanzados durante el electrohilado: a)
procesamiento de disoluciones compuestas y b) control de la organizacion de la microestructura;
¢) modificaciones post-electrohilado.

Respecto a la optimizacion durante la etapa de produccion, estrategias como el
electrohilado coaxial y el procesamiento de mezclas de polimeros, suspensiones o
emulsiones compuestas son comunmente estudiadas para el enriquecimiento y
optimizacién de aplicaciones de las colecciones de nanofibras durante la fabricacion. La
funcionalizacién de materiales mediante la producciéon nanofibras compuestas es una
estrategia ampliamente utilizada, principalmente para incorporar componentes ceramicos,
como hidroxiapatita,® % o materiales metélicos.®’ Principalmente, el procesamiento de
mezclas poliméricas y nanoparticulas de metales nobles es de gran relevancia para
incrementar la respuesta éptica o conductora de las colecciones de nanofibras,®® © y
adicionalmente tiene gran repercusion en biomedicina; ya sea con propdsitos relacionados
con la ingenieria de tejidos,’” 7! el revestimiento de heridas’> o el desarrollo de

biodispositivos.”?

Por otra parte, la induccién de la organizacion de la microarquitectura implica el

control absoluto de la deposicidn de las nanofibras durante la etapa de fabricacion. Esta
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estrategia toma ventaja de la permisibilidad que ofrece la configuracion de electrohilado a
partir de la incorporacién de los diversos sistemas de recoleccion que facilitan la promocién
de la orientacidn y la construccién de estructuras bidimensionales (2D) y tridimensionales

(3D),”* 7> las principales variaciones de electrohilado se ilustran en la Figura 9.
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Arreglos de estructura post-electrohilado

a) hidroelectrospinning b} estiramiento

Figura 9. Configuraciones de electrohilado que facilitan el control de la microestructura.

Las estrategias de modificacion post-electrohilado son alternativas que permiten la
incorporacion de propiedades especificas en el polimero nativo. Estas estrategias se
clasifican en varias aproximaciones: i) la modificacion de la superficie, ii) la inmovilizacion
covalente, iii) lainmovilizacidon no covalente y iv) el arreglo de la estructura. La modificacion
de la superficie de las nanofibras tiene como objetivo transformar grupos funcionales
adyacentes de la cadena polimérica mediante procesos fisicos o quimicos, con lo que se
busca proveer la generacion de materiales biomiméticos con mejores capacidades de

adhesion celular’® o inducir el caracter hidrofilico/hidrofébico.”” Las técnicas de
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modificacion de superficie mas eficientes son: tratamiento con plasma, irradiacién con haz

de electrones, implantacién idnica e irradiacion ultravioleta o gamma.

Los métodos de modificacidon fisica y quimica son técnicas que permiten la
conjugacién de moléculas y macromoléculas de baja electrohilabilidad o susceptibles al
proceso de electrohilado pero de especial interés para el desarrollo de materiales
avanzados y de alta especificidad.”®% El método a eleccion depende de la existencia de
grupos funcionales disponibles en el sustrato, la naturaleza de la entidad a incorporar vy la

aplicacion objetivo del material funcionalizado.

En los siguientes capitulos de este trabajo de Tesis se presentan las estrategias de
funcionalizacién post-fabricacién no covalente para el desarrollo del material electroactivo
ITO/NF-PVA/PEDOT:CIO4, y covalente para la obtencion de biomateriales hibridos NF-
CTS/COL y NF-PVA/COL como potenciales andamios celulares para la regeneracién de

tejidos.
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3.1. Material ITO/NF-PVA/PEDOT:CIO4

3.1.1. Antecedentes
3.1.1.1. Poli(3,4-etilendioxitiofeno) (PEDOT)

El poli(3,4-etilendioxitiofeno) o PEDOT es uno de los polimeros conductores mas
ampliamente estudiados para el desarrollo de materiales electroactivos debido a atributos
como su estabilidad térmica y electroquimica, su alta conductividad, resistencia a la
humedad, transparencia éptica y bajo potencial de oxidacién. Sus propiedades mecanicasy
eléctricas estan altamente ligadas al contraidn u otros dopantes secundarios y los hacen
candidatos atractivos para el desarrollo de dispositivos bioelectrénicos, sensores,
capacitores, baterias recargables, celdas fotovoltaicas y fotodiodos debido sus propiedades
fisicoquimicas dinamicas, biocompatibilidad, capacidad de retencién de la conductividad y
la facilidad que ofrecen para la funcionalizacién; adicionalmente posee habilidad de

carga/descarga reversible.®!

El PEDOT puede ser sintetizado mediante la polimerizacion del mondémero
etilendioxitiofeno (EDOT), ambas estructuras se presentan en la Figura 10. El proceso de
polimerizacién puede ser realizado mediante oxidacion quimica, fase vapor y mas
comunmente a través de electropolimerizacion;®? a partir de los métodos de sintesis
electroquimica es posible la obtencién de peliculas conductoras delgadas con mejores

caracteristicas de adhesidn, conductividad y estabilidad.®!
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Figura 10. Estructuras quimicas del monémero EDOT y del polimero PEDOT:CIO,.



3.1.1.2. Oxido de indio y estafio (ITO)

El 6xido de indio dopado con estafio (ITO, por sus siglas en inglés) es uno de los
Oxidos conductores mas empleado en el desarrollo de peliculas delgadas transparentes.
Debido a su excelente estabilidad y propiedades es comunmente estudiado bajo el enfoque
de la electroquimica, fotoelectroquimica y electrocatdlisis. Su desempeiio dptico vy
electronico puede ser ajustado para promover desempefios especificos a partir de su
combinacidn con otros materiales de interés en el drea de la optoelectrdnica,®* 8 por ello,
es comun el estudio de compdsitos enriquecidos con polimeros conductores como el

PEDOT.

Los 6xidos metalicos, como el ITO, son comUnmente soportados en sustratos de
vidrio para facilitar su aplicacién como electrodos. En este sentido, dichos electrodos vidrio-
ITO resultan ser alternativas eficientes para la preparacién de peliculas de PEDOT mediante
el proceso de electropolimerizaciéon, en los cuales ademas facilitan la obtencién de

materiales compuestos de alto rendimiento y reciclables.®

3.1.1.3. Alcohol polivinilico (PVA)

El PVA es un polimero sintético que se distingue por la versatilidad de sus aplicaciones.
Es un polimero lineal con aspecto de polvo blanco, semicristalino, inodoro e insipido, con
asombrosas propiedades épticas y alta resistencia dieléctrica. La obtencién de este
polimero tiene lugar a partir de la polimerizacién de mondmeros de acetato de vinilo con Ia
posterior saponificacion para la final obtencién del polimero con distintos grados de
desacetilacion. Los atributos fisicoquimicos y mecdnicos son regidos por la presencia de los
grupos —OH ramificados de la cadena central (Figura 11). A partir de diversas técnicas de
procesamiento es posible obtener hidrogeles, membranas, peliculas delgadas, esferas,
fibras y nanofibras.8% 87 A partir de diversos compdsitos basados en PVA se han desarrollado
aplicaciones orientadas al desarrollo de optoelectrénicos, biosensores y supercapacitores,
entre otros, donde las nanoestructuras de PVA aportan valor agregado dada su alta area

superficial.88 82
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Figura 11. Estructura quimica del alcohol polivinilico (PVA).

3.1.1.4. Materiales electroactivos PVA/PEDOT

La combinacion de NF-PVA y polimeros conductores, como el PEDOT es de especial
interés para el desarrollo de materiales con propiedades electroquimicas. El electrohilado
de mezclas PVA/PEDOT se ha llevado a cabo de manera eficaz con el propdsito de ejercer
mayor control en la topografia de los materiales compuestos, produciendo
heteroestructuras tipo nucleo-coraza. Asi, las colecciones de NF-PVA han resultado
novedosas plataformas que facilitan la obtencidn de materiales con comportamiento
electroquimico reversible, microestructura controlada y, adicionalmente, previenen el

deterioro de la pelicula de PEDQT.5% 20,91

No obstante, el electrohilado de compédsitos PVA/PEDOT es una estrategia que
puede reducir el desempeno electroquimico del polimero conductor como resultado de su
internalizacion en la matriz de PVA. A diferencia de los métodos reportados, en este capitulo
se detalla la preparacion de compdsitos NF-PVA/PEDOT obtenidos a partir de la
funcionalizacién no covalente mediante la electropolimerizacién de PEDOT sobre la
superficie de las NF-PVA. Dicha estrategia permite la obtencion de materiales electroactivos
ITO/NF-PVA/PEDOT:CIO4 tipo multicapa, como se ilustra en la Figura 12. La distribucién de
PEDOT:CIO4 sobre la superficie de las NF-PVA favorece la actividad electroquimica del

composito final.
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«—PEDOT:CIO,

«<—NF-PVA

—ITO

«Vidrio

Figura 12. Esquema del material compuesto ITO/NF-PVA/PEDOT:CIO..

3.1.2. Hipétesis

Los electrodos de vidrio-ITO pueden ser modificados con NF-PVA al utilizarse como
colectores durante el proceso de electrohilado. Los electrodos compuestos vidrio-ITO/NF-
PVA promoveran la deposicion de PEDOT:CIOs mediante la técnica de
electropolimerizacién; la microarquitectura de las NF-PVA soportadas en los sustratos de

vidrio-ITO induciran la organizacién del PEDOT:CIO4 durante el proceso de electrosintesis.

3.1.3. Metodologia

2. Electropolimerizacion de PEDOT
sobre electrodo vidrio-ITO/NF-PVA

O3 Aurolas iz O
S =

m g ,Wm_,/
1. Obtencion de NF-PVA sobre j—‘I‘_"_h

electrodos de vidrio-ITO 0 E. Ag%/AGNO, lCE Pt E,
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Figura 13. Metodologia para la obtencion de los materiales compuestos ITO/NF-

PVA/PEDOT:CIOy.
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3.1.4. Resultados

La preparacién del material compuesto se inicié realizando el electrohilado de PVA
directamente sobre electrodos de ITO, empleados a manera de colector. Se realizaron
variaciones en el tiempo de trabajo de 0.5 a 9 h con el propdsito de obtener sustratos de
distintos espesores; la Figura 14 muestra electrodos ITO/NF-PVA representativos, la

morfologia de las NF-PVA depositadas sobre el sustrato de ITO y la muestra control.

Figura 14. a) Electrodos vidrio-ITO recubiertos con NF-PVA; imdgenes de FE-SEM de b) NF-PVA
colectadas sobre sustrato de ITO (5 h) y c) NF-PVA control.

El analisis de los sustratos ITO/NF-PVA mediante microscopia electrénica de barrido
por emisidon de campo (FE-SEM), Figura 15, corroboré la distribuciéon uniforme de las NF-

PVA con diametros promedio de 163 nm, estas integran estructuras superpuestas de
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manera aleatoria con un bajo contenido de defectos que pueden ser atribuidos a la
interferencia en la dispersidn de la densidad electrostdtica ejercida por el sustrato de vidrio

del electrodo de ITO.

Didmetro promedio= 162.92 nm

» b)

Frecuencia
]

50 90 130 170 210 250
Diametro (nm)

Figura 15. a) Imdgenes de FE-SEM del electrodo de ITO recubierto con NF-PVA (5 h) y b)
histograma de distribucidon de didmetro de las NF-PVA.

En el mapeo elemental de la Figura 16 se aprecia la distribucién homogénea de los
componentes del ITO, los cuales proporcionan una conductividad suficiente a la coleccién
de NF-PVA haciendo posible su observacion microscopica prescindiendo de su
recubrimiento por erosién catddica previa. En la Figura 16 también se aprecia el espectro
EDS del electrodo ITO/NF-PVA, el cual muestra las energias de enlace correspondientes a
Sn e In debido al 6xido metalico dopado y contribuciones del polimero PVA a través las

energias de Cy O, ademas de las componentes al sustrato de vidrio (K, Na, Mg).
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Figura 16. a) Mapeo elemental obtenido del andlisis FE-SEM del electrodo de ITO
recubierto con NF-PVA, b) mapeo de In, c) mapeo de Sn y d) espectro EDS de la misma
muestra (5 h).

Posteriormente, se realizé la evaluacion del proceso de electropolimerizacion del
mondmero EDOT para la obtencion del material compuesto ITO/NF-PVA/PEDOT:CIO4". La
preparacion electroquimica de PEDOT involucra la oxidacion de los mondmeros EDOT en la
superficie del electrodo de trabajo, la reaccién de polimerizacion ocurre a través de la
electrooxidacion de EDOT mediante la formacién de cationes radicales del mondmero
(EDOT**) promoviendo la formacién del dimero, oligémeros y finalmente dando lugar al
polimero estabilizado por contraiones perclorato (PEDOT:CIOs’), el mecanismo se detalla en
la Figura 17. La compleja estructura resultante de este proceso es referida en la literatura
como una pelicula azul. 8 En concordancia con esta descripcion, los sustratos modificados
ITO/NF-PVA presentaron variacién importante de color y textura después de la deposicién

del polimero conductor PEDOT:CIO4, como se aprecia en la Figura 18.
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Figura 18. Fotografias de los electrodos de ITO recubiertos con NF-PVA a distintos tiempos de
electrohilado a) antes y b) después de la electropolimerizacion de PEDOT (tiempo de
electrohilado: izquierda a derecha 5, 2, 1, 0.5 h); c) fotografia de microscopio dptico del material
ITO/NF-PVA/PEDOT:CIO4 (5 h).
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La polimerizacién de PEDOT y su electrodeposicidn sobre los sustratos ITO/NF-PVA
procede de manera simultanea; las variaciones en el espesor de la matriz de PVA repercuten
en la tonalidad de la pelicula de PEDOT, siendo mas tenue en los electrodos recubiertos a
mayor tiempo de trabajo (Figura 18b). La polimerizacién y deposicion de PEDOT:CIO4 sobre
los sustratos ITO/NF-PVA obtenidos a 0.5, 1, 2 y 5 h de electrohilado se monitoreé mediante
voltametria ciclica, el voltamperograma representativo se presentan en la Figura 19, el
material ITO/NF-PVA obtenido a 9 h de electrohilado fue descartado debido a la alta

densidad de la coleccion de NF-PVA.

