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RESUMEN

En este proyecto de investigacion se realizod la sintesis y caracterizacion de un material
polimérico en estado liquido, conformado por unidades de poli(2-hidroxietil metacrilato)
[PHEMA] y poli(vinilpirrolidona) [PVP], generando asi el copolimero: PHEMA-co-PVP. La
sintesis se realizd a partir de los mondmeros 2-hidroxietil metacrilato [HEMA] y N-
vinilpirrolidona [NVP] (relacién 3:1), por medio de la reaccion de polimerizacion en cadena
iniciada por radicales libres, usando perdxido de hidrogeno (H>O,) como agente iniciador.
Una vez aislado y purificado, con el copolimero liquido PHEMA-co-PVP se generaron
soluciones poliméricas, usando DMF y etanol como disolventes. Posteriormente fueron
procesadas por la técnica de electrohilado para obtener fibras de dicho material. El voltaje de
electrohilado fue fijado en 20 kV, mientras que los demas parametros tipicos del proceso de
electrohilado, tales como, distancia y velocidad de inyeccion, fueron ajustados hasta la
obtencion de materiales fibrosos. Los materiales resultantes fueron evaluados vy
caracterizados en su composicion quimica por espectroscopia de infrarrojo con transformada
de Fourier (FTIR) y espectroscopia fotoelectronica de rayos X (XPS); en su morfologia por
microscopia electronica de barrido (SEM); y en sus propiedades térmicas por analisis
termogravimétrico (TGA). Debido al potencial de este copolimero procesado en forma de
fibras para su aplicacion en la construccion de andamios celulares para la ingenieria de
tejidos, se realizd una evaluacion de citotoxicidad “in vitro”, usando fibroblasto dérmicos
humanos, de la linea celular CCD-1112Sk. Los resultados de este trabajo indican que el
material propuesto es un potencial candidato para su aplicacion en el area biomédica.



ABSTRACT

The synthesis and characterization of a material as a liquid polymer, which is composed of
units of poly (2-hydroxyethyl methacrylate) [PHEMA] and poly (vinyl pyrrolidone) [PVP] to
render the copolymer PHEMA-co—PVP; were carried out in this research project. For the
synthesis, the monomers 2-hydroxyethyl methacrylate [HEMA] and N-vinylpyrrolidone
[NVP] (3: 1 ratio) were polymerized by a free-radical chain reaction, using hydrogen
peroxide (H,O;) as the initiating agent. Once isolated and purified, polymer solutions were
prepared by dissolving the PHEMA-co-PVP liquid copolymer in DMF or ethanol.
Subsequently these liquid formulations were processed by the electrospinning technique to
obtain fibers. The electrospinning voltage was fixed at 20 kV, while the other typical
parameters of the electrospinning process, such as distance and injection speed, were adjusted
until obtaining fibrous materials. The resulting materials were evaluated and characterized in
their chemical composition by Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR) and X-ray
photoelectronic spectroscopy (XPS); in its morphology by scanning electron microscopy
(SEM); and in its thermal properties by thermogravimetric analysis (TGA). Due to the
potential of this fiber-processed copolymer for application in the construction of cellular
scaffolds for tissue engineering, an “in vitro” cytotoxicity evaluation was performed using
human dermal fibroblasts, CCD-1112Sk cell line. The results of this work indicate that the
proposed material is a potential candidate for its application in the biomedical area
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I INTRODUCCION

El desarrollo que se ha evidenciado en el campo de los materiales ha sido muy significativo
para el avance tecnologico de las ultimas décadas, siendo dicho progreso, en coordinacién
con las necesidades que afronta la sociedad moderna, el principal impulsor para la busqueda
de nuevos y mejores materiales. De manera similar, la implementaciéon de nuevas técnicas
experimentales y su posterior escalamiento a nivel de produccion industrial, hoy es impulsada
por la demanda y competencia que ha surgido en el campo de los materiales. Por ello,
actualmente se necesita de materiales cuyas propiedades sean concertadas a la medida de los
requerimientos de la aplicacion. Por todo lo anterior, la produccion de nuevos materiales -0
el mejoramiento de los ya disponibles- debe ser una practica encaminada hacia la solucion de
los problemas considerados como prioritarios. Entre los cuales se encuentra: el manejo y la
produccion de energia, el almacenaje, el perfeccionamiento de reacciones quimicas por
medio de la catalisis heterogénea, la salud publica, el medio ambiente, entre otros. En todos
estos aspectos, los materiales desempefian un rol ya imprescindible.

Dentro del gran niimero de materiales que existen en la actualidad, algunos pueden
considerarse como sobresalientes. De manera especifica, durante las Ultimas décadas, los
materiales poliméricos y los sistemas micro- y nanoestructurados han cobrado una
significativa importancia y desempefian un papel importante en las necesidades del mundo
moderno. Una gran parte de materiales que se componen de sistemas tanto poliméricos como
nanoestructurados, son usados en aplicaciones biomédicas como dispositivos implantables o
sistemas de dosificacion de farmacos, mientras que otros son utilizados como precursores
para el diseflo y construccion de catalizadores, entre otros. Sin embargo, los sistemas actuales
de disefio y fabricacion de estos materiales ha promovido la necesidad de potenciar sus
aplicaciones incorporando nuevas propiedades que les permitan prevenir el desarrollo de
infecciones producidas por microorganismos, incrementar su resistencia mecanica, o
promover una respuesta especifica al interaccionar con el cuerpo humano, entre muchos otros
(Luna, 2018).

En ese ambito, cabe resaltar que con el surgimiento de las nanociencias y nanotecnologia, ha
sido notoria la necesidad de innovacion tecnoldgica que promueva el desarrollo de nuevos
materiales con mejores propiedades, a través de técnicas y metodologias que permitan su
sintesis o faciliten su procesamiento a escalas de produccion industrial. Entre estas destaca la
técnica de electrohilado. Esta técnica ha despertado gran interés durante los Ultimos afios
debido a la posibilidad para fabricar fibras a micro- y nanoescala. Los materiales constituidos
por este tipo de fibras han sido explorados para una gran variedad de aplicaciones, ya que
esta técnica aporta caracteristicas especiales como son: porosidad, amplia superficie por
unidad de area, mejores propiedades biomédicas, entre otras (Kim 2017). Este tipo de
propiedades hacen a estos materiales muy atractivos para aplicaciones biomédicas y
biotecnoldgicas, entre las que se incluyen la ingenieria de tejidos, la fabricacion de hilos de
sutura, textiles y de elementos para cubrir heridas, la construccion de membranas de filtracion
y diversas aplicaciones médicas.



Las estrategias en ingenieria de tejidos para la construccion de andamios celulares se basan
en que este tipo de estructura, que por lo general puede ser un polimero, proporciona un
entramado que favorece la migracion de células que utilizan dicha matriz para crear tejido. El
uso de estos andamios se podria combinar entonces con células especificas obtenidas en
cultivo celular con factores de crecimiento. Por lo tanto, un andamio debe ser no
inmunogénico, no toxico, biocompatible, biodegradable y de facil manufactura (Loh y
Choong, 2013). En consecuencia, el disefio y la construccion de un material ideal para su uso
como andamio debe contener entonces una estructura interconectada por poros, que permita a
las células migrar y funcionar dentro de estos confines, para que el tejido se regenere. De
forma similar, debe proveer factores que estimulen la proliferacion y diferenciacion de
células progenitoras u osteogénicas; y ser capaz de asimilar dentro tejido circundante,
eliminando el potencial de contraer infecciones (Van Blitterswijk y de Boer, 2015). Entonces,
la combinacion de dos o mas materiales para lograr este conjunto de caracteristicas, es
proyectada como estrategia eficiente para el disefio y sintesis de materiales para actuar como
andamios.

Es aqui en donde la técnica de electrohilado sobresale por su versatilidad, ya que ha
permitido procesar un amplio nimero de polimeros. No obstante, ésta técnica presenta una
serie de variables que influyen significativamente en las caracteristicas de los materiales a
obtener, ya sea porque son inherentes a las caracteristicas del polimero del cual se parte para
realizar la sintesis, o bien porque su desempefio estd relacionado con multiples factores
incluidos en el proceso.

En general, el principio de la técnica de electrohilado se basa en hacer girar soluciones
poliméricas a través de altos campos eléctricos. Por lo tanto, su efectividad consiste en aplicar
suficientes fuerzas eléctricas de tal forma que superen las fuerzas de la tension superficial en
la disolucion del polimero. Asi, a un voltaje determinado, finos flujos de disoluciéon son
expulsados desde el capilar de donde se inyecta la disolucién polimérica, hacia un plato
colector. De forma subsecuente, el flujo se mueve en la direccion del campo eléctrico, de
manera que se elonga en funcion de las fuerzas externas e internas, lo que a su vez puede
generar algunas inestabilidades en el proceso. Finalmente el disolvente se evapora y los
segmentos de fibras son depositados de forma aleatoria u alineada, dependiendo del tipo de
colector que se utilice (Chew, et al, 2006; Lipol y Rahman, 2016).

Es asi como en el desarrollo experimental propuesto en este proyecto, el disefio y sintesis de
un material polimérico con la capacidad de formar fibras poliméricas a través de la técnica de
electrohilado, se destaca como una estrategia efectiva para la produccion de materiales con
caracteristicas estructurales especificas que permiten controlar los grados de porosidad,
hidrofilicidad y biodegradabilidad del producto. De esta manera, se pretende generar
materiales con el potencial de actuar como andamios que favorezcan el crecimiento y
proliferacion de células especificas, y promuevan la regeneracion de tejidos especificos,
especialmente de piel o cartilago. Asi, por la aplicacion que se pretende abarcar con estos
materiales, la metodologia de sintesis propuesta involucra la combinacion de dos polimeros
que han demostrado una alta biocompatibilidad y baja citotoxicidad en aplicaciones
biomédicas, como son el poli (2-hidroxietil metacrilato) [PHEMA] y el poli(N-



vinilpirrolidona) [PVP] (Arredondo y Londofo, 2009; Hung, et al, 2016). Adicionalmente,
PHEMA se destaca por su alta hidrofilicidad, mientras que PVP aporta propiedades
favorables para lograr la formacioén de fibras poliméricas por medio de electrohilado. Por
consiguiente, el desarrollo de un copolimero PHEMA-co-PVP en estado liquido, a partir de la
reaccion de la mezcla de sus correspondientes monomeros; al igual que la optimizacion de las
condiciones experimentales para obtener materiales compuestos por fibras; y la
caracterizacion y evaluacion citotoxica de dichos materiales; hacen parte de los objetivos de
esta propuesta de investigacion. En consecuencia, la contribucion o novedad que aporta este
proyecto consiste en sintetizar fibras por medio de la técnica de electrohilado, usando un
copolimero sobre el que no se encuentra reportado este tipo de procesamiento. Caber resaltar
que los productos generados en la ejecucion de esta propuesta se encuentran dirigidos al
sector biomédico que requieren del disefio y desarrollo de nuevos materiales con la capacidad
para que actiien como soporte o andamio para la regeneracion de tejidos blandos.

I1. JUSTIFICACION

Hasta ahora, las fibras poliméricas electrohiladas han sido preparadas por aproximadamente
100 diferentes polimeros, incluyendo aquellos de origen sintético y natural. Todos estos
materiales conformados por fibras también se han preparado por otras técnicas como la
evaporacion de disolvente o hilado de fundicion. Sin embargo, incluso con el uso
generalizado de la técnica de electrohilado, la afinacion de este método es atin muy limitada a
la hora de obtener materiales reproducibles y con control estricto en el didmetro de fibra y
morfologia (Haider et al., 2015). Por lo tanto, existe una gran area de oportunidad en la
sintesis de fibras a partir de nuevas formulaciones poliméricas, encontrando condiciones
reproducibles y usando sustancias quimicas no toxicas o procesos amigables con el ambiente.

Es evidente que las fibras electrohiladas juegan un papel ya primordial en el area de
biomateriales. Los andamios construidos por fibras electrohiladas se pueden adaptar de
acuerdo con el propdsito de su uso. En esta aplicacion, estos materiales actiian
proporcionando un entorno adecuado a las células, lo que finalmente resulta en una mejor
union, proliferacion y diferenciacion (Haider et al, 2014; Ostrowska et al., 2014). Por lo
tanto, todo esfuerzo enfocado en optimizar la técnica de electrohilado para impulsar el
desarrollo de nuevos materiales con una proyeccion industrial, se considera sobresaliente e
indispensable para la ingenieria de materiales.

Los tejidos de 6rganos complejos como el corazén, pulmoén e higado, aunque se han recreado
con ¢xito en el laboratorio, aiin se encuentran en fase de estudio y requieren de evaluaciones
especificas antes de llegar a ser implantados en un paciente (NIBIB, 2013). Debido a ello, el
desarrollo de materiales para su aplicacion como andamios en la ingenieria de tejidos,
presenta actualmente una enorme brecha de oportunidades de mejora en cuanto a su disefo,
metodologias sintéticas, procesamiento, técnicas de andlisis y escalamiento a niveles de
produccion industrial.



Los materiales poliméricos se han destacado significativamente en el campo biomédico, y su
adaptabilidad representa aun una gran promesa para el futuro de la ingenieria de tejidos. Un
gran nimero de polimeros presentan propiedades adecuadas para su uso como andamios,
como son maleabilidad, adherencia, porosidad, biodegradabilidad, biocompatibilidad y baja
toxicidad, entre otros. No obstante, el éxito en este tipo de aplicaciones depende en gran
medida de factores como la estructura quimica del polimero, su composicion, métodos de
sintesis, copolimerizacion, procesado y manipulacion, entre otros.

Por todo lo anterior, el presente trabajo de investigacion busca la obtencion de mezclas
poliméricas en forma de copolimeros liquidos de HEMA y NVP. Estos dos polimeros se han
caracterizado por ser biocompatibles y no citotoxicos en aplicaciones biomédicas.
Adicionalmente, tanto los homopolimeros de HEMA como de NVP, han sido usados
individualmente en la formacion de fibras por la técnica de electrohilado. Sin embargo,
copolimeros formados por estos dos mondmeros no han sido utilizados para la sintesis de
fibras por medio de electrohilado. Lo anterior destaca como el principal aporte de este trabajo
de investigacion. Por consiguiente, este trabajo documenta las condiciones experimentales
para la preparacion de copolimeros PHEMA-co-PVP por reacciones de polimerizacion en
cadena iniciada por radicales libres, y la formacion de fibras por la técnica de electrohilado,
ajustando las variables del proceso, como son voltaje aplicado, velocidad y distancia de
inyeccion, composicion de la disolucion, entre otros. Con los resultados obtenidos en esta
investigacion se espera que el copolimero PHEMA-co-PVP demuestre la capacidad para
formar fibras con propiedades superiores a las reportadas por cada homopolimero, y ofrezca
con ello, la vision de que este producto pueda ser comercializado en presentacion de
disoluciones poliméricas liquidas, que promuevan su exploracidon en futuras investigaciones
que requieran sintesis y evaluacion de fibras poliméricas en campos biomédicos.

II1. HIPOTESIS

La polimerizacion de una mezcla de 2-hidroxietil metacrilato (HEMA) y N-vinilpirrolidona
(NVP), bajo condiciones controladas de reaccidon en cadena por radicales libres, conducira a
la formacion del copolimero PHEMA-co-PVP, en estado liquido y con las propiedades
adecuadas para formar fibras por medio de la técnica de electrohilado. Por las propiedades
hidrofilicas, biocompatibles, biodegradables, y de adhesion que presentan los componentes
del copolimero, se espera que las fibras que resulten de su combinacion, presenten las
cualidades que pudieran tener una potencial aplicaciéon como andamios en la ingenieria de
regeneracion de tejidos.



IV. OBJETIVOS

IV.1. Objetivo general

Sintetizar el copolimero liquido a partir de la combinacion de los mondémeros 2-
hidroxietil metacrilato (HEMA) y N-vinilpirrolidona (NVP), para lograr la formacién
de fibras al procesar dicho copolimero por medio de la técnica de electrohilado;
evaluar la citotoxicidad del material para determinar su potencial aplicacion en la
construccion de andamios para la ingenieria de regeneracion de tejidos.

IV.I1I. Objetivos especificos

Determinar la metodologia de sintesis y purificacion del copolimero PHEMA-co-
PVP, usando la polimerizacion en cadena, iniciada por radicales libres, y optimizando
las condiciones de reaccion hasta obtener un copolimero liquido con alta viscosidad.

Determinar experimentalmente las condiciones Optimas para sintetizar fibras a partir
de copolimeros de PHEMA-co-PVP, mediante la técnica de electrohilado, variando
composicidon de mezcla, disolvente, voltaje, velocidad, tiempo y distancia de
inyeccion.

Realizar el entrecruzamiento quimico de las fibras de PHEMA-co-PVP, para lograr
mejorar las propiedades de manipulacion y reducir la solubilidad de las fibras en
medios acuosos.

Analizar los materiales conformados por fibras de los copolimeros PHEMA-co-PVP,
en su composicion quimica por espectroscopia de fotoelectrones emitidos por rayos X
(XPS) e infrarrojo con transformada de Fourier (FTIR); su morfologia por
microscopia de barrido electronico (SEM); y sus propiedades térmicas por andlisis
termogravimétrico (TGA).

Evaluar la citotoxicidad de las fibras del copolimero PHEMA-co-PVP, usando
protocolos preestablecidos para el andlisis de materiales potencialmente aplicables en
el sector biomédico.

V. MARCO TEORICO Y ANTECEDENTES

V.1. Polimeros
La palabra “polimero” deriva del griego, exactamente de la suma de dos elementos como son
p
el prefijo “poli-”, que es equivalente a “muchos”, y el sustantivo “meros”, que puede
traducirse como “partes”. Por lo tanto, los polimeros se consideran macromoléculas
J4
constituidas por la unién de un niimero grande de moléculas mas pequefias. Estas moléculas,
que se combinan entre si covalentemente para formar las cadenas del polimero, se denominan



monoémeros, y el proceso quimico mediante el cual estos mondmeros se unen se denomina
polimerizacion. El grado de polimerizacién de un polimero indica el nimero de unidades
constitutivas repetitivas que tiene una cadena de polimero (Odian 2004). Es comun relacionar
a los polimeros con compuestos que presentan altos pesos moleculares. En la Figura 1 se
representan algunos elementos caracteristicos de los polimeros, y se esquematiza su
organizacion estructural quimica, usando como ejemplo el PVP y PHEMA, los cuales hacen
parte de esta investigacion.
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Figura 1. Estructura quimica de los monémeros y sus correspondientes productos poliméricos para:
(a) PHEMA; y (b) PVP. Se representan en la figura elementos importantes de los polimeros como son
grado de polimerizacion y unidad repetitiva.

Dependiendo de su origen, los polimeros pueden ser de origen sintético o natural. Los
sintéticos contienen, por lo general, entre uno y tres tipos de diferentes unidades que se
repiten. Por su lado, los naturales presentan estructuras mucho mas complejas, como sucede
en el ADN, las proteinas y la celulosa, entre otros.

V.I.1. Homopolimeros y copolimeros.

Se denomina homopolimero a las macromoléculas compuestas por un solo tipo de unidades
constitutivas repetitivas, la cuales se unen a través de un mecanismo de polimerizacion unico.
Algunos ejemplos tipicos de homopolimeros son: polietileno (PE), poliestireno (PS) y
polipropileno (PP), cuyas estructuras quimicas se muestran en la Figura 2. De forma similar,



los polimeros PVP y PHEMA (Figura 1), son también homopolimeros, ya que se componen
de una sola unidad monomérica que corresponden a NVP y HEMA, respectivamente.

Polietileno Poliestireno Polipropileno

foo oyt gt

Figura 2. Estructura quimica de algunos homopolimeros.

Es posible sintetizar polimeros con mas de un tipo de unidad repetitiva, es decir, que las
cadenas tengan distintos constituyentes. Cuando una cadena se forma con dos tipos de
unidades el material se denomina copolimero; para tres constituyentes diversos se llama
terpolimero; para cuatro unidades distintas, cuaterpolimero, etc. Un ejemplo de copolimero se
ilustra en la Figura 3, usando como mondmeros NVP y HEMA. El orden de estos
monoémeros en la estructura del polimero puede ser muy variable. En el caso de los
copolimeros se puede tener: copolimeros alternados, al azar o aleatorios, en bloque y de
injerto.
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Figura 3. Formacion de copolimero a partir de monémeros HEMA y NVP.

Copolimeros alternados.

En esta clase de copolimeros, las unidades repetitivas se alternan consecutivamente a lo largo
de toda la cadena. En la Figura 4.a se esquematiza el orden de las unidades de un copolimero
en su forma alternada, considerando las unidades repetitivas hipotéticas A y B.