Las curvas obtenidas mediante potenciodinamica se componen por la variacidon de
corriente en funcidn del potencial aplicado, los cuatro electrodos analizados (0.5 a 5 h de
electrohilado) presentan el comportamiento electroquimico caracteristico de materiales
electroactivos de base PEDOT. En el grupo de voltamperogramas de la Figura 19 se aprecia
el pico de potencial de oxidacién de EDOT en 1.15 V, que refiere el proceso de crecimiento
de PEDOT:CIO4.%> Por otra parte, la forma cuasi rectangular simétrica que exhiben los
curvas de voltametria ciclica indican la reversibilidad electroquimica de los materiales

ITO/NF-PVA/PEDOT:CIO4, hecho que se asocia al transporte de carga.®

Los electrodos ITO/NF-PVA a 0.5 y 1 h de electrohilado presentan mayor eficiencia
para la polimerizacion de PEDOT:CIO4, al exhibir mayor densidad de corriente a 1.15 V se
infiere mayor contenido del polimero conductor. Asimismo, puede apreciarse que la
densidad de corriente disminuye conforme aumenta el tiempo de electrohilado de PVA (2
y 5 h); debido a la menor superficie de ITO expuesta para la electrodeposicién de

PEDOT:CIO4 su contenido es menor.
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Figura 19. Voltamperogramas de a) 20 ciclos de electropolimerizacion de PEDOT:CIO4 sobre el
sustrato ITO/NF-PVA obtenido a 2 h de electrohilado y b) ciclo 20 del proceso de polimerizacion de
PEDOT de los compdsitos obtenidos a distinto tiempo de electrohilado.

Adicionalmente, se realizaron ciclos de carga-descarga a los cuatro materiales
compuestos, los que se muestran en la Figura 18. En los cronopotenciogramas se puede
apreciar una perturbacion en la forma triangular durante la descarga. Dicha alteracion es
causada por la resistencia interna del electrodo, que suele ser denominada iR-drop.°
Observando la Figura 20, es posible inferir que el incremento en el tiempo de electrohilado

favorece la disminucién de la resistencia interna aprecidndose la ausencia del iR-drop en el



material ITO/NF-PVA/PEDOT:CIO4 obtenido a 5 h de electrohilado (grafico azul), el cual en

el voltamperograma de la Figura 19 presenta menor concentracién del polimero conductor.

La disminucion del tiempo de electrohilado de PVA repercute en la velocidad de
liberacion de carga. Comparando las curvas de carga-descarga es posible apreciar que a
menor tiempo de electrohilado el tiempo de propagacién de carga es menor, es decir la
descarga procede mas rdpidamente. Comparando los ciclos de carga-descarga de los cuatro
compdsitos analizados es posible inferir mayor habilidad de retenciéon de carga en el
compoésito ITO/NF-PVA/PEDOT:CIO4 con 5 h de electrohilado. Esta habilidad esta asociada
a mayor capacidad de almacenamiento de energia en microcompdsitos y proyecta a la

capacidad del material para el desarrollo de supercapacitores.®®
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Figura 20. Ciclos de carga-descarga de los materiales ITO/NF-PVA/PEDOT:CIO;.

En la Figura 21 se comparan los espectros de absorcion UV-Vis de los cuatro
materiales ITO/NF-PVA/PEDOT:CIO4 en fase conductora y neutra. En el grupo de espectros
en fase conductora (Figura 21a), se aprecian dos bandas de absorcidn: la primera, ubicada a
294 nm/Amsx corresponde a las transiciones del sustrato ITO, mientras que la banda de
absorcidn de 362 nm/Amsx es atribuida a la presencia de los aniones ClO4'.°2 En la fase de
neutra, o fase de descarga de la Figura 21b, los materiales ITO/NF-PVA/PEDOT:CIO4 reflejan

cambios importantes respecto a la fase de conductora. Este conjunto de espectros presenta



como tendencia dos bandas de absorcién: la transicion m — * a 600 hm/Amax, 232> y a 900
nm/Amsx la banda atribuida a deformaciones estructurales en el polimero conductor PEDOT
como consecuencia del transporte de carga.®? El tiempo de electrohilado de PVA sobre los
sustratos de vidrio-ITO influye en la intensidad de las bandas de absorcién, siendo evidente
qgue al incrementar el tiempo de electrohilado disminuye la absorbancia del compdsito en la

fase conductora.
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Figura 21. Espectros de absorcién UV-Vis de los materiales ITO/NF-PVA/PEDOT:CIO4 en fase
a) conductora y b) neutra.
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En la Figura 22 se comparan las imagenes de FE-SEM del sustrato ITO/NF-PVA y el
material ITO/NF-PVA/PEDOT:CIO4 obtenidos a 5 h de electrohilado. Es posible apreciar que
la coleccion de NF-PVA es una matriz que permite la incorporacidn uniforme del polimero
conductor PEDOT, la deposicién de PEDOT:CIO4 no esta confinada a la superficie de la
matriz de PVA sino que se distribuye sobre la microarquitectura integrada por las NF-PVA

sin que el proceso deteriore la estructura nanométrica ni la porosidad.

4
) lrl:

5.0V LEY

Figura 22. Imdgenes de FE-SEM del electrodo de ITO/NF-PVA (5 h) a) antes y b) después de la
electropolimerizacion de PEDOT:CIO,.

Este hecho demuestra ademds, la utilidad del sustrato de NF-PVA como plataforma
para la obtencidén de nanoarquitecturas de polimeros organicos y expande su potencial

aplicacion hacia el dmbito de los materiales electrénicos flexibles.
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3.1.5. Conclusiones del capitulo

Los electrodos de ITO son colectores eficientes para el electrohilado de PVA; el
proceso de obtencion de colecciones de nanofibras procede de manera comparable
a las condiciones estandar.

La microarquitectura integrada por las NF-PVA sobre los electrodos de ITO induce la
organizacién de PEDOT:CIOs durante el proceso de electropolimerizacion
integrando nanoestructuras del polimero conductor. Con base en los resultados de
los ciclos de carga-descarga, este hecho aumenta la electroactividad del compdsito
ITO/NF-PVA/PEDOT:CIO4.

La combinacion de la técnica de electrohilado y electropolimerizacién integran una
estrategia efectiva y novedosa para la fabricacion de electroactivos ITO/NF-
PVA/PEDOT:CIO4s mediante funcionalizacién no covalente con potencial aplicacion

en almacenamiento de energia.



Capitulo IV.

Funcionalizaciones post-electrohilado
mediante inmovilizacion covalente
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4.1. Materiales bioconjugados con colageno tipo |

4.1.1. Antecedentes
4.1.1.1. Colageno (COL)

El término colageno (COL) denomina a una superfamilia de macromoléculas que
incluye mas de 50 tipos de colageno y proteinas tipo colageno. Los distintos tipos de
colageno existen como estructuras jerarquicas formadas por largas fibras que a su vez son
integradas por fibrillas compuestas a partir de una hélice triple de secuencias peptidicas
especificas, Figura 23. Desde el punto de vista biomecanico, son de mayor interés los

colagenos fibrosos tipo |, [l y 111

¥ Triple hélice

Colageno
visto en
FE-SEM

Cadena de
tropocolageno
Microfibrillas <§

Hélice a

Figura 23. Composicion de las fibras de coldgeno.

El COL tipo Il se encuentra distribuido en tejidos especificos y casi limitado al tejido
cartilaginoso; el COL tipo Ill solo se encuentra en tejidos relativamente eldsticos como piel
embrionaria, pulmones y vasos sanguineos. Por su parte, el COL tipo | esta presente en piel,
tendones, huesos, cérneas, pulmones y tejido vascular principalmente, siendo la proteina
mas abundante en los mamiferos y el principal componente extracelular de diversos tipos

de tejido.
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Sus extraordinarias propiedades mecanicas le confieren importantes actividades en
los distintos tejidos, por ejemplo: en tendones y ligamentos el COL es el encargado de
transmitir la fuerza del musculo hacia el hueso, en tejido éseo y dentina es responsable de
la resistencia a la fractura, la matriz rica en COL que rodea a las células contractiles en piel
y vasos sanguineos propicia la funcién eficiente de éstos. Sin embargo, la funcién del COL
no solo se limita a aportar estabilidad mecdnica; la disposicion ordenada de las fibrillas de

coldgeno confiere transparencia a la cérnea del ojo.

Los compdsitos base COL existen de manera natural en los mamiferos enriqueciendo
las matrices extracelulares y proporcionando valor agregado para el tejido especifico, por
ejemplo: minerales y proteoglicanos.?® ° Debido a que es el principal componente de la
matriz extracelular, la obtencién de soportes para cultivo celular y regeneracion tisular
basados en COL ha sido ampliamente estudiada, siendo posible el procesamiento de
compdsitos de este biopolimero para la obtencién de andamios porosos,®® hidrogeles® y

nanofibras.100

Tomando en cuenta que el electrohilado es la técnica mdas adecuada para la
obtencién de nanofibras, aunado al conveniente caracter que posee el COL para la
generacioén de biomateriales, el electrohilado de este biopolimero se ha vislumbrado como
una estrategia de gran impacto en la ingenieria de tejidos. Existen reportes de una extensa

gama de materiales de base COL obtenidos a través de electrohilado, entre los mas

101 102

populares destacan las combinaciones con hidroxiapatita,'®* elastina,'®? policaprolactona

(PCL),%%3 &cido polildctico (PLLA)* y alcohol polivinilico (PVA).105

Si bien los resultados de ensayos in vitro e in vivo de los materiales compuestos con
nanofibras de COL han dado buenos resultados para el cultivo celular, aspectos como la
inesperada alta solubilidad de los soportes en agua o medios fisiolégicos han expuesto el
riesgo que implica el procesamiento de COL para la obtencién de colecciones de nanofibras.
Debido a su baja solubilidad, su electrohilado esta condicionado al procesamiento de sus
disoluciones en 1,1,1,3,3,3-hexafluoro-2-propanol (HFIP) o 2,2,2-trifluoroetanol (TFE),

disolventes que otorgan buena electrohilabilidad pero comprometen la estabilidad de su



unidad fundamental: la triple hélice.19% 106,197 Este hecho exhorta al estudio de estrategias,
como su inmovilizacién covalente o no covalente, las cuales son mds convenientes para la
incorporacion de COL a nanoestructuras sin comprometer su estabilidad. Tales estrategias
son promisorias alternativas cuyo objetivo principal es preservar la bioactividad de este
biopolimero permitiendo su potencial uso en andamios celulares avanzados y dispositivos

biomédicos como cdrneas sintéticas.1%8

En este sentido, polimeros de alta citocompatibilidad como el quitosano (CTS) y el
PVA son candidatos adecuados para el estudio de bioconjugaciones covalentes ya que
poseen en su estructura grupos funcionales susceptibles a amidacién y esterificaciéon que

puede ser promovida mediante el uso de carbodiimidas y agentes de trasferencia.

4.1.1.2. Quitosano (CTS)

El término quitosano (CTS) hace referencia a una familia de copolimeros lineales
derivados de la quitina, constituidos por unidades de N-acetil-D-glucosamina y D-
glucosamina distribuidas de manera aleatoria y unidas mediante enlaces glucosidicos B-1,4
(Figura 24), diferenciandose por el contenido de D-glucosamina dependiendo del grado de
desacetilacion. En general, el término CTS hace referencia a polimeros tipo
aminopolisacdridos de caracter policationico que presentan gran interés por sus
propiedades fisicas y quimicas.'% 110 La solubilidad del CTS es fuertemente dependiente
del pH, la presencia de grupos amino primarios libres en las unidades de D-glucosamina
posibilita la protonacion del polimero favoreciendo su solubilidad, por lo cual la preparacion
de disoluciones de este biopolimero en medio acido ha sido ampliamente reportada con

fines de explorar su procesamiento.!!
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Figura 24. Estructura quimica del CTS.