Copolimeros al azar o aleatorios.
Para estos no existe una secuencia definida en el ordenamiento de las unidades repetitivas a
lo largo de la cadena (Figura 4.b).

Copolimeros en bloque.
Se comprenden de secuencias completas de una sola de las unidades repetitivas, seguidas por
secuencias completas de la otra unidad repetitiva (Figura 4.c).




Copolimeros de injerto.

Estos presentan una cadena principal constituida por un solo tipo de unidad repetitiva, que
tiene injertados lateralmente bloques de cadenas conformadas por el otro tipo de unidad
repetitiva (Figura 4.d).

V.LII. Polimeros lineales, ramificados y entrecruzados

Frecuentemente, y para efectos didacticos, las cadenas que componen a los polimeros, tanto
homopolimeros como copolimeros, son representadas como trazos continuos, tal como en la
Figura S.
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Figura 4. Representacion esquematica de organizacion de copolimeros con ordenamiento: (a)
alternada; (b) aleatoria; (c) en bloque; y (d) copolimero de injerto.

Con ese mismo enfoque, se puede reconocer a los polimeros lineales como aquellos en que
los monomeros se han unido en una longitud continua para formar las cadenas del polimero.
Por su parte, los polimeros ramificados serian los que tienen cadenas secundarias que estan
unidas a la cadena principal, mientras que los polimeros entrecruzados serian los que tiene
dos o mas cadenas unidas por cadenas secundarias. El proceso de entrecruzamiento puede ser
producido por reacciones quimicas o por el uso de fotones o radiacion de alta energia.

Cadena lineal Cadena ramificada Cadenas entrecruzadas

Figura 5. Representacion esquematica de los diferentes ordenamientos en las cadenas de polimeros
lineales, ramificados y entrecruzados.



Cuando los polimeros contienen grupos hidrofilicos, es decir grupos quimicos que
interaccionan con el agua, el polimero se caracteriza por su alta solubilidad o por aumentar de
tamafio absorbiendo grandes cantidades de dicho disolvente. La capacidad de absorcion de
agua dependerd de si la estructura del polimero es lineal, ramificada o entrecruzada.

V.LIIIL. Hidrogeles

Los materiales conocidos como hidrogeles son redes poliméricas compuestas de polimeros
hidrofilicos, con la capacidad de absorber grandes cantidades de agua o fluidos biologicos,
sin disolverse bajo condiciones fisiologicas (Bhattarai, et 1, 2010). Estos fueron los primero
materiales disefiados para su uso en el cuerpo humano y son reconocidos por su aplicacioén en
la carga y liberacion de farmacos, revestimiento de suturas, sensores, sustitutos de piel, entre
otros. Estos materiales pueden ser clasificados segun la naturaleza de sus uniones en la
conformacion de la estructura entrecruzada, en fisicos (uniones débiles, generadas por las
interacciones de los grupos funcionales que conforman la molécula), o quimicos (la red se
encuentra formada a través de enlaces covalentes). Por lo tanto, la capacidad de hinchamiento
o la solubilidad de estos materiales depende de su grado o densidad de entrecruzamiento: una
densidad de entrecruzamiento muy baja puede llegar a generar polimeros solubles, mientras
que un grado de hinchamiento alto reduce su solubilidad pero a su vez puede disminuir su
capacidad de absorcion de agua. Por lo regular, los hidrogeles con altos grados de
hinchamiento presentan propiedades de adhesion significativas.

De manera general, la solubilidad en agua o en otros disolventes organicos para algunos
polimeros (incluyendo los lineales, ramificados y con baja densidad de entrecruzamiento), es
un factor determinante que les permite ser procesados por diferentes técnicas (Soto y Oliva,
2012), entre las cuales se destaca la de electrohilado.

V.II. Procesamiento de polimeros por la técnica de electrohilado

La técnica de electrohilado consiste en utilizar fuerzas eléctricas para producir fibras
poliméricas con didmetros que van desde los 2 nm hasta varios micrometros. Para ello utiliza
disoluciones poliméricas que pueden ser de polimeros naturales o sintéticos (Sanchez, et al,
2013). Esta técnica ha ganado mucha atencion dentro de la ultima década, no solo por su
versatilidad en cuanto al hilado de una amplia gama de polimeros, sino también por su
capacidad de produccion constante de fibras (Garg y Bowlin, 2011). Es asi como las fibras
generadas por este enfoque se destacan por presentar poros mas pequeios y dispersion
modulable, maleabilidad para adaptarse a diversos tamafios y formas, capacidad de control de
composicion quimica, y una relacion superficie/volumen mayor, comparadas con las fibras
comunes (Liang et al., 2007).

El electrohilado tiene sus origenes muchos afios atras. Los fenomenos propios del
electrospray fue observado por primera vez en 1897 por Rayleigh, luego estudiado en detalle
por Zeleny en 1914, aplicarlo en fendmenos de electroaspiracion, y finalmente patentado por
Formhals en el afio 1934. En sus trabajos, Formhals logr6 la produccion de filamentos de
polimeros utilizando una fuerza electrostatica (Huang et al., 2003). Entre ellos se resalta la



primera patente (Patente 2116942) sobre electrohilado, en la que se produjeron fibras de
acetato de celulosa a voltajes de 57 kV. Aunque a este trabajo le siguieron otra serie de
patentes publicadas entre 1938 y 1940 (Patentes 2116942, 2160962 y 2187306), fue en el
trabajo reportado por Taylor en 1969 (Sanchez, et al, 2013) en donde se sentaron las bases
para el electrohilado. Aquel estudio de Taylor se basé en el estudio de chorros accionados
eléctricamente. Es asi entonces como surge el término electrohilado, que se deriva del
fenémeno de “giro electrostatico”, convirtiéndose en el término que se utiliza de manera
generalizada, desde alrededor de 1994, aunque la técnica como tal tiene su origen hace
alrededor de 85 afios. No obstante, cabe resaltar que hasta el afio de 2004, cerca de 50
patentes de polimeros procesados por electrohilado se habian reportado (Li y Xia, 2004).

Por lo general, el sistema de electrohilado se compone de tres partes principales: (i) un capilar
a través del cual debe ser expulsada la disolucion polimérica (aguja, cono, etc); (ii) un plato
colector que puede ser una lamina de metal conductor, un mandril rotativo, etc., y (iii) una
fuente de alto voltaje (en el rango de los kilo volts [kV]) que posee dos electrodos los cuales
deben conectarse uno al lugar de salida de la disolucion y otro directamente al plato colector,
en el cual se depositaran las fibras posterior a la evaporacion del disolvente estimulada por el
voltaje aplicado (Figura 6) (Amalvy, 2013).

El proceso de electrohilado comienza cuando las cargas eléctricas se mueven dentro de la
disolucién polimérica mediante la aguja metélica. Esto causa una inestabilidad en el interior
de la disolucion dando como resultado la induccion de cargas en la gota del polimero. Al
mismo tiempo, la repulsion reciproca de las cargas produce una fuerza que se opone a la
tension superficial y Gltimamente la disolucion del polimero fluye en direccion del campo
eléctrico. En otras palabras, los sistemas de electrohilado aprovechan el establecimiento de
fuerzas electrostaticas entre los polimeros para producir fibras finas (en el orden nanométrico
0 micrométrico) a partir de disoluciones, mezclas y/o fundiciones de polimeros. Por lo tanto,
un aumento adicional en el campo eléctrico causa que la gota esférica se deforme y asuma
una forma conica. En esta etapa, las nanofibras ultrafinas emergen de la gota cénica del
polimero (cono de Taylor), que son recogidas en el colector metalico manteniendo
optimizada la distancia. Un salto de carga estable s6lo puede formarse cuando la disolucion
polimérica tiene suficiente fuerza de cohesion. Durante el proceso, las fuerzas de carga
internas y externas causan el batido del liquido en direccion al colector. Este movimiento de
batido permite a las cadenas del polimero dentro de la disolucion estirarse y deslizarse una
tras otra, lo que resulta en la formacion de fibras con didmetros pequefios (Bae et al., 2013;
Haider et al., 2013).
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Figura 6. Sistemas comunes de electrohilado compuestos de una fuente de voltaje, un sistema de
inyeccion con jeringa y un sistema colector: configuracion horizontal de colector plano(a) y
configuracion horizontal con colector cilindrico rotatorio (b). (Adaptado de Bhardwaj y Kundu 2010;
y Rim et al., 2013).

Es necesario un voltaje de corriente directa en el rango de decenas de kV para generar el
electrohilado, ya que su funcionamiento se basa en el principio de que mayores fuerzas de
repulsion eléctrica mutuas separan a las fuerzas de tension superficial mas débiles en la
disolucion de polimero cargado (Sanchez, et 1, 2013) Es por ello que se requiere que la
mayoria de los polimeros sean disueltos en algunos disolventes especificos antes de iniciar el
proceso de electrohilado. Otra condicion necesaria para lograr la formacion de fibras por
medio de esta técnica, es que la disolucion polimérica debe lograr fluir a través del tubo
capilar (aguja de jeringa) por el que se realizara la inyeccion hacia el plato colector (Amalvy,
2013). La distancia entre el plato colector y el capilar, la velocidad de inyeccion y la
composicion de la disolucion polimérica, entre otros factores, son variables importantes en el
proceso de electrohilado. De manera general, cabe resaltar que el electrohilado es un proceso
que se puede llevar a cabo a temperatura ambiente, bajo condiciones normales de presion,
aunque para algunos casos es muy importante establecer un control de la temperatura para

fundir un polimero, o de humedad del ambiente en el que se esta procesando el polimero.

V.ILI. Variables de control en la técnica de electrohilado

Existen factores criticos que afectan el proceso de electrohilado. Estos factores son
clasificados en parametros de electrohilado, disolucién y pardmetros ambientales. Los
parametros de electrohilado incluyen el campo eléctrico aplicado, la distancia entre la jeringa
y el colector, el rango de flujo, y el diametro de la jeringa. Los parametros de disolucion
incluyen el disolvente, la concentracion del polimero, viscosidad y conductividad de la
disolucion. Los pardmetros ambientales incluyen la humedad relativa y la temperatura. Todos
esto parametros afectan directamente la generacion de fibras electrohiladas suaves y sin la
formacion de particulas (perlas poliméricas). Por lo tanto, para poder entender mejor la
técnica de electrohilado y la fabricacion de nanofibras poliméricas, es esencial conocer a
fondo los efectos de todos esto parametros (Haider et al., 2015).



Efecto del voltaje aplicado
Generalmente, se ha reportado que el flujo de corriente proveniente del alto voltaje

suministrado en una disolucidn, a través de una aguja metélica, causa que una gota esférica se
deforme en un cono Taylor y forme nanofibras ultrafinas a un voltaje critico (Figura 7)
(Laudenslager y Sigmund 2012). Este valor critico de voltaje aplicado varia de polimero a
polimero. La formacioén de nanofibras de pequefios diametros con un incremento del voltaje
aplicado, es atribuido a la extension de la disolucion polimérica en correlacion con la carga
de repulsion dentro del chorro del polimero (Sill y von Recum 2008).

El incremento en el voltaje aplicado mas alla del valor critico resulta en la formacion de
perlas o nanofibras perladas. El aumento en el didmetro y la formacion de perlas o nanofibras
perladas con el incremento del voltaje aplicado son atribuidos a una disminuciéon en el
tamafio del cono de Taylor y al aumento de la velocidad de chorro en el mismo rango de
flujo. En algunos trabajos de investigacion se ha reportado que el didmetro de las nanofibras
incrementa con el aumento del voltaje aplicado. Este incremento en el didmetro ha sido
atribuido al aumento de la longitud del chorro (Duque, et al, 2013; Narvaez, 2017).

Figura 7. Imagenes digitales que muestran los tres estados de deformacion de la gota de PVP, bajo la
influencia de un incremento del campo eléctrico (Laudenslager y Sigmund 2012).

Efecto de la velocidad de flujo de la disolucion
El flujo de la disolucion polimérica a través de la aguja metélica determina la morfologia de
las nanofibras electrohiladas. Una fibra electrohilada uniforme y sin perlas podria prepararse

a través de un indice de flujo critico para una disolucion polimérica. Este valor critico varia
con el polimero. Asi, con el incremento de la velocidad de flujo por encima del valor critico,
se puede generar la formacion de perlas (Narvaez, 2017). Lo anterior debido a que los
aumentos y disminuciones en el indice de flujo afectan la formacion y didmetro de
nanofibras. En consecuencia, se prefiere un indice de flujo minimo para lograr mantener un
equilibrio entre la disolucion polimérica que sale y el reemplazo de ese volumen de
disoluciéon por una nuevo, durante la formacion del chorro. Esto también permitira la
formacion de un cono de flujo estable y, a veces, un flujo retrocedido (que sale directamente
del interior de la aguja sin gotas o cono aparentes). Los flujos retenidos no son estables, y
durante el proceso de electrohilado, éstos son reemplazados continuamente por flujos de
cono. Como resultado de este fendomeno, se forman fibras con un amplio rango de diametros



(Shamim et al., 2012). La formacion indeseada de perlas y listones como estructuras con el
incremento de la velocidad de flujo es atribuido a la no evaporacion del disolvente y a una
baja extension de la disolucion en el viaje entre aguja-colector metalico. Al mismo efecto
también se le adiciona el aumento del didmetro de la fibra cuando se presenta un incremento
de la velocidad de flujo. (Li y Wang 2013).

La formacion de gotas o perlas también se atribuye a la influencia de la fuerza gravitacional
(Shamim et al., 2012). Otro factor importante que puede causar defectos en la estructura de la
fibra es la densidad de carga superficial, ya que esto afecta directamente la morfologia de la
fibra (Duque, et al 2013).

Efecto de la distancia entre aguja-colector y el diametro de la aguja
La distancia entre la punta de la aguja metalica y el colector juega un rol esencial en la

determinacion de la morfologia de la fibra electrohilada, de forma similar a como ocurre con
el campo eléctrico aplicado, viscosidad y velocidad de flujo. La morfologia de una fibra
puede verse facilmente afectada por la distancia, ya que ésta depende del tiempo de depdsito,
el rango de evaporacion e intervalo de inestabilidad (Matabola y Moutloali 2013). Numerosos
grupos de investigacion han estudiado el efecto de la distancia entre la punta de jeringa y el
colector y concluyen que se forman fibras con defectos y aumentos en el didmetro cuando la
distancia aguja-colector se mantiene corta, mientras que el didmetro de una fibra decrece
cuando dicha distancia se aumenta (Matabola y Moutloali, 2013; Wang y Kumar, 2006).

Efectos de la concentracion del polimero y viscosidad de la disolucion

El proceso de electrohilado se basa en el fendmeno del estiramiento uniaxial de un chorro
cargado. Este estiramiento es significativamente afectado por el cambio en la concentracion
de la disolucion polimérica. Por ejemplo, cuando la concentracion de la disolucion polimérica
es baja, tanto el campo eléctrico aplicado como la tension superficial causan el enredo de las
cadenas del polimero, llevandolo a quebrarse en fragmentos, justo antes de alcanzar el
colector (Haider et al., 2013; Pillay et al., 2013).

Estos fragmentos causan la formacion de perlas o fibras que contienen perlas. Por lo tanto, es
de esperar que un aumento en la concentracion del polimero en la disolucion, conduce al
aumento en su viscosidad, lo que finalmente aumenta el enmarafiamiento entre las cadenas
del polimero al procesarse por esta técnica. Este enredo de cadenas supera la tension
superficial y finalmente resulta en una fibra electrohilada uniforme y sin perlas. Sin embargo,
un aumento de la concentracion del polimero por encima de un valor critico, puede ocasionar
que se obstaculice el flujo de la disolucion entre la punta de la aguja, lo que puede resultar en
una fibra defectuosa o aperlada (Reddy, 2013).

En cuanto a la morfologia de las perlas, éstas presentan un cambio de forma que va desde un
aspecto esférico, similar a una gota (con disoluciones de baja viscosidad), hasta un efecto de
gota estirada o elipse (con disoluciones de alta viscosidad), a medida que se genera un
cambio en la viscosidad de la disolucion (Shamim et al., 2012).



Efecto de la conductividad de la disolucion polimérica
La conductividad de la disolucion no sélo afecta la formacion del cono de Taylor, sino que
también ayuda a controlar el didmetro de las fibras. En una disolucion con conductividad mas

baja, la superficie de la gota no tendré suficiente carga para formar el cono de Taylor, lo que
resulta en que no se producird el electrohilado. En efecto, al incrementar la conductividad de
la disolucion por debajo del valor critico, no s6lo aumenta la carga en la superficie de la gota
que forma el cono de Taylor, sino que también causa la disminucion del didmetro de la fibra
(Sun et al., 2014). En consecuencia, el aumento en la conductividad hacia valores superiores
a un valor critico, contribuyen a obstaculizar la formacion del cono Taylor, y con ello, al
proceso de electrohilado. Este fendmeno se puede explicar si se considera el proceso entero
de electrohilado. Este proceso es dependiente de las fuerzas de Coulomb entre cargas de la
superficie del fluido y la fuerza entre el campo eléctrico externo. Sin embargo, la formacion
del cono de Taylor es gobernado en gran parte por las fuerzas electroestaticas de las cargas
superficiales formadas por la aplicacion del campo eléctrico externo (cuando el componente
del campo es tangencial a la superficie del fluido induce esta fuerza electrostatica). La
conductividad de una disolucioén de polimero podria entonces controlarse mediante la adicion
de una sal apropiada. Por lo tanto, la adicion de sal afecta el proceso de electrohilado de dos
maneras: (i) incrementa el numero de iones en la disolucion polimérica, lo que resulta en el
aumento de la densidad de carga superficial en el fluido y de la fuerza electrostatica generada
por el campo eléctrico aplicado; y (ii) actiia incrementando la conductividad de la disolucion
polimérica, dando como resultado la disminucion en el campo eléctrico tangencial a lo largo
de la superficie del fluido. Sin embargo, cuando este campo eléctrico tangencial se reduce
ampliamente con el aumento de la conductividad de la disolucion, la fuerza electrostatica a lo
largo de la superficie del fluido disminuye, lo que afecta negativamente a la formacion del
cono Taylor. Las fuerzas Coulombianas y electrostaticas juntas influencian la elongacion y
adelgazan el flujo. La longitud de esta porcion y el comportamiento de la region de chorro
tiene una influencia significante en el diametro de las fibras (Angammana y Jayaram, 2011).

El rol del disolvente en el electrohilado

La seleccion del disolvente es uno de los factores clave para la formacion de una nanofibra
electrohilada suave y sin perlas. Usualmente se necesitan dos cosas para tomar en cuenta a la
hora de la seleccion del disolvente. Primero, los disolventes preferidos para el proceso de
electrohilado contienen polimeros que son completamente solubles. Segundo, el disolvente
debe tener un punto de ebullicion moderado. Su punto de ebullicion da una idea sobre la
volatilidad de un disolvente. Generalmente, para esta técnica se utilizan disolventes volatiles,
ya que sus altas tasas de evaporacion fomentan la separacion del disolvente de las fibras
durante su trayecto desde la punta de la aguja hasta el colector. Sin embargo, los disolventes
altamente volatiles se evitan principalmente porque sus bajos puntos de ebullicion y altas
tasas de evaporacion causan el secado del chorro en la punta de la aguja. Este secado actta
bloqueando la punta de la aguja y, por lo tanto, dificultara el proceso de electrohilado. De
manera similar, también se evitan los disolventes menos volatiles debido a que sus puntos de
ebullicion altos evitan su secado durante el vuelo del chorro de fibras. La deposicion de fibras
que contienen disolvente sobre el colector provocard la formacion de nanofibras con cuentas
o perlas (Narvaez, 2017). Numerosos grupos de investigacion han estudiado los efectos del



disolvente sobre la morfologia de las fibras (Kanani y Bahrami, 2011) y han concluido que,
de forma similar al voltaje aplicado, el disolvente también afecta la homogeneidad o calidad
de la fibra formada. Ademas, el disolvente también juega un papel vital en la fabricacion de
fibras altamente porosas. Esto puede ocurrir cuando se prepara una disolucion de un polimero
usando dos disolventes de diferente volatilidad. Para este caso, las diferentes velocidades de
evaporacion entre los dos disolventes conducira a la separacion de fases y, por lo tanto, dara
como resultado la fabricacion de fibras con morfologias altamente porosas (Narvaez, 2017).

Efecto de la humedad y la temperatura

Recientemente se ha documentado que factores ambientales como la humedad relativa y la
temperatura, también afectan el didmetro y la morfologia de las fibras electrohiladas (Huan et
al., 2015; Pelipenko et al., 2013).

La humedad causa cambios en el diametro de las nanofibras al controlar el proceso de
solidificacion del chorro cargado. Sin embargo, este fenomeno depende de la naturaleza
quimica del polimero. La humedad también juega un papel importante en la formacioén de
fibras porosas cuando se usa el sistema de disolvente binario (Bae et al., 2013).