El procesamiento de CTS y sus mezclas con otros polimeros ha dado lugar a la
obtencion de materiales como hidrogeles, membranas, micro/nanoparticulas, andamios,
esponjas y nanofibras, destinados a diversas aplicaciones biomédicas entre las que destacan
los sistemas de distribucion de genes y farmacos, recubrimientos antimicrobianos para
heridas, asi como andamios para la ingenieria de tejidos. El alto valor biotecnolégico que
presenta el CTS en el dmbito de la biomedicina y especialmente en la ingenieria de tejidos,
es motivado por la capacidad que posee para proveer entornos tridimensionales que
mimetizan las matrices extracelulares naturales, entorno que favorece el cultivo de tejidos,
ademas de estimular la proliferacién celular e inducir la histoarquitectura. Adicionalmente
al efecto hemostatico ya conocido, se ha reportado que aumenta la actividad tumoricida de
los macrofagos y la capacidad de regular la secrecién de mediadores inflamatorios

bloqueando terminales nerviosas y por consiguiente reduciendo la sensacién de dolor.*?

Con el propdsito de mejorar o sumar propiedades especificas al CTS, se ha investigado
su modificacién quimica, generalmente realizando injertos de moléculas pequefias en los
grupos adyacentes a la cadena central. El CTS presenta tres tipos de grupos funcionales
nucleofilicos: un grupo—NH; en el C-2, un grupo —OH secundario en el C-3 y un —OH primario
en el C-6. La mayoria de las funcionalizaciones tienen como objetivo propiciar la solubilidad
o aumentar el efecto antimicrobiano. Entre los grupos funcionales que se pueden insertar
su estructura destacan: alquilos, alquilos de cadena larga, arilos, tioles, guanidilos,

aminodcidos y péptidos asi como derivados de amonio.**3

El procesamiento de las disoluciones de CTS a nanofibras no es un procedimiento

trivial debido a su baja electrohilabilidad. En general, las metodologias para el electrohilado



de CTS se basan en dos estrategias: la mas usual es la preparacion de mezclas de CTS y
polimeros generalmente sintéticos de alta electrohilabilidad, como el PVA, acido polilactico
(PLA), 6xido de polietileno (PEO),*'* entre otros, sin embargo, la concentracién de CTS en el
composito final suele ser inferior al 2%p/p.11> 11¢ La segunda estrategia recurre al uso de
disolventes y mezclas de disolventes capaces de romper la estructura cristalina,
especificamente acido trifluoroacético/diclorometano (ATF/DCM) o disoluciones de acido
acético al 90%v/v. Si bien la mezcla de ATF/DCM da lugar a soportes nanoestructurados de
calidad, la formacién del trifluoroacetato de CTS confiere alta solubilidad a los sustratos y
limita su uso en medios acuosos o disoluciones fisioldgicas. A su vez, el procesamiento de
CTS en acido acético concentrado es condicionado a sus variedades de menor peso
molecular, las cuales requieren un tratamiento alcalino para reducir su viscosidad,
procedimiento que puede reducir el grado de acetilacion.'% 14 Otros métodos indirectos
para la obtencién de nanofibras de CTS son el procesamiento de quitina y su subsecuente
tratamiento para la desacetilacion combinado tratamiento alcalino (NaOH) y alta

temperatura o irradiacién gamma en disoluciones de HFIP.117- 118

La exploracion de condiciones eficientes para el electrohilado de disoluciones de CTS
de medio a alto peso molecular continta siendo una asignatura pendiente. La anhelada
obtencién de sus nanoestructuras, sin duda aportaria a aplicaciones biomédicas
trascendentales como andamios para la ingenieria de tejidos, dispositivos diversos vy
materiales de relevancia en el medioambiente como membranas para tratamiento de aguas

residuales y desalinizacién o filtros purificadores de aire.

4.1.1.2.1. Materiales hibridos CTS/COL

Las combinaciones de CTS y COL son de gran importancia, si bien esta combinacién no
ocurre en la naturaleza, los materiales compuestos CTS/COL presentan varias ventajas:
como potencial condrogénico y osteogénico, en regeneracidén de tejido nervioso, en la

induccion de regeneracion muscular, asi como en sistemas de suministro de farmacos.



En general, la adicién de COL a materiales de CTS ha dado como resultado superficies
bioactivas en forma de geles, peliculas y esponjas que influencian el comportamiento

celular.11®

La obtencién de colecciones de nanofibras de combinaciones CTS/COL se ha explorado
siempre empleando disolventes que pueden desnaturalizar la estructura bioactiva del COL,
120 este hecho destaca la necesidad de realizar otro tipo de protocolos para la inclusion
segura del COL como pueden ser retencién fisica, entrecruzamiento o modificaciones

superficiales covalentes.106 108, 121

4.1.1.3. Alcohol polivinilico (PVA)

En materia de biomateriales, el PVA es un polimero sintético altamente valorado por
su facilidad para el procesamiento, la variedad estructural de sus materiales y su caracter
biodegradable y citocompatible. La combinacion con biopolimeros, farmacos vy
macromoléculas bioactivas han permitido el desarrollo de andamios celulares, sistemas de
liberacion de farmacos y protesis sintéticas.*?? Debido a la inexistente bioactividad del PVA,
se han llevado a cabo procedimientos de retencidn mediante de moléculas bioactivas
interacciones electrostaticas o por enlace de hidrégeno con nanoparticulas metalicas,
Oxidos metalicos u 6xido de grafeno con el propdsito de enriquecer sus estructuras; a su
vez, la transformacion quimica de sus grupos —OH que permite la insercién de funciones

acetilo, carbamato, éter, éster e incluso modificaciones para estrategias de quimica click.%®

4.1.1.3.1. Materiales hibridos PVA)/COL

El procesamiento de compdsitos integrados por PVA/COL ha dado resultados
favorables en materia de andamiaje celular, la combinacion tiene como objetivo aumentar
las propiedades mecanicas y flexibilidad en el compdsito obtenido del electrohilado,

propiedades que suelen reducidas en las nanofibras de COL.123



Los compdsitos finales obtenidos de la combinacién PVA/COL presentan atributos
favorables, como la mayor elasticidad de los materiales, que afecta directamente la
adherencia, proliferacion y diferenciacién celular.’®> No obstante, el tipo de disolvente que
solubiliza y dota de un entorno dieléctrico adecuado al COL es el mismo que compromete

su integridad fisicoquimica.

Por lo antes expuesto, en este capitulo se estudian estrategias de inmovilizacién
covalente de COL fibroso a partir de protocolos de amidacién via anhidridos mixtos y
esterificacion para el desarrollo de los biomateriales enriquecidos post-electrohilado NF-
CTS/COL y NF-PVA/COL, respectivamente. Para tal propdsito, el COL es procesado en su
forma fibrosa, evitando su procesamiento en disoluciones, en aras de preservar su
estructura bioactiva. Tomando ventaja de la excelente biocompatibilidad que ostentan
tanto el CTS como el PVA y la disponibilidad de grupos funcionales -NH; y —OH, la presente
propuesta busca aportar alternativas que permitan incorporar al COL fibroso andamios

celulares.

4.1.2. Hipotesis

La funcionalizacién covalente de COL a sustratos integrados por nanofibras de
polimeros como el CTS y el PVA es posible via estrategias de amidacioén y esterificacion
asistidas por carbodiimidas y agentes de transferencia. La incorporacion de COL fibroso
post-electrohilado, suspendido en el medio de reaccién, permitird la obtenciéon de
materiales nanoestructurados hibridos citocompatibles con aplicacion en ingenieria de

tejidos.
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4.1.3. Metodologia

1. Obtencion de colecciones nanofibras mediante electrohilado

2. Funcionalizacién covalente de COL

a. Anhidridos mixtos b. Esterificacion de Steglich

EDC, HOBt, DMAP EDC, HOBt, DMAP
DCM ‘THF > < DCM THF
NF-CTS

NF-CTS/COL NF-PVA NF-PVA/COL

Figura 25. Estrategias de funcionalizacion post-electrohilado de nanofibras de a) CTS y b) PVA
mediante la bioconjugacion covalente de COL tipo I.
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4.1.4. Resultados
4.1.4.1. NF-CTS/COL

Sustratos nanoestructurados de CTS

Se inicié la exploracion de los pardametros del proceso de electrohilado de quitosano
para la produccién de nanofibras de CTS empleando hexafluoroisopropanol (HFIP) como
disolvente para una disolucion de 0.8%p/v, modificando algunas estrategias reportadas.'®
121 Como se observa en la Figura 26, el andlisis estructural mediante FE-SEM de los
materiales resultantes demuestra la baja electrohilabilidad que presentan las disoluciones

de CTS, siendo evidente el alto contenido de defectos y la nula presencia de nanofibras.

Configuracién

Voltaje (kV) 19

Distancia (cm) 15
Temperatura (°C) 30
Velocidad de flujo (uL/h) 250
Colector Fijo

Diametro de aguja (mm) 0.4

Figura 26. Imdgenes FE-SEM después de 8 h de procesamiento en el equipo de electrohilado de las
disoluciones de CTS.
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Durante el procesamiento de las disoluciones poliméricas electrohilables fue posible
apreciar la elongacion de la gota polimérica suministrada, dicho estiramiento es conocido
como cono de Taylor y es una estructura fundamental para la formacién del jet que
finalmente da origen a las nanofibras. Sin embargo, durante el procesamiento de las
disoluciones que originaron las estructuras de la Figura 26, la elevada volatilidad que

presenta el disolvente empleado no favorecié la formacion del jet.

En aras de facilitar el procesamiento del CTS mediante la disminucién de la velocidad
de evaporacion del disolvente, se ided la formacion de mezclas con un polimero de arrastre.
En 2005, Geng!'®y colaboradores reportaron la obtencidon de nanofibras de CTS empleando
disoluciones concentradas de acido acético, sin embargo éstas presentan alta viscosidad y
baja electrohilabilidad, lo que reduce el éxito del procesamiento. Considerando los reportes
existentes al respecto, se decidié procesar mezclas de dos disoluciones de CTS preparadas
bajo distintas condiciones: la disolucion A (CTS 0.8%p/v en HFIP) y la disolucion B (CTS 3%p/v
en acido acético 80%v/v). Las mezclas de A y B se denominaron CTSw, la preparacion se
detalla en la seccidon experimental. Empleando la técnica de electrohilado estandar, se
procesaron las disoluciones CTSm en distintas proporciones de la mezclas A:B. Las
configuraciones de los pardmetros exploradas referentes a la unidad de electrohilado se

resumen en la Tabla 2.

Tabla 2. Parametros de electrohilado de las disoluciones CTS.

Parametro  Muestra | Muestra ll Muestra lll
Mezcla A:B 60:40 70:30 80:20
Conc. CTS (%p/V) 1 1 1
pH 4 4 4
Velocidad de flujo (uL/h) 500 500 500
Distancia (cm) 20 20 20
Temperatura (°C) | ambiente ambiente ambiente
Voltaje (kV) 18 18 18
Didmetro de aguja (mm) 0.6 0.6 0.6
Colector | rotatorio Rotatorio fijo
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En la Figura 27 se muestran las imagenes de FE-SEM de las colecciones de nanofibras

obtenidas empleando las configuraciones de la Tabla 2. Se observa un mayor contenido de

nanofibras en el soporte nanoestructurado correspondiente a muestra Ill obtenida del

procesamiento de la mezcla CTSwm (A:B en proporcién 80:20). La notoria mejoria en la calidad

de la arquitectura de los materiales es congruente con la mayor facilidad de procesamiento

y la formacién continua del jet que esta misma proporcion presentd durante el tiempo de

electrohilado. Por su parte, la muestra | presenta un alto contenido de imperfecciones,

aglomerados poliméricos de tamano considerable a lo largo de las escasas nanofibras

formadas como se aprecia en la Figura 27.

Muestra |

Muestra Il

Muestra ||

Mezcla A:B 60:40

Agregados de polimero
con baja formacién de
nanofibras.

Mezcla A:B 70:30

Coleccién de nanofibras
continuas con
distribucion aleatoria de
didametro promedio de
70 nm.

Se observan
imperfecciones de
tamafio considerable.

Mezcla A:B 80:20

Nanofibras continuas de
65 nm con disposicion
aleatoria y porosidad
interconectada.

Presentan bajo
contenido de
imperfecciones en forma
de perlas a lo largo de las
nanofibras.

Figura 27. Andlisis comparativo de las estructuras observadas en FE-SEM de las muestras |, Il y Ill.
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El andlisis comparativo de las muestras Il y lll pone de manifiesto que el aumento en
la proporcidon de A en la mezcla A:B favorece la obtencién de sustratos mds regulares,
logrando disminuir considerablemente las imperfecciones. Aun cuando el contenido de
defectos es significativo también puede apreciarse que exhibe mayor contenido de

nanofibras con didmetros menores a los 100 nm.

Tedricamente, la viscosidad de la disolucidn a electrohilar es un factor clave para la
produccién de nanofibras de buena calidad sin la presencia de defectos; disoluciones de
baja viscosidad no permiten la obtencion de nanofibras continuas ni de morfologia
homogénea, mientras que las concentraciones muy altas del polimero también presentan
dificultades para el procesamiento. La concentracion del polimero repercute en la
viscosidad de la disolucién, por ello, se decidi6 modificar la concentracién de CTS en las
mezclas, ajustando la concentracion del polimero a 1.5%p/v directamente en la mezcla de
proporcién 80:20. El procesamiento de estas disoluciones dio origen a los sustratos de la
Figura 28. Comparando las micrografias correspondientes a las muestras IVy V de la Figura
28 se puede apreciar la induccion de la orientacion como consecuencia del tipo de colector
empleado. La intencidn de reducir la velocidad de flujo dio origen a nanofibras con menor
contenido de defectos a lo largo de cada una de ellas, sin embargo también se originaron

defectos de mayor tamaiio en el material colectado.