La temperatura causa dos efectos opuestos para cambiar el didmetro promedio de las fibras:
(1) aumenta la tasa de evaporacion del disolvente y (ii) disminuye la viscosidad de la
disolucion. Estos dos factores influyen por diferentes mecanismos, sin embargo, ambos
conducen a una disminucién en el didmetro medio de la fibra. Una observacion similar fue
reportada por Vrieze y colaboradores, usando acetato de celulosa (CA) y PVP (De Vrieze et
al., 2009).

De forma generalizada, en la Tabla 1 se resumen las caracteristicas que aportan o afectan
algunos de los parametros que hacen parte del proceso de electrohilado, a la formacion fibras
poliméricas.

V.ILII Principales aplicaciones de las fibras electrohiladas

Recientemente un gran nimero de investigaciones se han comenzado a enfocar en buscar
diversas aplicaciones para las fibras electrohiladas, ya que presentan ciertas ventajas
conforme a otros materiales fibrosos. Entre dichas ventajas se encuentran: su alta relacion
superficie volumen, alta porosidad, y sus propiedades fisicas y mecénicas. Cabe resaltar que
estos aspectos pueden ser modificadas con la variacién de los parametros de electrohilado
(Lipoh y Rahman, 2016).

Entre las aplicaciones de las fibras generadas por electrohilado destacan la fabricacion de
andamios para ingenieria de tejidos, generacion de textiles, liberacion controlada de
farmacos, procesos de filtracion, fabricacion de membranas selectivas, inmovilizacion de
enzimas, implantes vasculares, salud, biotecnologia, ingenieria ambiental, defensa y
seguridad, y almacenamiento energético (Figura 8).



Tabla 1. Parametros del proceso de electrohilado y las caracteristicas que aportan o afectan en la
formacion de fibras poliméricas. El simbolo 1 indica un aumento en la variable, mientras que el
simbolo | se refiere a una disminucion en el pardmetro (Duque, et al, 2013).

Pardmetro Caracteristica que aporta
T Dificulta el paso de la solucion a través del capilar.
Concentracion de la
solucién de polimero l La]s fibras se rompen en gotas antes de llegar al plato
colector.
T Aparicion de defectos (beads) en las fibras.
Tensién Superficial Obtencién de fibras lisas, para disminuir la tensién
l superficial se pueden adicionar solventes con baja tension
como el etanol.
Mayor transporte de cargas, mayor estiramiento de la
1‘ solucion, fibras mas delgadas.
Condl;g?;:?g: deis Menor transporte de cargas, menor estiramiento de la
l solucion, fibras mas gruesas.
T? Fibras gruesas, distorsion del jet, aparicion de beads.
Voltaje l Poco impulso para llegada de la solucién al plato colector.
1 Fibras mas gruesas, beads con mayores tamafios.
Flujo de Salida l l(;lg;g;t:tx(" stlempo para evaporacion del solvente. fibras sin
Las fibras pueden romperse debido a su propio peso.
Mayor estiramiento de la solucidén . obtencién de fibras
1 delgadas
Distancia aguja- TT Aparicion de defectos (beads)en las fibras al trabajar con
colector l l muy altas o muy bajas distancias
Poco tiempo para la evaporacidn del solvente por tanto, las
l fibras llegan hiimedas al plato colector.
Humedad Relativa T Aparicion de poros en las nanofibras.
Biomedicina Ingenieria de Tejidos

* Soporte de medicamentos
* Dispositivos hemostaticos .
* Aposito para heridas

* Tubos paravenas y nervios
Estructuras tridimensionales para
cartilagoy hueso

+ Liquidos
* Gases

&=

1 1

[ Nanofibras de polimero | mmmm)
!

!

Sector agro-alimentario

* Envasadode conservacion activa
alimentario

* Absorcién de agua y desorcion de
fertilizantes

* Compost

Figura 8. Esquema de aplicaciones de las fibras poliméricas fabricadas por la técnica de electrohilado

(Perdiguero, 2016).




V.III. Ingenieria de tejidos

La ingenieria tisular compone un é4rea de la medicina regenerativa cuyo objetivo es la
construccion de tejidos “in vitro” e “in vivo” de tipo autdlogo, para su utilizacion terapéutica
que permita restaurar, sustituir o incrementar las actividades funcionales de los propios
tejidos organicos (Rosa 2013). La construccion de 6rganos y tejidos artificiales por ingenieria
tisular es uno de los campos de investigacion que ha experimentado mayor progreso durante
los ultimos afios. Su aplicacién en el campo de la medicina abre nuevas alternativas de
tratamiento para pacientes con diferentes tipos de patologias y lesiones tisulares (Shapira et
al., 2014).

Este campo se asienta en los conocimientos histologicos y recibe asimismo aportaciones de
otras areas y disciplinas que incluyen la biologia, medicina y la ciencia e ingenieria de los
materiales, entre otros (Figura 9). Este conjunto converge en el objetivo de construir tejidos
nuevos y funcionales capaces de sustituir con eficacia terapéutica al tejido original dafiado,
partiendo de células procedentes de cultivos desarrollados previamente y de un material que
actie como soporte o andamiaje (Shi, 2014).

La ingenieria de tejidos por lo general requiere de biomateriales. Por lo tanto, estos deberan
ser susceptibles a ser utilizados como andamios o subestructuras que permitan la integracion
de un tejido tridimensional similar a la estructura anatémica propia del tejido que requiere
regenerarse, “‘siendo capaces de alojar y permitir el crecimiento, la reproduccion y la
renovacion de las células incluidas en su seno y, a la vez, ser susceptibles de ser eliminados
por el metabolismo propio del tejido que lo albergd” (Morrison 2014).

Biologia del Biologia celular y
desarrollo tisular
Histologia
Ciencias de los o )
) E—— Ingenieria Tisular | +— Inmunologia
materiales
Técnicas
Quirurgicas

Figura 9. Disciplinas que conforman o aportan a la ingenieria tisular o de tejidos (Lopez Gonzélez
2006).

En la actualidad se han desarrollado tres mecanismos fundamentales en el campo de la
ingenieria tisular, que permiten lograr la formacion de un nuevo tejido. El primero consiste en



el disefio y posterior crecimiento de los tejidos fuera del cuerpo, para més tarde implantarlos
a fin de reparar o sustituir los tejidos danados. El ejemplo que mejor representa este
mecanismo es el desarrollo de piel artificial para su uso en problemas de quemaduras. El
segundo mecanismo consiste en utilizar un dispositivo de implante, que puede estar libre o
cargado con determinados tipos de células, y también con factores de crecimiento y estimulo
del sustrato bioldgico en el que asienta el biomaterial. Un ejemplo de este mecanismo es la
regeneracion guiada de tejido 6seo para tratamientos de periodoncia (Ochoa, et al, 2015) Por
ultimo, un tercer mecanismo consiste en la sustitucion de tejidos dafiados a partir del
desarrollo de dispositivos internos o externos conteniendo tejidos humanos, lo cual implica
aislar las células del organismo, luego cargarlas en o sobre matrices estructurales, para
finalmente ubicar el sistema de nuevo en el organismo o hacerlo funcionar desde fuera. Un
ejemplo de esta estrategia de ingenieria tisular son los injertos vasculares con revestimientos
celulares y matrices (Ochoa, et al, 2015).

En la actualidad, en los Institutos Nacionales de Salud de Estados Unidos estan registrados 95
protocolos terapéuticos que emplean diferentes modalidades de medicina regenerativa, sin
embargo, estas medidas ain no han sido implementadas en México. Por ello, el interés de
este trabajo se enfoca en la implementacion de mejores técnicas, materiales y metodologias
que generen opciones mas viables y rentables para su utilizacion en ingenieria de tejidos. Es
asi como la propuesta de generar implantes biocompatibles a través de moléculas poliméricas
sembradas con células autdlogas, es una de las estrategias mas eficiente. Sin embargo, las
caracteristicas bésicas que estos polimeros deben tener son una alta porosidad, gran superficie
de contacto celular, estructura constante, forma tridimensional y biocompatibilidad. Su
funcién serd la de dirigir el crecimiento celular, bien sea de los tejidos adyacentes o de las
células sembradas en su interior (Campos, 2004). No obstante, estas cualidades han sido
cumplidas tanto por los polimeros naturales, como sintéticos. Por lo tanto, el electrohilado es
una técnica sencilla y econdomica que permite utilizar diferentes materiales para elaborar
nanofibras con propiedades y caracteristicas Unicas, lo que permite ser aplicadas en las areas
biomédicas (Robles-Garcia, et al, 2014).

V.IILI. Fibras electrohiladas en la ingenieria de tejidos

En esta campo, la investigacion en biomateriales juega un rol primordial (Amalvy, 2013).
Cuando se comparan con otros procesos de generacion de fibra, tales como el autoensamblaje
y separacion de fases, el electrohilado proporciona una manera més sencilla y de menor costo
para producir materiales fibrosos.

Para la ingenieria de tejidos vivos, los andamios biodegradables son generalmente
considerados elementos indispensables, ya que estos se usan temporalmente como plantillas
de siembra celular, invasion, proliferacion y diferenciacion para la regeneracion de los tejidos
bioldgicamente funcionales o de la matriz extracelular. Esto ha ido en incremento con el
surgimiento de la técnica de electrohilado, ya que permite generar andamios nanofibrosos
para ingenieria de tejidos. Se ha reportado que estos andamios promueven positivamente las



interacciones célula-matriz y células-célula, con lo cual las células tienen una forma
fenotipica normal y expresion génica (Shi, 2014).

El diametro de las fibras electrohiladas es de magnitud similar a las fibrillas de la matriz
extracelular, o que imita el ambiente natural del tejido, esto ha demostrado efectividad como
sustrato para el crecimiento celular (Friess, 1998). De esta forma, el electrohilado se ha
convertido en uno de los métodos de fabricacion mas extensamente usados para la generacion
de andamios nanofibrosos (Duque, et al, 2013).. Una gran variedad de nanofibras poliméricas
han sido consideradas para su uso como andamios para la ingenieria de tejidos como
cartilagos, areas dérmicas, huesos, vasos sanguineos arteriales, corazén y nervios (Lu, et al,
2013).

V.IV. PHEMA y PVP

Los polimeros hidrofilicos son de gran importancia e interés desde el punto de vista cientifico
y préactico, puesto que estos son utilizados en aplicaciones tecnoldgicas, como por ejemplo
como agentes floculantes para la purificacion de aguas de desechos y naturales, y en la
extraccion y concentracion de metales. En medicina y el area bioldgica estos son aplicados
como sustituyentes del plasma, en la estabilizacion y purificacion de algunos fermentos y
para el control liberado de farmacos (Tajardos, 2013; Rapado, et al, 2016).. En particular,
PHEMA representa a uno de los poliméricos sintéticos utilizados en la actualidad como
material adhesivo y de restauracion en aplicaciones biomédicas. PHEMA forma parte de las
llamadas moléculas bifuncionales, las cuales poseen un extremo altamente hidrofilico,
mientras que el otro extremo es de tipo hidrofobico. En la Figura 1 se muestra la estructura
quimica del polimero PHEMA, y del mondémero (HEMA) con el que se sintetiza por medio
de una reacciéon de polimerizacion. El uso de PHEMA se ha estado introduciendo
progresivamente en la Ingenieria Tisular (Berglund et al, 2004).

Entre otras aplicaciones, PHEMA ha sido usado para modificar la seda, otorgandole el
incremento en las propiedades mecanicas. PHEMA se ha usado desde 1960 en diversas
aplicaciones biomédicas, especificamente como componente de adhesivos dentales, en lentes
de contacto, injertos vasculares, sustituto de tejidos blandos y sistemas de liberacion de
farmacos, gracias a su biocompatibilidad, alta permeabilidad para metabolitos pequefios, alta
hidrofilicidad y resistencia a la adhesion de proteinas sanguineas y células (Fernandez, 2018).

Por otro lado, PVP es un polimero sintético que se obtiene de la polimerizacion radicalaria de
NVP. En la Figura 1 se muestra la estructura quimica del mondémero, VP, y de su polimero
correspondiente, PVP. Este polimero fue obtenido por primera vez en los afios 30.
Actualmente se comercializa como un polvo blanco, con olor caracteristico débil y soluble en
agua. Se usa como como un tensoactivo no-idnico, es higroscopico y es comercializado con
diferentes pesos moleculares. Ademds, es soluble en cloroformo, metanol, etanol,
propilenglicol, trietanolamina y agua; e insoluble en ciclohexano, tolueno, parafina liquida y
dietiléter. La naturaleza higroscopica del PVP es importante en muchas aplicaciones y
depende de la humedad relativa del ambiente. Por ser no toxico y quimicamente estable, este
polimero es utilizado en una variedad de productos farmacéuticos, aunque se utiliza



principalmente en formas sélidas. En tabletas sirve como aglutinante, aumenta la
biodisponibilidad de farmacos, ya que se ha demostrado que mejora la disolucion de
farmacos poco solubles en comprimidos, capsulas, granulos y otros. Se destaca su uso en
disoluciones oftdlmicas, solubilizante para disoluciones orales, parenterales y tdpicas;
enmascara el sabor en soluciones orales, actlia como agente liofilizante para preparaciones
inyectables u orales, como estabilizante en suspensiones, como adhesivo en sistemas
transdérmico, y para disminuir la toxicidad en algunos preparados, entre otros (Tajardos,
2013) Este polimero también se usa en ambitos de cosmética, articulos de higiene personal,
pinturas, adhesivos, fabricacion de lentes de contacto y es uno de los materiales sintéticos con
mas historia en el campo de las aplicaciones biomédicas. Con relacion a lo anterior, se uso en
la segunda guerra mundial como expansor o dilatador de plasma sanguineo (Ravin et al.,
1952), y fue el polimero elegido para preparar el primer conjugado inyectable polimero-
farmaco (Jatzkewitz 1995). E1 PVP forma parte del grupo de componentes biocompatibles de
primera eleccion en el diseno de biomateriales (Gémez, 2013).

Considerando las propiedades antes mencionadas, se espera que un copolimero conformado
por unidades de PHEMA y PVP resulte eficiente en la formacion de fibras poliméricas para
la construccion de andamios celulares aplicados a la ingenieria de tejidos. La estrategia de
sintetizar copolimeros se enfoca en desarrollar un material en estado liquido, que combine las
caracteristicas que presentan los homopolimeros de forma individual, tales como su alta
hidrofilicidad para el caso de PHEMA, y tendencia a formar fibras por la técnica de
electrohilado en PVP.

V.IV.I. Polimerizacion de HEMA y NVP

Los mondémeros HEMA y NVP contienen dobles enlaces en su estructura, por lo que se
consideran moléculas con insaturaciones en su estructura quimica (Figura 1). Evidentemente,
las reacciones por las cuales se combinan los mondmeros para generar moléculas mas
grandes se conocen con el término de polimerizacion. Sin embargo, existen muchos tipos de
polimerizaciones y varios sistemas de clasificacidon o mecanismos de reaccion para explicar
este tipo de procesos. Pero, para el caso especifico de moléculas insaturadas como HEMA y
NVP, la sintesis de sus respectivos polimeros se describe como una polimerizacion de
crecimiento en cadena y una poliadicion. En la polimerizacion en cadena, los mondmeros son
incapaces de reaccionar sin un proceso de activacion por medio de un iniciador, o bien, por
interaccidon con alta energia. En la poliadicion la conversion de mondmeros en polimeros
ocurre sin la generacion de subproductos o moléculas pequenas. Generalmente, el peso
molecular del polimero que se sintetiza por esta via crece rapidamente desde el momento en
que se inicia la reaccion (Odian 2004). A manera de ejemplo, en la Figura 10 se muestra la
reaccion de polimerizacion del mondmero con insaturaciones en su molécula, tal como el
etileno, el cual se convierte después del proceso de polimerizacion en polietileno.
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Figura 10. Sintesis de polietileno a partir de etileno por polimerizacidon por crecimiento en cadena-
poliadicién (Odian, 2004).

V.IV.LI. Mecanismo de polimerizacion en cadena

El mecanismo de reaccion para este tipo de polimerizacion consta de tres pasos: Iniciacion,
propagacion y terminacion. Durante la iniciacion se genera la especie activa que se adiciona a
los monémeros. El iniciador puede ser un radical, un anién o un catién y se puede generar
mediante radiacion electromagnética, calor o reacciones quimicas (Figura 11: /nicio). Entre
la amplia gama de iniciadores quimicos usados en esta clase de reacciones, se destacan el
peroxido de benzoilo (BPO), el azoisobutironitrilo (AIBN) y el persulfato de potasio (Bouchti
et al., 2013; Misra et al., 1980). Otros compuestos, entre los que se destaca el 6xido de
fenilbis(2,4,6-trimetilbenzoil) fosfina (BAPO), se usan como fotoiniciadores con respuesta a
luz UV. En general, estos compuestos se descomponen térmicamente para generar especies
radicalarias. La etapa de iniciacion de la polimerizacion en cadena se complementa por la
asociacion de la especie activada con una molécula de monémero. En la propagacion, un gran
nimero de moléculas de mondmeros son convertidas en polimero (Figura 11: Propagacion).
Finalmente, en la terminacion, la polimerizacion puede culminar de tres maneras: por
interaccion del macroradical con un agente de transferencia; por combinacion, cuando dos
cadenas activadas (en crecimiento) del polimero se unen covalentemente para generar una
sola cadena neutra; y por desproporcion, cuando entre dos cadenas en crecimiento se presenta
una transferencia de radicales para generar una de cadena con una insaturaciéon y otra
totalmente saturada (Figura 11: Terminacion) (Bouchti et al., 2013; Odian 2004).
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Figura 11. Mecanismo de polimerizacion por reaccion en cadena. I, es el agente iniciador; I es la
especie activa (radical libre); M es el mondmero; P es la cadena en propagacion; S es el agente de
transferencia; M, y My, son las macromoléculas formadas; y & representa la constante de cada proceso
(Bouchti et al., 2013).



V.IV.IIL. Parametros de la copolimerizacion

Los polimeros basados en un mondmero tienen la limitante de que sus propiedades sélo se
pueden variar en un intervalo modificando su peso molecular. Ademads, el numero de
monomeros disponibles que se pueden utilizar para obtener los polimeros, es reducido. Asi,
por todo lo anterior, el desarrollo de la tecnologia y las necesidades de la vida diaria, han
llevado como resultado hacia el desarrollo de polimerizaciones de dos 0 mas monomeros de
forma simultanea, para asi lograr las propiedades deseadas. De esta manera el nimero de
materiales que se pueden obtener es muy grande y con diversas propiedades (Byard, et al,
2017). En la Figura 4 se muestra, de forma general, los tipos de copolimeros que se pueden
formar al combinar dos monémeros diferentes. Sin embargo, para la mayoria de los casos, la
composicion del copolimero que se forma en un instante dado difiere significativamente de la
composicion de la mezcla reaccionante (Sharma 2011). Lo anterior se debe a que las
reacciones que se presentan en este tipo de sintesis pueden ser: i) entre el mondémero y el
radical polimérico de la misma especie (homopropagacion, k;), y ii) entre el mondémero y
radical polimérico de otra especie (propagacion cruzada, k;). Por lo tanto, cabe esperar que
estas dos constantes tienen diferente valor. Asi, se considera que la reactividad de los
radicales depende solo de la identidad del monomero al final de la cadena. El esquema de
polimerizacion se muestra en la Figura 12.

Entonces, para determinar la composicion del copolimero que se forma es necesario conocer
las velocidades de entrada de los mondmeros (desaparicion) al radical polimérico (Byard, et
al, 2017).
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Figura 12. Mecanismo de copolimerizacion: propagacion de reaccion en cadena, considerando
uniones del monémero A o B a su propio homopolimero, y las uniones combinadas o cruzadas
(Sharma 2011).