Con respecto a las imagenes de la Figura 28, la muestra VI fue obtenida a partir del
aumento de la distancia entre los electrodos, la disminucidn del voltaje y el aumento de la
temperatura a 40°C como estrategia para reducir el contenido de defectos; sin embargo no
se obtuvieron los resultados esperados. La temperatura aplicada favorece la rapida
evaporacion de los disolventes sin permitir el estiramiento de las nanofibras hacia el
colector. Derivado de la rdpida pérdida del disolvente se observan nanofibras de didmetro

mayor a 200 nm.
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Muestra IV
Mezcla A:B 80:20
Conc. CTS (%p/V) 1.5
pH 4
Velocidad de flujo (uL/h) 400
Distancia (cm) 15
Temperatura (°C) | ambiente
Voltaje (kV) 15
Diametro de aguja (mm) 1
Colector | rotatorio

Muestra V
Mezcla A:B 80:20
Conc. CTS (%p/V) 1.5
pH 4
Velocidad de flujo (uL/h) 300
Distancia (cm) 15
Temperatura (°C) | ambiente
Voltaje (kV) 15
Diametro de aguja (mm) 1
Colector fijo
Muestra VI
Mezcla A:B 80:20
Conc. CTS (%p/V) 1.5
pH 4
Velocidad de flujo (uL/h) 300
Distancia (cm) 17
Temperatura (°C) 40
Voltaje (kV) 12
Didmetro de aguja (mm) 1
Colector | rotatorio

Figura 28. Microfotografias de colecciones de nanofibras de CTS obtenidas a partir de la disolucion
A:B 80:20 con 1.5%p/v de CTS bajo diferentes configuraciones de electrohilado: muestras a) IV, b) V
yc) Vi
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A la par, se trabajo una mezcla A:B 80:20 con CTS 2% p/v, bajo la configuracion que

se resume en la Figura 29, la muestra VIl es la coleccion de NF-CTS que presenta las mejores

caracteristicas de todas las colecciones obtenidas. El empleo de una aguja con didmetro

interno menor requirié la disminucion de la velocidad de flujo, y para su obtencidn también

fue necesaria la disminucién de la temperatura. En la micrografia de la Figura 29a destacan

nanofibras mas lisas de didametros cercanos a los 302 nm. A pesar de los defectos existentes

a lo largo de las NF-CTS, la obtencidén de estos sustratos es un logro experimental de alta

relevancia para el estudio de sustratos nanoestructurados de CTS puro, ya que estas

colecciones de nanofibras son insolubles en medios acuosos a diferencia de los reportados

en la literatura.

L

didmetro promedio
301.6 £ 107 nm

100 200 300 400 500 600 700
Didmetro (nm)

18
161
o 141
'S 12
C
@ 10
>
(®]
(O]
e
Muestra Vil
Colector Rotatorio
Flujo (uL/h) 100
Distancia (cm) 17
Temperatura (°C) 30
Voltaje (kV) 12
Aguja (mm) 0.5

Figura 29. a) Microfotografia de colecciones de nanofibras de CTS obtenidas a partir de la
disolucion A:B 80:20 con 2%p/v de CTS y b) histograma de distribucion de didmetro.
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El analisis cualitativo EDS de las colecciones de nanofibras de CTS puro de la Figura
30 no indica la presencia de fluor, lo anterior evidencia la ausencia de remanentes del
disolvente HFIP empleado para la obtencion de las nanoestructuras, lo que elimina el riesgo
de citotoxicidad. La informacion aportada por el espectro EDS es congruente con los
resultados de FT-IR comparativos en el espectro de la Figura 30b. La alta solubilidad en
medios acuosos que presentan las nanofibras de CTS obtenidas a partir de disoluciones en
ATF/DCM es una limitante para la exploracién de sus aplicaciones, sin embargo, las
colecciones de nanofibras generadas a partir de CTSm (mezcla A:B en por proporcién 80:20)
resultan insolubles en: DCM, tetrahidrofurano (THF), agua y los medios de cultivo celular
DMEM y McCoys’ 5A, facilitando el estudio de sus potenciales aplicaciones en el drea

biomédica.

a) b
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Figura 30. a) Espectro EDS de las colecciones de nanofibras de CTS obtenidas mediante la
disolucion A:B 80:20 y b) Espectro FT-IR comparativo de HFIP y coleccion de nanofibras de CTS
puro.



El procesamiento de biopolimeros como la quitina, celulosa o CTS suelen presentar
dificultades para el electrohilado como consecuencia de su baja solubilidad. Recientemente
se ha recurrido al uso de disolventes de punto eutéctico profundo, DES por sus siglas en
inglés, para facilitar el proceso de electrohilado de este tipo de biopolimeros. Los DES suelen
ser integrados por dos o mas componentes cuyas interacciones por enlaces por puente de
hidrégeno dan lugar a mezclas de bajo punto de fusién respecto a sus componentes, y se
desempeiian eficientemente como disolventes en condiciones donde los disolventes

organicos tradicionales o medios acuosos no resultan tan eficientes.124-126

Como estrategia alternativa a las mezclas CTSm se realizaron experimentos de
electrohilado de CTS disuelto en acido acético concentrado (80%v/v) recurriendo a un bajo
porcentaje del DES (0.5%v/v) formado entre cloruro de colina y urea (CHCl:Urea 2:1) para
promover su conductividad y plasticidad, a esta disolucién se le denominé CTSa. Como
resultado del procesamiento de la disolucidon CTSa se obtuvieron las superficies de la Figura

31.

El proceso de electrohilado usualmente se emplea para la obtencién de nanofibras,
sin embargo, lo que puede parecer una disoluciéon inapropiada para la obtencién de
nanofibras puede originar otros tipos de sustratos micro y nanoestructurados, como las
colecciones de microesferas que se presentan en la Figura 31. Posterior a la obtencién se
procede a la extraccion del DES, proceso que genera mesoporosidad en la superficie de las

microesferas.
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18- Condiciones de obtencidn

16+ B ) Colector Fijo

1. didmetro promedio Flujo (uL/h) 500
o 12 0.83+0.42 um Distancia (cm) 15
< 10 Temperatura (°C) 40
3 Voltaje (kV) 12
:L_) Aguja (mm) 1

04 08 12 16 20
Diametro (um)

Figura 31. Micrografias de los sustratos obtenidos a partir del procesamiento de la disolucidn
CTSa.

Ensayos de acoplamiento NF-CTS/COL

El CTS ha sido objeto de estudio para diversas modificaciones, siendo el grupo—NH;
el mas reactivo,'?! por lo que la formacién de grupos funcionales carboxamida para el
anclaje covalente de COL es factible. El procedimiento de acoplamiento NF-CTS/COL
consiste en promover la formacién de enlaces tipo amida entre el extremo carboxilico de
alglin aminoacido presente en la triple hélice del COL y los grupos —NH; libres en las
unidades de CTS. Este proceso es promovido por la 1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil)carbodiimida (EDC), 1-hidroxibenzotriazol (HOBt) vy  4-

dimetilaminopiridina (DMAP), agentes de acoplamiento que actdan como activadores del
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extremo carboxilico del COL para facilitar la formacion de enlaces carboxamida con la
coleccion de NF-CTS mediante el mecanismo que se presenta en la Figura 32. La
experimentacion se inicid haciendo reaccionar los sustratos NF-CTS con COL en proporcion
1:5 equivalentes, empleando la dupla de agentes de acoplamiento EDC:HOBt en

equivalentes molares 1:1, Figura 33.
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Figura 32. Mecanismo de funcionalizacion covalente de colecciones de NF-CTS con COL.
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Figura 33. Acoplamiento CTS con COL.

El espectro de FT-IR de la Figura 34 correspondiente al COL nativo presenta modos
de vibracién del grupo funcional amida: A y B correspondientes al estiramiento del enlace

N-H en 3296 cm™ caracteristico en las proteinas, asi como bandas de vibracién del grupo



—

% Transmitancia

funcional amida: | en 1634 cm™, Il en 1560 cm™ y Ill entre 1373 y 1230 cm™. El NF-CTS se
distingue por el traslape de las vibraciones de tensién de los grupos —NH, y —OH entre 3664
y 3231 cm, las sefiales en 2969 cm™, 2930 cm™ y 2869 cm™ caracteristicas de las
vibraciones de estiramiento simétrico y asimétrico del enlace C-H, a 1656 y 1557 cm™
correspondientes a las vibraciones de flexiéon del grupo amino, mientras que el grupo de

sefiales entre 1150 y 1022 cm™ corresponden a vibraciones de estiramiento del enlace C-O-

C.127,128

En el espectro comparativo de la Figura 34 se aprecia diferencias en los modos de
vibracién correspondientes al material hibrido resultante del acoplamiento. Entre las
principales diferencias que presenta el espectro del hibrido destaca la sefial entre 3500 y
3200cm™ que presenta menor influencia de la vibraciéon por estiramiento del N-H con
respecto al espectro de NF-CTS, asi como los modos de vibracion correspondientes a amida
que se observan en 1626cm™ (amida 1), 1532 cm™ (amida 1) y en 893cm la vibracién del
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Figura 34. Espectro FT-IR comparativo entre NF-CTS, COL y el material hibrido NF-CTS/COL a) espectro
completo (4000 a 700 cm™) y b) ampliacién de la regién de 1750 a 750 cm™.



Con el propdsito de favorecer la amidacion, se incluyé un segundo agente de
transferencia: el 4-dimetilaminopiridina (DMAP), bajo el esquema de reaccién de la Figura

35.
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Figura 35. Acoplamiento NF-CTS con COL incluyendo DMAP como segundo agente de transferencia.

La incorporacién de un segundo agente de transferencia coadyuva en la formacién
de enlaces carboxamida entre la colecciéon de NF-PVA y COL. El comparativo de los espectros
de FT-IR de los materiales hibridos NF-CTS/COL obtenidos empleando EDC/HOBt vy
EDC/DMAP/HOBt se presenta la Figura 36. El material hibrido obtenido de la combinacién
EDC/DMAP/HOBt presenta modos de vibracién de las funciones amida | por la vibracién de
estiramiento del enlace C=0 acoplado a la vibracién de estiramiento fuera del plano del
enlace C-N en 1632 cm?, el grupo amida Il en 1543 cm™ por el acoplamiento de la vibracién
de flexion del enlace N-H y el estiramiento del enlace C-N, y el grupo amida Ill en 1445 cm”
! por acoplamiento de las vibraciones de flexion del enlace N-H. El estiramiento del enlace
C-N con contribucién de las vibraciones por flexién del enlace C-C se observa en 1083 cm™
traslapado con la vibracién del enlace glucosidico del CTS que usualmente se aprecia en la
region comprendida entre 1131 y 939 cm™; ademds se observan sefiales de pequefia
intensidad entre 900 y 800 cm™ correspondientes a vibraciones conjuntas de los enlaces C-

N y C-C asi como C-N-C respectivamente.
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Figura 36. FT-IR comparativo de NF-CTS y los materiales hibridos variando los agentes de

transferencia a) espectro completo (4000 a 700 cm™) y b) ampliacion de la regién de 1750 a 750
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cm™,

Variando el medio de reaccion, se realizé un experimento de acoplamiento con
incremento de los equivalentes poliméricos bajo el esquema de reaccién de la Figura 37. En
la Figura 36 se presenta el espectro FT-IR comparativo de los materiales obtenidos de dicho
experimento, donde es posible apreciar que el acoplamiento se ve favorecido cuando se
emplea DCM/THF como medio de reaccidn. En el espectro de la Figura 38 que corresponde
al material CTS/COL obtenido en la mezcla de los disolventes DCM/THF (1:1 eq.) presenta
un patrén de sefiales definidas correspondientes a los modos vibracionales de amida, que
en la literatura se asignan como COL nativo: banda de amida | (1645 cm™) y Il (1262cm™?)
cuya forma e intensidad corresponden a regiones de COL. [97] En el espectro completo se
aprecia la sefial de -OH entre 3388 y 3219 cm™ con menor traslape de tension de —NH,

congruente con el tipo de modificacién planteada.
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Figura 37. Acoplamiento NF-CTS con COL variando el medio de reaccion.

Q
S’

| e N ) NS ST
DCM/THF W W

/THF

1750 1500 1250 1000 750
’ -1
Numero de onda (cm )

% Transmitancia

3500 3000 2500 2000 1500 1000
, -1
Numero de onda (cm )

Figura 38. FT-IR de los materiales conjugados NF-CTS/COL variando el medio de reaccion a)
espectro completo (4000 a 700 cm™) y b) ampliacion de la region de 1750 a 750 cm™.