Las velocidades de desaparicion de los mondmeros estan dadas por la ecuacion 1y 2:

dM,
~ETA K, P M, +ky P, M
dt AA T A A+ BA " B A (ECl)

dM
dtB =kAB Fix M8+kBB PBMB(ECQ)



Asi, al dividir la ecuacion (1) entre la (2) se obtiene la relacion de la velocidad a la cual
entran los dos monomeros al copolimero:

_dMA_ kAAIDA MA+kBAIDBMA
dMy K P M+ ke B M, (g 3

Por lo tanto, para eliminar las concentraciones de los radicales se hace uso de la suposicion
del estado estacionario, la cual establece que la concentracion de cada especie de radical es
constante. Para que esto ocurra se requiere que la velocidad con que se forman los radicales i
o sea igual a la velocidad con que desaparecen, tal como en la ecuacion 4:

PB * MA (Ec. 4)

Por definicion, los pardmetros 4 y rp se denominan como coeficientes de reactividad de los
mondmeros A y B, respectivamente.

k
r,= k;AA
AB (Ec. 6)
r = &
kBA (Ec.7)

Por lo tanto, al dividir la ecuacion (5) por el factor kag Ps My y al sustituir las ecuaciones (6)
y (7) en (5), se obtiene una ecuacion que depende de los factores de reactividad y las
concentraciones de monomero:
dM, _ M, (r,M,+My)
dMg, M (M, +r, M,)

(Ec. 8)

Existen diferentes alternativas para determinar experimentalmente los valores de los
coeficientes de reactividad (r4 y ), ya que dependiendo de su valor, estos pueden indicar que
clase de copolimero tiene mayor probabilidad de formarse. Por ejemplo, un copolimero
alternado (ver Figura 4.a) se cumple si:



I"A:FBZO (EC9)

Para formar un copolimero alternado (ver Figura 4.b), es decir en los que la unidad
monomérica se alterna sucesivamente a lo largo de la cadena polimérica, se debe cumplir la
siguiente relacion:

r; =0yr;=0.(Ec. 10)

La ecuacion 10 es un indicativo de que el mondmero no es proclive a polimerizar consigo
mismo (Chanda, 2013).

Para conformar un copolimero en bloque (ver Figura 4.c) se requiere que se cumpla la
siguiente relacion:

ry>>1yrg>>1 (Ec.1l)

Es importante resaltar que a pesar de que en la teoria es posible obtener copolimeros en
bloque por radicales libres, en la realidad, dado que el tiempo de vida media de los radicales
es muy corto, el control preciso de este tipo de estructura es muy limitado. Por consiguiente,
para obtener estos copolimeros, experimentalmente es preferible optar por la
copolimerizacidn iniciada por aniones (Byard, et al, 2017). Por otro lado, los copolimeros de
injerto (Figura 4.d) no se ajustan a este tipo de modelo predictivo, y su sintesis depende de
diferentes estrategias para unir quimicamente cadenas de un polimero sobre las cadenas de
otro polimero principal.

V.IV.ILI. Antecedentes de reactividad en copolimero de PHEMA-co-PVP

Con base en lo anterior, es importante conocer la informacion publicada hasta el momento
sobre los copolimeros que consisten de la combinacion de PHEMA con PVP. Lo anterior con
el objetivo de inferir los posibles arreglos estructurales que pueden presentar esta clase de
materiales. Asi, se ha encontrado que los copolimeros que parten de la estrategia de combinar
HEMA con VP antes de iniciar la reaccion de polimerizacion, producen coeficientes de
reactividad para HEMA (r) superiores a 1, mientras que para NVP (ry) se presentan valores
muy bajos. Por ejemplo, Al-Issa y colaboradores (Al-Issa et al., 1985), determinaron valores
para HEMA en 3.12, y para NVP en 0.05, en polimerizacién usando etanol como disolvente.
En otra investigacion, Reddy y colaboradores (Reddy et al., 1985) determin6 coeficientes de
4.35 para HEMA y 0.06 para NBP, usando metanol como disolvente y el método de
Fineman-Ross. Estos mismos autores determinaron por otro método (Kelen-Tudos) valores
de 4.50 para HEMA y 0.02 para NVP. Gallardo y colaboradores (Gallardo et al., 1999)
determinaron los valores ry = 7.97 y ry = 0.077, para polimerizaciones realizadas en
agua/etanol, usando la técnica de resonancia magnética nuclear de protonica (H-RMN). En
otro trabajo de investigacion, Faragalla y colaboradores (Faragalla et al., 2002) determinaron
los coeficientes de reactividad de estos monomeros en copolimeros sintetizados en masa (sin
disolventes), encontrandose valores de ry = 8.18 y ry = 0.097. Por consiguiente, los
resultados de las investigaciones relacionadas con el copolimero de PHEMA/PVP, indican



que contiene una mayor cantidad de HEMA, en forma de bloques, con la inclusiéon de
unidades de NVP entre dichos bloques, tal como se esquematiza en la Figura 13. Esto se
atribuye a que las evidencias experimentales han demostrado que HEMA, al presentar
coeficientes superiores a 1, prefiere reaccionar consigo mismo, mientras que VP, al presentar

coeficientes cercanos a cero (0), prefiere reaccionar con el otro mondmero y no consigo
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Figura 13. Esquema de estructura probable de copolimeros de PHEMA/PVP, el cual
contiene bloques de HEMA con inclusiones aisladas de NVP entre dichos bloques.

V.IV.IIL. Electrohilado de PHEMA y PVP

El PVP es uno de los polimeros con mayores usos en el campo de la salud, como portador de
compuestos farmacologicos, ya sea en combinacion para generar hidrogeles o en la
fabricacion de fibras por medio de electrohilado (Dai, et al, 2012). Asi mismo, fue declarado
por la FDA como material seguro para aplicaciones en el drea médica. Es por ello que
muchos investigadores actualmente trabajan con este material para diversas aplicaciones
(Rahma, et al, 2016; Dai, et al, 2012). En cuanto a las fibras electrohiladas de PVP, los
primeros reportes de electrohilado de PVP K-30 fueron realizados por Bognitzki y
colaboradores en 2001 (Bognitzki et al, 2001), usando un voltaje de 37 kV. Asi mismo,
destaca la aportacion de Li y colaboradores en 2003 (Li, et al, 2003), quienes reportaron el
electrohilado de PVP usando una disolucion acuosa de etanol para generar materiales mas
amigables con el ambiente. Yoo y Kim (Yoo y Kim 2008), por otro lado, viendo la alta
biocompatibilidad del PVP, realizaron estudios de las fibras de este material para su
aplicaciéon como apositos en heridas. Kurniawan y colaboradores (Kurniawan, et al, 2016),
han demostrado que las fibras de PVP forman complejos solubles en agua, al interaccionar
con una variedad de drogas hidrofilicas e hidrofobicas, por lo tanto, destacan su potencial
para los sistemas de carga y liberacion de farmacos. Por tltimo, uno de los trabajos que se
destaca actualmente en este campo estd relacionado con fibras electrohiladas de PVP con
extracto de Mangosteen pericarp, aumentando con este sistema la tasa de liberacion y el
efecto antioxidante del extracto (Sriyanti, et a, 2018).

En la Figura 14.a se observa que el PVP procesado por la técnica de electrohilado se
encuentra relacionado con alrededor de 541 reportes en revistas de investigacion de
circulacion internacional, desde 2005 hasta lo recorrido de 2019. De estos, los paises que han
contribuido en el tema son China, con mas de 300 investigaciones, Estados Unidos con 74, y
Corea del Sur con 45 (Figura 14.b). México por su lado cuenta con 7 publicaciones que
relacionan la sintesis de fibras de PVP por electrohilado. En adicion, también se encuentran
reportadas 2339 patentes alrededor del mundo para este tema, de las cuales 1223 han sido



registradas en la Oficina de Patentes de Estados Unidos, seguido por 627 registradas en
Japon. México no cuenta con patentes que relacionan estos aspectos.

El PHEMA a diferencia de los materiales hidrofobicos comunes, tiene buena solubilidad en
los disolventes ecoldgicos como etanol y agua, lo que lo convierte en buen candidato para
procesarlo por la técnica de electrohilado. En este aspecto, resalta uno de los primeros
reportes que se relaciona con el desarrollo fibras para la construccion de sensores (Wang, et
al, 2003). Zhang y colaboradores en 2011 (Zhang, et al, 2011) realizaron electrohilado de este
polimero en disoluciones acuosas de etanol al 66.3 %, a un voltaje de 25 kV, para
aplicaciones en ingenieria de tejidos.

Ramalingam y colaboradores en 2013 (Ramalingam et al 2013) estudiaron los efectos de la
concentracion, velocidad de inyeccion, campo eléctrico y distancia entre colector y punta,
para la optimizacion del proceso de electrohilado. Recientemente, Eroglu y colaboradores
(Eroglu, et al, 2017) han reportado su exploracion para encontrar las condiciones Optimas
para generar fibras d¢ PHEMA por medio de electrohilado, evaluando voltajes en el rango
10-25 kV, usando etanol como disolvente .

De este material se han encontrado 42 reportes en revistas internacionales (Figura 14.c) y
1072 patentes que lo relacionan con su uso para el desarrollo de fibras poliméricas por medio
de electrohilado, desde el afio 2004 a 2018. Los paises que se destacan en el aspecto son
China y Estados Unidos con 10 publicaciones cada uno, Republica Checa con 5, e India y
Japon con 4 cada uno, entre otros (Figura 14.d).

La oficina de patentes de Estados Unidos son quienes registran un mayor nimero de patentes
(820), seguido de Japon con 127. México no cuenta con publicaciones, ni patentes
relacionadas con la fabricacion de fibras basadas en el monémero HEMA o el polimero
PHEMA, mediante electrohilado. Lo anterior se considera como un area de oportunidad para
generar lineas de investigacion relacionadas con los aspectos involucrados en esta
investigacion.

Cabe resaltar que en los diferentes repositorios o motores de busqueda de literatura cientifica
no se encuentra reportada la sintesis de fibras de copolimeros de PHEMA/PVP, usando la
técnica de electrohilado. Esto resalta la importancia de este trabajo de investigacion.
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Figura 14. Indicadores de publicaciones en revistas internacionales de investigaciones relacionadas
con fabricacion de fibras por electrohilado usando PVP (a-b) y PHEMA (c-d). (Datos estimados desde
Scopus, 2019 www.scopus.com. Pardmetros de busqueda: electrospinning and polyvinyl
pyrrolidone; electrospinning and 2-hydroxyethyl methacrylate. Fecha de consulta: 10 Octubre 2019).

VI. METODOLOGIA

VL.I. Materiales

2-Hidroxietil Metacrilato [HEMA] (98% con 200 ppm de monometil éter hidroquinona
[MEH]), N-Vinilpirrolidona [VP] (98% con 100 ppm hidréxido de sodio [NaOH]) y la
disolucion tampon fosfato salino (PBS) 1X pH 7.4 fueron adquiridos de Sigma Aldrich®,
Meéxico. Alcohol etilico absoluto, dietil éter (80%) y perdxido de hidrégeno [H,O] (20%)
fueron adquiridos de Golden Bell Reactivos”. Dimetilformamida [DMF] (99.9%), cloruro de
sodio [NaCl] (99%) , acido clorhidrico [HCI] (32% ) y glutaraldehido [CsHsO, ] (50%)
fueron adquiridos de Fermont Reactivos®. Fibroblastos dermicos humanos CCD-1112Sk
(ATCC CRL-2429) fueron suministrados por American Type Culture Collection (ATCC), el
medio de cultivo celular Iscove's Modified Dulbecco's [IMDMM] 1X por STEMCELL
Technologies”, el suero fetal bovino y tripsina/EDTA 0.025% por Thermo Scientific®, el
reactivo  (3-[4,5,dimetiltiazol-2-11]-5-[ 3-carboximetoxi-fenil]-2-[4-sulfofenil]-2H-tetrazolio)
[MTS] del kit de ensayo de proliferacion celular acuosa no radiactiva “CellTiter 96 fue
adquirido de Promega®, el PBS 1X pH 7.4 fue realizado en laboratorio y sulfato de
estreptomicina con sodio de Penicilina G, que actia como agente antibiotico/antimicoético,
fue suministrado por Life Technologies Corporation®.