La mezcla DCM/THF no compromete fisicamente la estabilidad del COL como puede
observarse en las micrografias de la Figura 39, ademas de la similitud fisica que se aprecia
en las microfotografias, el espectro de FT-IR de la Figura 39 permite observar la
permanencia de las bandas vibracionales correspondientes a la funcién carboxamida. El COL
nativo muestra bandas muy caracteristicas en FT-IR correspondientes a los modos de
vibracion de amida | en 1635 cm™ con un brazo en 1653 cm™, amida Il en 1543 cm™ y amida
Il en 1240 cm™.1% En los espectros se puede apreciar el mismo patrén de modos
vibracionales entre la muestra de COL puro y COL recuperado sin reaccionar del

acoplamiento, principalmente en las bandas asignadas a amida | (1653 cm™ y su brazo
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correspondiente en 1653 cm™) y amida Ill que suelen asociarse a la conformacion de la triple

hélice, caso contrario a lo reportado para muestras reconstituidas de COL electrohilado.'?®
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Figura 39. Imdgenes de FE-SEM de COL a) puro y b) recuperado de acoplamiento, c) espectro
comparativo de FT-IR de las muestras de COL a) y b).

Con el propédsito de determinar el tiempo adecuado para la reaccion de
acoplamiento NF-CTS/COL, se realizé el ensayo de la Figura 40 variando el tiempo de
reaccion a 12,24 y 48 h. Los espectros FT-IR generados se muestran en la Figura 41. En dicho
conjunto de espectros se aprecia que 12 h de reaccién es un lapso insuficiente para la
definicidn de los modos de vibracién del grupo amida discutidas previamente, mientras que
a 24 y 48 h, las bandas de vibraciones son mas intensas y no presentan diferencias
significativas entre ellas, con base en lo anterior se establecié como tiempo adecuado de

reaccion 24 h.
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Figura 40. Acoplamiento NF-CTS con COL variando el tiempo de reaccion.
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Figura 41. Espectro comparativo del acoplamiento NF-CTS/COL a distinto tiempo de reaccion.

El papel que desempeiia la carbodiimida durante el proceso de funcionalizacion es
activar al carbonilo del COL para propiciar la amidacién, por ello, como parte final de la
estandarizacion del proceso de funcionalizacién, se realizé la evaluacién de la eficiencia de
la EDC en comparaciéon con otro agente acoplante: la N,N’-diciclohexilcarbodiimida (DCC)

cuyas condiciones se detallan en la Figura 42.
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Figura 42. Acoplamiento NF-CTS con COL variando la carbodiimida.

El analisis comparativo de los espectros de FT-IR de la Figura 43 de los materiales
funcionalizados empleando diferente agente acoplante muestra en el espectro
correspondiente al experimento con EDC un menor traslape de la vibracién de —NH; en la
sefial correspondiente a —OH entre 3500 y 3300 cm™, congruente con la N-acilaciéon que
implica el acoplamiento. Asi mismo, la posicién e intensidad de las sefiales correspondientes
a carboxamida | (1649 cm?), 11 (1561 cm™) y 1l (1459cm™) indica que la amidacidn se ve
favorecida cuando se emplea la carbodiimida EDC, este hecho puede ser atribuido al

impedimento estérico de los reactantes y de la propia DCC.
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Figura 43. Espectro de FT-IR de soportes de CTS funcionalizados con COL a) espectro completo
(4000 a 700 cm™) y b) ampliacién de la regién de 1800 a 700 cm™.



Como parte importante de la caracterizacion de los materiales hibridos NF-CTS /COL
obtenidos, se realizé su andlisis térmico. Los termogramas obtenidos mediante calorimetria
diferencial de barrido, DSC por sus siglas en inglés, de los componentes poliméricos puros
se muestran en la Figura 44. En el termograma correspondiente a las colecciones de NF-CTS
se aprecia un exoterma a 286.93°C con una entalpia de 122 J/g, este evento térmico
corresponde a la degradacién del polimero debido a la descomposicién de los grupos amino
presentes en su cadena central.’3® A su vez, en el termograma del COL es posible observar
tres transiciones térmicas: la endoterma en 217.84°C con una entalpia de 8.89 J/g se
atribuye al proceso de desnaturalizacién por la modificacién conformacional de la triple
hélice debido la pérdida de los enlaces de hidrégeno, posteriormente experimenta el
proceso de degradaciéon que procede en dos etapas, observandose como eventos

endotérmicos en 308.14 y 320.38°C con entalpias de 0.30 y 3.33 J/g, respectivamente. 3!
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Figura 44. Termograma de DSC comparativo del material hibrido NF-CTS /COL, NF-CTS y COL.



Por otro lado, la curva DSC del material acoplado NF-CTS/COL presenta dos eventos
térmicos; la primera exoterma que se observa en 231°C con una entalpia de 315.08 J/g es
atribuida al proceso de deshidratacion del anillo de piranosa funcionalizado; evento térmico
que de acuerdo con la literatura puede observarse en 225y 280°C para CTS N-acilado,32-134
mientras que la degradacion del material procede a menor temperatura respecto al CTS
puro; cerca de los 260.23°C. El analisis comparativo de las curvas de DSC del material
funcionalizado NF-CTS/COL y de los componentes poliméricos puros, evidencia la obtencidn
de sustratos funcionalizados mediante una modificacidon covalente, ya que el termograma
del material hibrido resultante presenta variaciones en el comportamiento térmico
respecto a los componentes poliméricos puros. La evidencia que aporta el estudio del
comportamiento térmico mediante DSC es congruente con la formacién de enlaces

carboxamida que se ha discutido previamente a partir de los espectros de FT-IR de los

materiales acoplados.3>

El andlisis mediante DSC es altamente relevante para la caracterizacién de los
sustratos modificados quimicamente. A partir del comportamiento térmico que presentan
los materiales enriquecidos NF-CTS/COL en contraste con los perfiles térmicos de los
polimeros de forma individual, y con la evidencia aportada por FT-IR, es posible asumir la
existencia de la interaccion covalente entre el sustrato NF-CTS y COL planteada para la

obtencidn de los sustratos enriquecidos.

El analisis termogravimétrico, TGA por sus siglas en inglés, de los polimeros puros y
del material acoplado se presenta en la Figura 45. La curva de TGA de la NF-CTS presenta
una transicién entre 60 y 115°C atribuida a la pérdida de humedad que representa el 6.1%
de la masa total del CTS, el evento térmico que sucede entre 240 y 300°C estd relacionado
con la despolimerizacion del CTS, con una pérdida del 42.3% de su peso inicial; de acuerdo
a la literatura, a temperaturas superiores a 330°C se presenta la descomposicidon quimica
del polimero, la pirdlisis de polisacaridos origina la ruptura aleatoria de enlaces glucosidicos
con la subsecuente formacién de acidos grasos de cadena corta.'?% 133 135 por su parte, el

termograma del COL presenta entre 60 y 120°C la pérdida de agua ligada correspondiente



al 10.8% del peso total de la muestra, entre 290-340°C se observa un segundo evento
térmico que representan la pérdida de 51.9% del peso originada por la fragmentacién de la
macromolécula, y acorde a la literatura la calcinaciéon del COL procede a temperatura

superior a 450°C.120, 136

A su vez, el material hibrido NF-CTS/COL presenta un evento térmico entre 60 y
100°C como resultado de la pérdida de agua ligada que corresponde al 4.5% del peso total
de la muestra; sabiendo que los polisacaridos son altamente higroscépicos, la disminucién
del porcentaje de agua ligada que presenta el material hibrido respecto de los componentes
puros, puede atribuirse a la menor afinidad que mantiene con ésta derivado de su nueva
asociacién supramolecular. En la curva de TGA se aprecia otro evento térmico entre 200 y
220°C que se asocia a la deshidratacion del anillo de piranosa N-modificado, en
concordancia a los reportes de la literatura; con la disminucién del 40.4% del peso total.*2%
133,135 | 3 descomposicidn del material acoplado tiene lugar alrededor de los 250°C. Con la
evidencia aportada por las técnicas de caracterizacion empleadas se puede inferir la

formacion del material hibrido NF-CTS/COL como resultado de la bioconjugacidn.
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Figura 45. Termograma de TGA comparativo del material hibrido NF-CTS/COL, NF-CTS y COL.
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En la micrografia de la Figura 46 se puede observar la modificacidn superficial de las
nanofibras sin que el proceso de amidacién destruya la microarquitectura del sustrato. La
modificacidn de la microarquitectura de las NF-CTS por efecto de la bioconjugacion con COL
también causa variaciones en la retencion de humedad. La coleccién de NF-CTS sin
funcionalizar presenta un maximo de absorcién de humedad del 900% a los 40 min de
inmersion en el medio acuoso, valor que se mantiene estable durante las 48 h del estudio
de acuerdo con la cinética de hinchamiento mostrada en la Figura 44c. El material hibrido
NF-CTS/COL presenta un maximo de absorcion del 1000% respecto a su peso seco, valor

que es alcanzado a los 35 min de inmersion y permanece constante durante el tiempo de

estudio.
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Figura 46. Micrografias de NF-CTS a) sin coldgeno y b) con coldgeno conjugado; c) cinética de
hinchamiento de ambos sustratos.

Obtencion de Materiales Avanzados a Partir de Nanofibras Generadas por Electrospinning”
[IQB-UMSNH M. C. Q. Alejandra Pérez Nava

72



Capitulo IV. Funcionalizaciones post-electrohilado mediante inmovilizacidon covalente
Materiales bioconjugados con colageno tipo |

Sin embargo, la complejidad que presenta el procesamiento de CTS mediante la
técnica de electrohilado, limita la realizacién de estudios de citocompatibilidad; la baja tasa

de deposicion de las NF-CTS origina sustratos de baja densidad y limitada dimensién.

4.1.4.2. NF-PVA/COL
Sustratos nanoestructurados de PVA

Dentro de la clasificacién de los polimeros sintéticos el PVA se distingue por su alto
valor tecnoldgico, el cual presenta grandes cualidades como biomaterial, principalmente
por su adecuada biocompatibilidad y el caracter biodegradable que posee, ademas de su
extraordina8ria facilidad para el procesamiento y la diversificacion de materiales
poliméricos. El PVA es un polimero altamente electrohilable, por lo que a partir de
disoluciones de este polimero y siguiendo la metodologia previamente descrita,'?’ se
obtuvieron colecciones de nanofibras (NF-PVA) de excelente calidad como se muestra en la
Figura 47. En las colecciones que se muestran destaca la interconectividad de los sustratos

integrados por nanofibras de diametros cercanos a los 120 nm.

diametro promedio
112.5+18 nm
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Figura 47. a) Micrografia de FE-SEM de las colecciones de NF-PVA obtenidas y b) histograma de la
distribucion de didmetro promedio.
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La facilidad para el procesamiento de PVA hace posible disefiar diferentes materiales
compuestos tomando ventaja de la alta disponibilidad de grupos —OH presentes a lo largo
de su estructura, los cuales permiten también el estudio del anclaje covalente de COL bajo

condiciones ajustadas de esterificacion de Steglich.3’

Ensayos de acoplamiento NF-PVA/COL

El procedimiento de acoplamiento NF-PVA/COL consiste en promover la formacion
de enlaces tipo éster entre el extremo carboxilico activado de alguno de los aminoacidos
presentes en la hélice triple y los grupos —OH expuestos a lo largo de las NF-PVA, este
proceso es promovido por la EDC que funciona como agente de acoplamiento, y los agentes
de transferencia HOBt y DMAP, en la Figura 48 se presentan las condiciones del

acoplamiento y su mecanismo.
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Figura 48. Condiciones para la funcionalizacion de NF-PVA con COL y mecanismo de la reaccion.



Las condiciones de funcionalizacion empleadas para el experimento fueron
extrapoladas de la bioconjugacion NF-CTS /COL que mostré mejores resultados. Posterior a
las reacciones de acoplamiento, se caracterizaron los materiales mediante FT-IR, la Figura
49 presenta los espectros FT-IR de COL y NF-PVA puros asi como del material resultante de
la reaccion de esterificacion (EDC, DMAP/HOBt en DCM/THF, 24 h y temperatura ambiente).
El espectro FT-IR tipico de PVA presenta las vibraciones caracteristicas del grupo—OH entre
3674y 2995 cm, en 2927 cm? la vibracidn del estiramiento asimétrico del enlace C-H y
simétrico en 2877 cm™, en 1070 cm™ aparece la vibracién de estiramiento del enlace C-O,

y en 848 cm™ la vibracién fuera del plano del grupo O-H.127, 138

En comparacién, el material resultante de la reaccion de esterificacidon presenta
nuevos modos de vibracidn en la regidn de la huella dactilar; como las vibraciones en 1657
y 1375 cm correspondientes vibraciones del grupo éster, asi como de amida Il en 1549
cm™y amida lll en 1454 cm™ propias del COL conjugado a las nanoestructuras de PVA. En
concordancia con la reaccidn de esterificacion, también se aprecia en el espectro del
material NF-PVA/COL el aumento en la intensidad de la vibracién en 3305 cm™ atribuida a
la vibracion del grupo —OH con contribucidon del grupo amida (3019 cm™), asi como la

ausencia de la vibracidn en 848 cm™ que correspondia a la vibraciones del enlace O-H.

—
1

b) ffW o

=

Transmitancia (%)

[
25

§ ——coL /——
—— NF-PVA /‘\\/

— NF-PVA/COL

3500 3000 2500 2000 1500 1000 1800 1500 1200 %00

Numero de onda (cm'l) NGmero de onda (cm™)

Figura 49. Espectro de FT-IR de soportes de NF-PVA funcionalizados con COL a) espectro completo
(4000 a 700 cm™) y b) ampliacién de la regién de 1800 a 700 cm™.



El andlisis del comportamiento térmico del material modificado NF-PVA/COL, vy el
comparativo con las curvas obtenidas mediante el analisis DSC de los componentes por
separado se presentan en la Figura 50. El termograma del PVA puro presenta un endoterma
en 229.11°C con una entalpia de 73.65 J/g; evento térmico atribuido a la fusion de las zonas
cristalinas del PVA. La descomposicién del polimero puro se observa a partir de 250°C como

un evento endotérmico.3°

Como ya se describio anteriormente, el termograma del COL presenta tres
endotermas: en 217.84°C con una entalpia de 8.89 J/g se observa el proceso de
desnaturalizacién del polimero deshidratado, como resultado de la modificacién
conformacional que sufre la triple hélice por la pérdida de los enlaces de hidrégeno,
posteriormente experimenta el proceso de degradacidon que procede en dos etapas entre

308.14 y 320.38°C con entalpias de 0.30y 3.33 J/g.
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Figura 50. Termograma comparativo del material hibrido NF-PVA/COL, NF-PVA y COL.



El perfil térmico del material NF-PVA/COL en contraste presenta dos eventos
endotérmicos. La temperatura de fusién de la fase cristalina del PVA en el material
funcionalizado se observa en 225.11°C con una entalpia de 72.76 J/g, es decir, la
temperatura de fusidon del material NF-PVA/COL se desplaza a menor temperatura respecto
del PVA puro (229°C), mientras que la temperatura de descomposicion del material inicia a
321.31°C con una entalpia de 79.04 J/g; una temperatura de descomposicion

considerablemente mayor respecto del PVA puro.

De acuerdo a la literatura, una depresién en la temperatura de fusién de un
polimero, es evidencia de su modificacidn estructural.'®® El material funcionalizado posee
mayor estabilidad térmica respecto del PVA puro, aumentando su temperatura de
descomposicién en al menos 70°C. Asimismo, se observa que la descomposicion se presenta
en una sola etapa, por lo que la modificacion del COL también es evidente. Este
comportamiento térmico particular de la muestra funcionalizada, en conjunto con la
evidencia proporcionada por los espectros FT-IR, evidencian la exitosa funcionalizacién de

las NF-PVA.

Las curvas de TGA del COL, NF-PVA y NF-PVA/COL se muestran en la Figura 51, en el
termograma obtenido mediante TGA correspondiente a COL se observa la pérdida de agua
ligada entre 60 y 120°C que representa un 10.8% del peso total de la muestra, entre 290-
340°C se observa un segundo evento térmico debido a la fragmentacion de la

macromolécula con la pérdida del 51.9% del peso.120 136

En el termograma de NF-PVA se aprecia la pérdida del 70% del peso de la muestra
entre 270-320°C relacionada con la descomposicion térmica por deshidratacion del
polimero, mientras que a arriba de 330°C tiene lugar la pirdlisis.'4143 En la curva de TGA
del material hibrido NF-PVA/COL se observa la pérdida de agua ligada entre 50 y 70°C
representando un 4% del peso total, posteriormente se aprecia otro evento térmico entre
228 y 295°C atribuido a la descomposicién térmica del PVA por la pérdida de H-0O,

representando una disminucién del 30% del peso de la muestra; el evento térmico que



sucede entre 315 y 360°C puede atribuirse a la fragmentaciéon del COL, la cual en el

termograma de COL puro aparece entre 290 y 340°C.120 136
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Figura 51. Termograma de TGA comparativo del material hibrido NF-PVA/COL, NF-PVA y
CoL.

Con la evidencia aportada por los analisis térmicos y la espectroscopia FT-IR se
evidencia la formacién del material hibrido NF-PVA/COL como resultado de Ia
bioconjugacion bajo las condiciones de esterificacion sefialadas. En la micrografia de la
Figura 52 se aprecia la morfologia de este material bioconjugado NF-PVA/COL, el proceso
de esterificaciéon de COL a la coleccidon de NF-PVA produce variaciones en la topografia del
andamio, no obstante se preserva la microarquitectura del sustrato electrohilado NF-PVA.
El proceso de funcionalizacion post-electrohilado via inmovilizacidon covalente reduce la
capacidad de retencion de humedad en el material hibrido NF-PVA/COL, este material
posee la habilidad de retener el 490% de humedad respecto a su peso seco, este valor

maximo se alcanza a los 55 min de inmersiodn y es constante durante el lapso de estudio de



Capitulo IV. Funcionalizaciones post-electrohilado mediante inmovilizacidon covalente
Materiales bioconjugados con coldgeno tipo |

48 h, tal y como lo muestra la cinética de hinchamiento mostrada en la Figura 52c. El
sustrato NF-PVA sin modificar presenta un valor de hinchamiento del 502%, ligeramente
mayor al del sustrato modificado NF-PVA/COL, éste valor maximo es alcanzado a los 60 min

de inmersién en el medio acuoso sin registrar pérdida de peso al menos durante 48 h.
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Figura 52. Micrografias de NF-PVA a) sin coldgeno y b) con coldgeno conjugado; c) cinética de
hinchamiento de ambos sustratos.

Las propiedades mecanicas de los materiales NF-PVA y NF-PVA/COL se muestra en
las curvas tensidn-deformacidn mostradas en la Figura 53. La evaluacién de las propiedades
mecanicas de COL puro no fue realizada debido a que, como se ha mencionado con
anterioridad, su procesamiento para la formacion de colecciones de nanofibras o peliculas
delgadas implica la preparacién de disoluciones en condiciones que deterioran sus

Obtencion de Materiales Avanzados a Partir de Nanofibras Generadas por Electrospinning”
[IQB-UMSNH M. C. Q. Alejandra Pérez Nava

79



Capitulo IV. Funcionalizaciones post-electrohilado mediante inmovilizacidon covalente
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propiedades biomecdnicas. En la Figura 53 se presentan las curvas de tensidon-deformacion
de los materiales NF-PVA y NF-PVA/COL analizadas en condiciones en seco y humedo a
temperatura ambiente. Se presentan los datos de médulo de Young (MPa), esfuerzo ultimo

de ruptura (MPa), tensidn de ruptura (MPa) y elongacién de ruptura (%).
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Figura 53. Curvas de tension-deformacion correspondientes a NF-PVA y NF-PVA/COL realizadas en
seco y en condiciones de humedad.

El estiramiento uniaxial de los materiales NF-PVA y NF-PVA/COL genera curvas de
tension-deformacién complejas como resultado de la disposicion aleatoria de las
nanoestructuras de PVA. En comparacién con la NF-PVA sin modificar, la bioconjugacién de

Obtencion de Materiales Avanzados a Partir de Nanofibras Generadas por Electrospinning”
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COL le confiere al material hibrido NF-PVA/COL mejores propiedades mecanicas, que se
reflejan como valores mayores del médulo de Young, tensién de ruptura y esfuerzo ultimo
de tension en el ensayo en seco. Particularmente, el médulo de Young de 265.2 MPa y el
esfuerzo ultimo de tensién de 6.99 MPa son valores cercanos a los reportados para
compdsitos de COL obtenidos mediante electrohilado.®® 144 145 Aunque la elongacién de
ruptura decrece alrededor de un 51% como consecuencia del proceso de esterificacion del
COL, el valor que presenta el material funcionalizado NF-PVA/COL es comparable con

aquellos reportados en la literatura para muestras de COL entrecruzado.!#6 147

La evaluacion de las propiedades mecanicas en humedo permite el analisis de los
biomateriales en condiciones mds semejantes a entornos fisioldgicos. En condiciones de
humedad, el material hibrido NF-PVA/COL presenta propiedades mecanicas disminuidas,
pero con un incremento 5.3 veces mayor en el porcentaje de elongacién a la ruptura
respecto al estudio en seco del mismo material. El decremento de las propiedades
mecanicas en condiciones de humedad puede relacionarse con cambios en las interacciones

intramoleculares de PVA 'y COL al ser sumergidos en el medio acuoso.®* 146

Bajo condiciones de humedad, el sustrato sin modificar NF-PVA presenta mejor
rendimiento mecanico respecto al material hibrido NF-PVA/COL. Este hecho puede ser
relacionado con los cambios estructurales originados en la superficie del sustrato de NF-
PVA como consecuencia del proceso de esterificacidon con COL fibroso; procedimiento en el
cual el COL es integrado como particulas finas sin ser disuelto y que causa la reticulacion del

sustrato funcionalizado.

Por otra parte, la evaluacién de la viabilidad de los sustratos enriquecidos con COL
se efectud en células HEK-293 correspondientes a células embrionarias de rifidn humano,
en la Figura 54 se muestran los resultados del ensayo. La linea celular HEK-293 es adecuada
para la investigacion de citocompatibilidad de biomateriales debido a alta tasa de
reproducibilidad, ademas esta linea celular posee caracteristicas de metabolismo vy
adhesién que permiten su uso como modelo de células epiteliales, endoteliales y

fibroblastos.148



e
e

Figura 54. Microfotografias de campo obscuro de cultivos de la linea celular HEK-293 sobre a) NF-
PVA, b) NF-PVA + COL tratado sin acoplantes, materiales funcionalizados NF-PVA/COL preparados
variando la estequiometria de los acoplantes: c) 1:1y d) 1:5.

En las micrografias se puede apreciar que aun cuando las colecciones de NF-PVA
poseen una microarquitectura de excelente calidad que mimetiza la matriz extracelular, no
poseen propiedades bioldgicas que faciliten el anclaje de las células con la formacién de una
minima cantidad de agregados de células. Por su parte, la incorporaciéon de COL a través de
la bioconjugacién post-electrohilado demuestra la viabilidad de los materiales NF-PVA/COL
(relacion 1:5 COL:acoplantes) permitiendo la adhesién y proliferaciéon celular de las células
HEK-293. Comparando las imagenes 54b y c es posible inferir que las condiciones de la
reaccion de acoplamiento repercuten fuertemente en la capacidad de adhesion del material
NF-PVA/COL por efecto de la funcionalizacién mas eficiente con COL, siendo mas efectiva la

relacién COL:acoplantes 1:5 para el fomento de las propiedades bioldgicas del material.



Para el ensayo de citocompatibilidad, se prepard también la muestra NF-PVA + COL,
bajo las mismas condiciones pero en ausencia de los acoplantes, este material presenta
resultados semejantes a la NF-PVA sin funcionalizar con la presencia de algunos agregados
de células. Este hecho permite descartar la retencion fisica de COL en el sustrato
electrohilado NF-PVA, corroborando que la funcionalizaciéon de COL en la superficie de la
NF-PVA es una ruta viable para su anclaje efectivo. Los resultados del anadlisis de
citocompatibilidad de los sustratos funcionalizados NF-PVA/COL arrojados por el ensayo
preliminar realizado con la linea celular HEK-293 son prometedores avances que
demuestran la viabilidad del método de funcionalizacién covalente post-electrohilado de

COL a colecciones de nanofibras permitiendo la generaciéon de material citocompatibles.



4.1.5.

Conclusiones del capitulo

La electrohilabilidad del CTS puro es favorecida empleando mezclas de disolventes
basadas en HFIP. Las mezclas de HFIP/4cido acético 80:20 permiten la obtencién de
colecciones de nanofibras de CTS puro con didmetros promedio de 302 nm
resistentes a medios acuosos.

El uso del DES ChCl:Urea como aditivo para el procesamiento de quitosano de peso
molecular medio permite la obtencidn de colecciones de microesferas de didmetro
promedio 0.83 um mediante el fenédmeno de electrospray.

El protocolo de amidacién asistido por los agentes EDC/HOBt/DMAP permite la
funcionalizacion covalente de las nanofibras de CTS con COL. Los materiales NF-
CTS/COL difieren en el comportamiento térmico y la capacidad de hinchamiento,
ademas de los cambios estructurales y morfolégicos encontrados mediante FE-SEM
y FT-IR. No obstante, la baja tasa de deposicidn de las nanofibras de CTS limita el
estudio de las propiedades mecdnicas y los ensayos de citocompatibilidad.

En contraste, la facilidad en el procesamiento y la alta electrohilabilidad de PVA
permite la exploracidn de estrategias de funcionalizacién post-electrohilado de los
sustratos nanoestructurados de PVA a través de la esterificacion de COL.

El procedimiento de esterificacion promovido por la triada EDC/HOBt/DMAP
permite aumentar el valor biotecnolégico de las colecciones de NF-PVA. La
obtencion del material hibrido bioconjugado NF-PVA/COL queddé demostrada
mediante los andlisis DSC, TGA, FT-IR, FE-SEM, asi como del andlisis de sus
propiedades mecanicas y los perfiles de hinchamiento.

La funcionalizacién post-electrohilado de NF-PVA con COL da lugar a biomateriales
con mejor rendimiento mecanico, adecuada citocompatibilidad para el cultivo de la
linea celular HEK-293, en comparacién con las NF-PVA sin modificar.

La incorporacion de COL mediante estrategias de inmovilizacion post-electrohilado

a sustratos citocompatibles es factible para el desarrollo de andamios celulares.



Capitulo V.

Seccion experimental



A. Materiales y métodos

1. Material ITO/PVA/PEDOT:CIO4

1.1. Obtencién de las nanofibras de PVA

Para la preparacion de las disoluciones de PVA al 8%p/v, se disolvié PVA (CAS 9002-
89-5, Sigma-Aldrich) en agua destilada a 90°C durante 12 h. Una vez preparada la disolucion
se vertid en una jeringa de plastico conectada a manguera de teflén con aguja de

electrohilado 22G y se procedié a colocar en la bomba de suministro.

Para la obtencién de nanofibras de PVA se reemplazé el colector metdlico por
electrodos de vidrio-ITO. Previo al proceso de electrohilado, los electrodos vidrio-ITO
(KINTEC, 10 Q) se limpiaron con agua destilada y algoddn, posteriormente se realizd
limpieza en ultrasonido con etanol, agua y acetona por lapsos de 5 min con cada disolvente.
Finalmente, los electrodos fueron llevados a sequedad a 90°C en estufa. Los electrodos
limpios se sujetaron con goma adhesiva y posteriormente se conectaron a tierra. El proceso
de electrohilado se llevd a cabo empleando un equipo de electrohilado TL-01 de NaBond
Technologies Co., aplicando 17 kV con una velocidad de inyeccién de 600 uL/h, la distancia
de trabajo empleada fue de 12 cm. Durante el procesamiento se mantuvo la temperatura

interna a 40°C con tiempos de electrohilado de 0.5, 1, 2,5y 9 h.

1.2. Funcionalizacién por deposicién de PEDOT

El proceso de funcionalizacién se realizé mediante la electropolimerizacion de EDOT
(3,4-etilendioxitiofeno). Para la obtencién del polimero conductor PEDOT se prepard una
disolucion 0.5mM de EDOT (Sigma-Aldrich) y 0.1 mM de TBAP (perclorato de
tertbutilamonio, Fulka con grado de pureza 299%) en acetonitrilo anhidro (Sigma-Aldrich,
con grado de pureza 98.9%) bajo atmdsfera de N, (INFRA Ultra, con grado de pureza

99.999%).

El proceso de electrooxidacion de los mondmeros de EDOT se realizé desde un

potencial inicial de -0.5 V hasta potencial de oxidacion de 1.3 V aplicado a una celda de 3



electrodos: Eg=electrodo de referencia Ag®/AgNOs (AgNOs/ TBAP (0.01/0.1 M) en
acetonitrilo), Ce=contraelectrodo placa de Pt paralelamente dispuesto al Ew=electrodo de
trabajo vidrio-ITO/NF-PVA. La deposicion PEDOT sobre el electrodo vidrio-ITO/NF-PVA
procedié de manera simultanea al proceso de polimerizacidn, generando una pelicula azul

de tonalidad variable.

2. Materiales bioconjugados con colageno tipo |

2.1. Material hibrido NF-CTS/COL

2.1.1. Obtencidn de las microarquitecturas

Disolucion de CTS medio peso molecular (CTSwm)

Para la preparaciéon de la disolucidon de CTS (CAS 9012-76-4, PCode 101573140,
Sigma-Aldrich) para electrohilado (denominada disolucion CTS A:B) se prepararon distintas
proporcién de las disoluciones Ay B que se detallan a continuacién.

e Disolucion A: disolucion de CTS al 0.7% p/v en HFIP (Sigma-Aldrich) con agitacion
magnética durante 6 h a -4°C.
e Disolucidn B: disoluciéon de CTS al 3% p/v preparada en disolucidn acuosa de acido
acético 80%v/v con agitacion magnética durante 6 h a temperatura ambiente.
Las mezclas de las disoluciones A:B se prepararon con agitaciéon magnética durante 1 h a

temperatura ambiente.

Disolucion de CTS de alto peso molecular (CTSa)

Para la exploracidn de condiciones de electrohilado se prepard una disolucion al 2%
p/v de CTS (CAS 9012-76-4, PCode 1001412898, Sigma-Aldrich) en disolucidon concentrada
de acido acético (J. T. Baker) al 80% v/v con agitacion magnética durante 4 h a 60°C.
Posterior a ese lapso, se adiciond un volumen correspondiente al 0.5% v/v del DES cloruro
de colina:urea (ChCl:Urea) a la disolucion CTSay se mantuvo la agitacién durante 1 h a

temperatura ambiente. El DES ChCl:Urea se prepard mezclando ChCl (Sigma-Aldrich) y urea



(Sigma-Aldrich) en una relaciéon molar 1:2, la mezcla de ambos sélidos se mantuvo en estufa

a 80°C durante 8 h hasta adquirir aspecto liquido e incoloro.

2.1.2. Funcionalizaciones

Los ensayos de conjugacién de COL fibroso (COL tipo I, CAS 9007-34-5, Sigma-
Aldrich) a las nanoestructuras de CTS se realizaron mediante amidacién via anhidridos
mixtos. Para el proceso se sometid a reaccion un segmento del sustrato de nanofibras de
CTS y COL fibroso con estequiometria 1:5 M, el proceso fue asistido por el sistema
tricomponente EDC/DMAP-HOBt como agentes de acoplamiento/transferencia (Sigma-
Aldrich, cada uno con equivalencia molar 1:1 respecto a COL) y se empled una mezcla molar
1:1 de DCM:THF como medio de reaccién. La mezcla de disolventes fue secada previamente
en mallas moleculares de 4 A. Las funcionalizaciones se efectuaron a temperatura
ambiente, bajo atmdsfera de argdn y con agitacion magnética suave durante 24 h. La

recuperacién del material conjugado CTS/COL se realizé empleando DCM y metanol.

2.2. Material hibrido NF-PVA/COL
2.2.1 Obtencion de las microarquitecturas

La disolucidn para electrohilado se preparé disolviendo 8%p/v de PVA (CAS 9002-
89-5, Sigma-Aldrich) en agua destilada a 90°C, la temperatura se mantuvo durante 8 h con

agitacion magnética.

Para el proceso de electrohilado se vertid la disolucién de PVA en manguera de
Teflén equipada con aguja para electrohilado 20G, la produccion de las colecciones de
nanofibras se realizd empleando las condiciones estandarizadas en nuestro grupo de
trabajo para la unidad de electrohilado TL-01 de NaBond Technologies Co.: voltaje 15 kV,

temperatura 40°C, distancia aguja-colector 15 cm, y velocidad de inyeccién 600 pL/h.



2.2.2 Funcionalizaciones

Para los ensayos de conjugacion de COL a los soportes nanoestructurados de PVA se
emplearon EDC/DMAP-HOBt como agentes de acoplamiento/transferencia en mezcla 1:1
de DCM:THF, el disolvente fue secado previamente en mallas moleculares de 4 A. Las
funcionalizaciones se efectuaron a temperatura ambiente, bajo atmdsfera de argén y con
agitacion magnética suave durante 24 h. La recuperacion del material conjugado CTS/COL

se realiz6 empleando DCM y metanol.

2.2.3 Entrecruzamiento
Para el procedimiento se disolvio acido citrico (10%p/p, Sigma-Aldrich) en etanol al
96%v/v (Sigma-Aldrich), se ajusté el pH de la disolucién a 2 adicionando HCI 0.4 M. Las
colecciones de nanofibras de PVA y PVA-COL fueron dejados en inmersion durante 24 h.
Transcurrido el lapso de la reaccién de entrecruzamiento se procedid a realizar tres
inmersiones mas por lapsos de 1 h cada uno, empleando el siguiente orden: etanol 96%v/v,
metanol, metanol. Finalmente, los materiales se llevaron a sequedad a temperatura

ambiente sujetando los extremos para evitar la deformacidén de los materiales.



B. Técnicas de caracterizacion

Analisis de fuerza de tension y modulo de Young

Para la determinacion de las propiedades mecdnicas de los materiales fue necesario
cortar probetas con la forma que se ilustra en la Figura 55 en concordancia con la norma
ASTM D638. Las mediciones de fuerza de tension y mddulo de Young fueron realizadas en
un equipo universal Zwick/Roell modelo Z005 del CFATA-UNAM. Las mediciones fueron
verificadas por triplicado para cada muestra realizando los ensayos en seco y humedo a
velocidad de 5 mm/min a temperatura ambiente. Para los ensayos en humedo las muestras
fueron inmersas en disolucién fisiolégica durante 15 min previo al experimento. Las
mediciones del mddulo de Young, resistencia a la traccién, tensién de traccién a la roturay

elongacion a la rotura fueron calculadas de las curvas de tensién-deformacion.
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Figura 55. Esquema de las probetas empleadas para las mediciones de propiedades mecdnicas,

valores expresados en milimetros.

Analisis termogravimétrico (TGA)

Los termogramas fueron obtenidos empleando un Analizador Termogavimétrico
modelo TGA/DSC 2 simultaneo Mettler Toledo del CFATA-UNAM. Los termogramas fueron

graficados y analizados mediante el software OriginPro 9.0.

Calorimetria diferencial de barrido (DSC)

Los termogramas fueron obtenidos empleando un calorimetro diferencial de barrido
DSC Q200 de TA Instruments, los andlisis térmicos fueron realizados bajo atmdsfera
dindmica de argdén (50 mL/min). Los termogramas fueron graficados y analizados en el

software OriginPro 9.0.



Ciclos de descarga y carga galvanostatica (CDC)

Los ensayos de carga-descarga se realizaron utilizando el sistema de 3 electrodos:
Er=electrodo de referencia Ag®/AgNOs (AgNOs/ TBAP (0.01/0.1 M) en acetonitrilo),
Ce=contraelectrodo placa de Pt paralelamente dispuesto al Ew=electrodo de trabajo vidrio-
ITO/NF-PVA. Para los experimentos se aplicé una intensidad de corriente de 10 mA desde
potencial de -0.5 hasta 1.15 V a velocidad de barrido de 0.05 V/s empleando un
potenciostato/galvanostato Autolab PGSTAT302N (Metrohm) operado desde el software

Nova 2.0.

Determinacion de diametro promedio

Los didmetros promedio de las colecciones de micro y nanofibras fueron calculadas
a partir de la medicion de 60 diametros individuales empleando el software Imagel, las
mediciones fueron realizadas en imdagenes de FE-SEM adquiridas a 5,000 magnificaciones.
Los valores de didmetro promedio y desviacién estandar (DE) se calcularon empleando las
funciones de Excel PROMEDIO y DESVESTA que corresponden a las siguientes formulas

respectivamente:

N
Zi:l xl

N

Y, (xi=%)2

Ecuacién 2. DE(0) = ~

Ecuacion 1. Promedio (&) =

Los histogramas se graficaron mediante la funcion HISTOGRAMA de Excel.

Espectroscopia de absorcion ultravioleta-visible (UV-Vis)
Los espectros de UV-Vis fueron obtenidos en espectrofotémetro Genesys 10S de
Thermo Fischer Sientific, empleando una celdas de cuarzo. La adquisicion de los espectros

se realizd en el rango de 200 a 1100 nm.



Espectroscopia de fotoemision de rayos X (XPS)

El andlisis de superficie XPS se realizé en espectrometro ESCALAB 250Xi de Thermo
Scientific con monocromador de Al (XR15) operado a 20 eV, los espectros generados fueron

analizados mediante el software OriginPro 9.0.

Espectroscopia de infrarrojo por transformada de Fourier (FT-IR)
Los espectros de IR fueron obtenidos en espectrofotémetro Nicolet iS10 de Thermo
Scientific usando la técnica de ATR. Todos los espectros fueron graficados y analizados en

el software OriginPro 9.0.

Microscopia electrénica de barrido de emision de campo (FE-SEM)

Los materiales producidos fueron analizados en un microscopio electrénico de
barrido de emisidon de campo (FE-SEM) JOEL JSM-7600F con filamento incandescente de W,
del Instituto de Investigaciones en Metalurgia y Materiales de la UMSNH. La preparacién de
las colecciones de nanofibras se realizé mediante pulverizacion catédica de cobre para la
obtencién de imagenes por la técnica de electrones secundarios; el dispositivo ITO/NF-
PVA/PEDOT:ClIO4 fue analizado sin preparacion previa. Las micrografias fueron procesadas
en el software Imagel para el ajuste de las barras de escala. Los andlisis elementales de las
muestras mediante espectroscopia de energia dispersiva de rayos X (EDX) fueron realizados

en el mismo equipo.

Solubilidad y cinéticas de hinchamiento

Las colecciones de nanofibras y los materiales hibridos se cortaron en cuadrados de
1 cm x 1 cm para los ensayos de solubilidad y cinéticas de hinchamiento. Para la evaluacién
de la solubilidad las muestras fueron inmersas en disolventes orgdnicos, disoluciones

fisiolégicas y medios de pH variable durante 24 h a temperatura ambiente.

Para las cinéticas de hinchamiento se registré el peso seco de la muestra en estudio

para su posterior inmersion durante distintos lapsos, para el registro del peso de la muestra



se retird el exceso de medio acuoso con ayuda de un algodén. Las cinéticas de hinchamiento
se construyeron graficando los porcentajes de retencién de humedad (% H) mediante la

siguiente formula:

Phe -P
Ecuacion3.% H = (M) 100

seco

Voltametria ciclica

La polimerizacion potenciodindmica de EDOT a PEDOT se monitored voltametria
ciclica durante 20 ciclos a velocidad de barrido de 0.05 V/s empleando un
potenciostato/galvanostato Autolab PGSTAT302N (Metrohm) operado desde el software
Nova 2.0, los experimentos fueron realizados utilizando el sistema de 3 electrodos:
Er=electrodo de referencia Ag®/AgNOs (AgNOs/ TBAP (0.01/0.1 M) en acetonitrilo),
Ce=contraelectrodo placa de Pt paralelamente dispuesto al Ew=electrodo de trabajo vidrio-

ITO/NF-PVA.



C. Ensayos in vitro

Citocompatibilidad/toxicidad

Las células embrionarias de rifndn humanas HEK-293 fueron cultivadas en frascos T25
a 37°C en atmodsfera de CO; al 5% y empleando los siguientes medios suplementados:
DMEM (Gibco®, cat. # 11995-040), suero fetal bovino 10% (FBS Gibco®, cat. # 10437-028) y
penicilina-estreptomicina 1% (10,000 U/mL, Gibco @, cat. # 15140). El medio de cultivo fue
reemplazado cada dos dias. Cuando la monocapa de los cultivos celulares alcanzé
confluencia del 90%, las células fueron pasadas por tripsina y cultivadas nuevamente. Los
andamios NF-PVA/COL y los controles (NF-PVA, NF-PVA + COL) fueron recortados en
cuadrados de 0.5 mm? y esterilizados con luz UV por lapsos de 10 min cada lado. Los
andamios fueron fijados al fondo de cajas Petri de 35 mm. Para el cultivo, las células HEK-
293 fueron transferidas desde frascos T25, y se realizd monitoreo cada 24 h. Transcurridas
48 h después del cultivo de las células en los andamios, el medio de cultivo se reemplazé, y
se adicionaron 2.5 pL de adenovirus Ad-eGFP (3.3 x 107 VP/mL). Las células fijadas en la
superficie de las cajas Petri fueron analizadas como control para la evaluacidon de
citocompatibilidad de cada andamio (n=6 para cada muestra). El andlisis detallado de
morfologia celular se enfoco en el area del soma, numero y longitud. Los siguientes datos
fueron empleados como comparativos de los agregados de las células: nimero de
aglomerados por area, numero de células por agregado, y 4drea del agregado. Las imagenes
de los cultivos fueron adquiridas en un microscopio confocal LSM510 Zeiss, usando un
objetivo 20X Zeiss Plan-APOCHROMAT, NA = 0.8, WD = 0.55 mm (Cat. No. 440641-9911).
Las caracteristicas de las células y de los agregados fueron determinadas mediante el
software Imagel. El analisis ANOVA unidireccional, seguido de la prueba post hoc de Turkey
fue realizado empleando el software GraphPad Prism versién 5.00 para Windows

(GraphPad Software, La Jolla California USA, www.graphpad.com).

El ensayo de proliferacion celular EdU fue realizado empleando los materiales NF-
PVA y NF-PVA/COL frente a la linea celular HEK-293; para ambos materiales, cuatro

replicados fueron estudiados. La tasa de proliferacion se determine mediante el conteo de



células a tiempos variables de cultivo: 24, 48 y 72 h. El marcaje EdU permitio la visualizaciéon
de las células capaces de sintetizar ADN. El indice del marcaje (LI) fue estimado como el
porcentaje de nucleos celulares que exhibian el indicador EdU respecto al total de ntcleos
tefiidos con DAPI. Los andamios se sujetaron en cubreobjetos de vidrio (12 mm - Electron
Microscopy Cat. # 72196-12), y las se sembraron células HEK-293 en cada uno de los
cubreobjetos. Cuatro pocillos con area superficial de 2 cm? (ASi Alkali Scientific Inc., Cat.
TP9004) se emplearon para sostener los andamios. La densidad de células sembradas fue
de 0.05 x 10° células por pocillo, concentracién determinada mediante cdmara de
Neubauer. El ensayo de proliferacién EdU se realizé como se describe a continuacién: se
disolvié una disolucién stock de EdU [10 uM] en DMSO. 10 pL de una disolucién stock (10
mM) se disolvié en 5 mL de medio de cultivo, previamente atemperado, para preparar 20
pL la disolucion para el marcaje celular EAU. El volumen correspondiente a la mitad del
medio de cultivo de las células HEK-293 fue reemplazado con un volumen igual de la
disolucién del marcador EdU (concentracién final de 10 uM). Las células fueron incubadas
en atmodsfera de COz al 5% durante 2 h. Cada cubreobjetos fue transferido a un nuevo
pocillo, se adiciond 1 mL de formaldehido al 3.7% en PBS a cada pocillo y se llevaron
nuevamente a incubaciéon durante 15 min a temperatura ambiente. Posteriormente, se
removio el formaldehido y las células se lavaron dos veces con 1 mL de BSA 3% en PBS (1:1).
La disolucion de los lavados se removid y, posteriormente, se adiciond 1 mL de 0.5% Triton®
X-100 en PBS (1:1) a cada pocillo; las muestras se incubaron a temperatura ambiente
durante 20 min. El buffer de permeabilizacién fue removido de las células para realizar
posteriormente dos lavados con 1 mL of 3% BSA en PBS (1:1) cada uno. La disolucién de los
lavados se removid y se adiciond un coctel de reaccion a cada muestra, se procedié a dejar
transcurrir la reaccién durante 30 min protegiendo las muestras de la luz. Después de este
lapso, el coctel fue removido, cada pocillo fue lavado nuevamente con 1 mL de 3% BSA en
PBS (1:1). Las células marcadas fueron montadas con VECTASHIELD®, los nucleos fueron
tefiidos con DAPI para la obtencion de imagenes mediante microscopia de epifluorescencia

empleando un objetivo de 10X para el conteo de las células en las imagenes digitales.



Para el analisis estadistico, los datos fueron normalizados calculando el LI de cada
replicado. Para la determinacion del efecto de los andamios NF-PVA/COL durante los tres
lapsos de cultivo de las células marcadas con EdU, se realizd un estudio ANOVA
bidireccional con la prueba Bonferroni empleando el software GraphPad versién 5.00 para

Windows (GraphPad Software, San Diego California USA, www.graphpad.com).
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Abstract: Silver and pold nanoparticles were produced and embedded in poly{vinyl alcobol) (PVA) and chitnean (CTS)
solutions by the phatoreduction of metallic salt precursors triggered by direct sunlipht irradiation, in which the polymers
acted as reducing, dispersing and stabilizing agents. Sunlight photoreduction can be standardized wsing a constant UV index
repardless of the seazon. This stratepy was found to be an improvement over other common enetpgy sources used to tripper the
reduction of metal iote, inchuding UV light irradiation and hiph-temnperature reduction with mechanical stirving. The resulting
PVaA/metal nanoparticle and CT Sfmetal nanoparticke composite solutions were processed into thin films and nanofiber
cotnposites. Jr vifm testing of the cytotoxicity and biocompatibility demonstrates that the film composites are non-toxic and
biocompatible with the HT-29 human colon cancer cell line. Promaotion of HT-29 cell growth =ing our hybrid composites
wasg obaeetved, in contrast to othet stidies in which colloidal NPz were tested. Therefore, a sustainable approach for the one-

step preparation of biocompatible polymetfmetallic nanoparticle composites is reported.
Keywaords: Biocompatibke cotnposites, Photoreduection, Metallic nanoparticles, Cytotoxicity, HT-29 cells

Introduction

Silver and gold nanoparticles (AgNP and AuNP) are of
great interest due to their fascinating applications in science
and industry derived from their unique optical, electronic
and biomedical properties, which are intrinsic to their
nanometric dimensions [1]. Among different reported routes
for the synthesis of metal nanoparticles (MNP), the chemical
reduction of metal ions is still the most widely applied
technigue owing to the mmproved size and shape control;
however, many potentially hazardous, common chemical
agents are normally used, thus limiting the application of the
resulting nanoparticles in biomedical devices.

Modifications of these methodologies have been explored
in an effort to avoid or reduce the use of reducing, stabilizing
and dispersing agents [2-4]. In this context, polymers can
simultaneously act as reducing, stabilizing and dispersing
agents, representing an interesting alternative for the reduction
of metallic salts [5-9]. Specifically, the use of nontoxic
materials, such as biopolymers, reduce the environmental
risk and are conducive to new strategies for the green and
rapid synthesis of metal nanoparticles [9]. Likewise, with
regards to sustainability: sunlight can be used to induce the
reduction of the salt precursor [8]. Chitosan (CTS) and
poly(vinyl alcohol) (PVA) are attractive to this end since
both polymers are good reducing agents for noble metal salts

*Comesponding author: jbgonzalezi@umich. mx

[7-13]. They are low-cost and versatile polymers that can be
easily processed into multiple shapes in one and two
dimensions, including thin films and nanofibers. Additionally,
their biocompatibi lity, biodegradability and non-toxicity make
them ideal for biomedical applications. Composite materials
based on these polymers and MNP have demonstrated
antibacterial and fungicidal activity and enhanced mechanical,
optical and chemical properties [8-15]. Polymer-based hybrid
composites have wvery useful and unique properties in
therapeutic devices; they can work as a therapeutic cure for
diabetes and its complications [16], as wound-dressing
materials [17,18], as drug-delivery systems [19], as biosensors
[17] and in functional applications [21] and have excellent
properties for the removal of organochlorine pesticides from
water [22]. In particular, electrospun Ag- and Au-containing
polymer nanofiber collections have been investigated for
biomedical applications [23-30]. Therefore, biomimetic
scaffolds can be produced with specific characteristics to
induce native-like cellular activities, and norganic/composite
nanofibers have exclusive advantages for applications m this
ared.

The effectiveness of noble metal nanoparticles, such as
gold and silver, as antimicrobial agents and in wound healing
is well known and has been extensively studied [23-30];
however, their cyto- and genotoxicity towards mammalian
cells may limit their use in biomaterials and hence is of
concern. Several studies on the effect of particle size, shape
and crystal structure on the degree of toxicity have been
reported [31,32]. Nonetheless, it has been demonstrated that
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Comparative analysis of fiber alignment

methods in electrospinning
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SUMMARY

Fabrication of anisotropic materials is highly desirable in designing
biomaterials and tissue-engineered constructs. Electrospinning has
been broadly adopted due to its versatility in producing non-woven
fibrous meshes with tunable fiber diameters (from 10 nm to 10 um),
microarchitectures, and construct geometries. A myriad of ap-
proaches has been utilized to control fiber alignment of electrospun
materials to achieve complex microarchitectures, improve mechan-
ical properties, and provide topographical cellular cues. This review
provides a comparative analysis of the techniques developed to
generate fiber alignment in electrospun materials. A description of
the underlying mechanisms that drive fiber alignment, setup varia-
tions for each technique, and the resulting impact on the aligned mi-
croarchitecture is provided. A critical analysis of the advantages and
limitations of each approach is provided to guide researchers in
method selection. Finally, future perspectives of advanced electro-
spinning methodologies are discussed in terms of developing a scal-
able method with precise control of microarchitecture.

INTRODUCTION

Nanofiber and microfiber materials have grown in popularity in numerous fields,
including tissue engineering, bioprosthetics, drug delivery, and biosensors, due to
their unique properties.’ In particular, these fibrous materials provide large surface
area-to-volume ratios, interconnected porosity, and diverse mechanical properties.
Many methods can be used to synthesize nanofiber meshes, including phase sepa-
ration, template synthesis, drawing, and '.seif-a'5'.=.\‘a|fr|I:|Iy."'3 However, these methods
are time consuming, limited in fiber length, and may be unable to produce contin-
uous fiber scaffolds.”* Comparatively, electrospinning offers a distinct advantage
over other methods as it allows for relatively rapid production of continuous fiber
meshes, can be used with a broad range of materials, and is highly tunable. Poly-
mers, ceramics, and composites have all been used in electrospinning.” Ceramic
nanofibers via electrospinning have been fabricated utilizing a composite solution
with subsequent sintering, calcination, or chemical conversion.” This material diver-
sity makes electrospinning a well-suited method in the production of fibrous con-
structs for applications in biomedical engineering.

Electrospinning is an electrostatically driven micro- and nanofiber fabrication tech-
nique that enables the rapid and cost-effective fabrication of non-woven fibrous con-
structs.”” This fiber formation technique setup typically utilizes a syringe pump to
dispense a polymer solution through a charged needle. Increasing the applied
voltage on the needle allows for the electrostatic force to overcome the solution

Progress and potential
Electrospinning is a widely used
technique for the fabrication of
non-woven fibrous materials.
Methods to induce electrospun
fiber alignment provide
researchers with new tools to
guide cellular behavior, expand
mechanical properties, and
improve a variety of physical
properties. This comparative
analysis provides a detailed
description of popular methods to
generate fiber alignment and
mesh anisotropy. A discussion of
the advantages, disadvantages,
and setup variations is provided
for each method to guide
researchers on method selection
for a given application. Although
significant progress has been
made to advance electrospinning
processes, there remains a need
for continued improvements to
address reproducibility,
inhomogeneity of
microarchitecture, and scalability
of meshes in both size and
production rate. Overall, the
versatility and expanding control
of microarchitecture has secured a
growing role for aligned
electrospinning methods in
advanced manufacturing of
medical devices.

L;‘ Matter 4, 821-844, March 3, 2021 @ 2020 Elsevier Inc.

“Obtencion de Materiales Avanzados a Partir de Nanofibras Generadas por Electrospinning”
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