VLII Purificacion de monomeros

NVP y HEMA fueron purificados por medio de destilacion a presion reducida (P < 4 mm
Hg) para lograr separar estas sustancias de los inhibidores de polimerizacion (NaOH y MEH,
respectivamente). En la Figura 15 se muestra un esquema del sistema de destilacion utilizado
para la purificacion. Una bomba de diafragma fue utilizada para reducir la presion del
sistema, mientras que una trampa de nitrogeno liquido fue instalada entre el sistema y la
bomba para reducir la emisién de gases y proteger los mecanismos internos de la bomba.
NVP fue destilado a 50°C y HEMA a 40°C. Los productos destilados fueron almacenados en
envases de vidrio y sometidos a refrigeracion (= 4 °C) para su posterior uso.

— Termémetra ||
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Figura 15. Esquema del ensamble y componentes del sistema de destilacion a presion
reducida utilizado para la purificacion de NVP y HEMA.

VLIII. Sintesis de copolimero PHEMA-co-PVP

La sintesis de los copolimeros se realizd por medio de la adaptacién de la metodologia
reportada por Faragalla y colaboradores (Faragalla et al., 2002). NVP y HEMA fueron
mezcladas en una relacion 1:3 (v/v) y transferidas a una ampolleta de vidrio. H,O, fue
agregado como iniciador de polimerizaciéon a la mezcla monomérica, hasta alcanzar una
concentracion de 0.75% con respecto al volumen total de la mezcla. El contenido de la
ampolleta se colocd a burbujeo con nitrégeno gaseoso durante toda la reaccion. Para activar
la polimerizacion, las ampolletas fueron sumergidas en un bafio de agua ajustado a 50°C,
durante un tiempo entre 20 - 80 minutos. Finalizado ese tiempo, las muestras fueron retiradas
del bano y extraidas de las ampolletas para su almacenaje o purificacion.

El aumento en la viscosidad de la mezcla conforme los mondmeros se convierten en
copolimero, en dependencia del tiempo de reaccion, fue evaluada durante el proceso por
medio de un viscosimetro rotacional marca NDJ-8S.

VLIV. Purificacion de copolimero y obtencion del grado de conversion

Una vez completado el tiempo de reaccion, los copolimeros fueron dispersados en dietil éter
con la ayuda de un bafio ultrasénico, durante 30 minutos. Después de 5 minutos en reposo,
las dos fases liquidas formadas fueron separadas entre si con la ayuda de una pipeta. La fase
del polimero fue redispersada en dietil éter y sometida a un rotoevaporador para eliminar el



disolvente. Los copolimeros posteriormente fueron secados en una estufa de secado al vacio y
finalmente pesados para determinar el grado de conversion de mondmero en copolimero,
mediante la ecuacion siguiente.

Peso de los monémeros (g)

Grado de conversion = *100 (Ec. 12)

Peso del copolimero purificado (g)

VIL.V. Sintesis de homopolimeros

Los monomeros NVP y HEMA fueron expuestos a reaccion de forma individual, bajo las
condiciones determinadas para la sintesis del copolimero PHEMA-co-PVP (seccion 5.3.). De
la misma forma, los homopolimeros fueron aislados y purificados con la misma metodologia
utilizada para el copolimero (seccion 5.4). Esto con la finalidad de caracterizar los
homopolimeros y comparar las propiedades de estos materiales contra las de los copolimeros
PHEMA-co-PVP.

VI.VI. Preparacion de disoluciones poliméricas de copolimero PHEMA-co-PVP

Se prepararon disoluciones del copolimero PHEMA-co-PVP utilizando dos disolventes
diferentes: DMF y una disolucion acuosa de etanol a 66.3% (w/w), hasta obtener disoluciones
con la viscosidad deseada. Para algunas de las formulaciones preparadas con disolucion de
etanol fue adicionada una cantidad determinada de disolucion acuosa saturada de NaCl, hasta
completar rangos entre 2-6 % (v/v) de la disolucién del copolimero.

VIL.VIL Electrodeposito de copolimero PHEMA-co-PVP

Para la sintesis de fibras del copolimero propuesto en esta investigacion se usd un equipo de
electrohilado (Figura 16) implementado en los laboratorios de ECITEC de UABC, ubicado
en la Unidad Valle de las Palmas, el cual consta de una fuente de alto voltaje con variacion
desde 1 a 20 kV, un inyector de jeringa con control de velocidad de volumen desde 0.01 a 10
mL/h, un colector de placa plana, un medidor de temperatura y humedad, y una cdmara
aislante construida de acrilico.

Para el electrodeposito de fibras, primero se ajustd la humedad de la camara del equipo de
electrohilado, no superior al 62%. Para ello se colocaron recipientes con agentes desecadores
(silica gel) de forma previa al experimento. Luego, se cargaron las disoluciones poliméricas
en jeringas de 5 mL con agujas de calibre 24 (0.55 mm x 0.25 mm) y se conectd a la terminal
positiva del suministro DC de alta tension. Posteriormente, se ajusté el caudal de la jeringa
por medio del sistema inyector. La velocidad de inyeccion fue ajustada dependiendo de la
viscosidad de la disolucion. El voltaje utilizado fue de 20 kV. Una vez encendido el inyector
y el voltaje, las fibras se depositaron sobre un colector plano de metal recubierto con cinta de
aluminio, a una distancia determinada entre un rango de 15-22 c¢cm, comprendido de la punta
de la aguja al colector. Para algunos casos en los que la fibra no fue depositada de forma
mayoritaria en el plato colector, se utilizéo una malla de polipropileno (2 cm x 2 cm), la cual
fue sujetada con cinta adhesiva justo en el centro del plato colector.



Figura 16. Sistema de electrohilado utilizado para esta investigacion. Sistema ubicado en
ECITEC Valle de las Palmas (Fotografia tomada de Velasco, et al, 2016).

Ya depositadas las nanofibras se colocaron en presencia de agentes desecantes durante una
noche para eliminar completamente los residuos de disolventes. Por ultimo, se retird la
pelicula conformada por fibras desde la cubierta de aluminio, y se almacené en recipientes de
plastico para prevenir su contaminacion. Las fibras depositadas sobre la malla de
polipropileno fueron conservadas sin separarlas de dicho soporte.

VIL.VIII. Entrecruzamiento de fibras de copolimero PHEMA-co-PVP

Para el entrecruzamiento de algunas fibras logradas por electrohilado del copolimero
PHEMA-co-PVP, se sumergieron pequenos fragmentos de estos materiales en una disolucion
acuosa de glutaraldehido a una concentracion 25%, durante 1 hora.

VLIX. Caracterizacion de materiales

Tanto los materiales sintetizados conformados por fibras poliméricas, como los
homopolimeros y las materias primas, fueron caracterizados y evaluados por medio de las
siguientes técnicas:

VLIX.I. Microscopia optica y microscopia electronica de barrido (SEM)

Los materiales obtenidos de forma preliminar en los ensayos de procesamiento por
electrohilado fueron observados por medio de un microscopio Optico de fluorescencia
invertido digital de la marca Invitrogen® EVOS FL para corroborar luego los resultados con
SEM. La microscopia SEM fue realizada en un microscopio de marca JEOL 5300, que cuenta
con un voltaje de aceleracion de 15 keV. Previo al andlisis, y con la finalidad de aumentar la
conductividad eléctrica de las muestras de PHEMA-co-PVP electrohiladas, cada muestra fue
recubierta con oro durante 13 minutos, usando para ello una evaporadora térmica marca
JEOL, modelo JEE-400, la cual trabaja a una presion de 1x10~° Pay a una corriente de 15 A..
Los analisis SEM fueron realizados a diferentes magnificaciones para un andlisis posterior
del didmetro y morfologia de las fibras. Por ultimo, las imagenes obtenidas fueron analizadas
en el software ImagelJ, para conocer la distribucion de tamafios de las fibras generadas en el
proceso de electrohilado.



VLIX.II. Espectroscopia Infrarroja con Transformada de Fourier (FTIR) con
aditamento de Reflectancia Total Atenuada (FTIR-ATR).

Se utilizé un espectrofotometro marca Perkin Elmer Spectrum Two, el cual cuenta con
aditamento de ATR con diamante y un elemento de enfoque de seleniuro de zinc en contacto
directo con el diamante, este equipo se encuentra en las instalaciones de Biol Laboratorios de
la FIAD-UABC. En este instrumento fueron analizados los monémeros HEMA y PVP, asi
como los copolimeros PHEMA-co-PVP (purificar y sin purificar) y las fibras obtenidas
usando DMF en el procesamiento de electrohilado.

VLIX.III. Espectroscopia de fotoelectrones emitidos por rayos X (XPS)

Para el analisis elemental de las muestras compuestas por fibras se utilizé un equipo de la
marca SPECS, ubicado en las instalaciones del Centro de Nanociencias y Nanotecnologia
(CNyN) de la UNAM. Este equipo trabaja con presiones hasta 5x10 Torr. El sistema esta
equipado con un analizador de electrones hemisférico modelo PHOIBOS 150 WAL y una
fuente monocromadtica de rayos X modelo XRC 1000. Fue usada una fuente de Al Ka a 110
W. Los andlisis de alta resolucion fueron realizados con una energia de paso de 50 eV.

Para la introduccion a la camara de analisis del equipo XPS, las muestras fueron sujetadas por
un extremo del portamuestras usando cinta adhesiva de carbono; mientras que, por el otro
extremo, fueron inmovilizadas por presion de una lamina metélica, la cual se sujetod al
portamuestras con la ayuda de dos tornillos y tuercas. Una vez sujetas las muestras al
portamuestras, estas fueron introducidas a la camara de insercion del equipo XPS, y se
sometid a alto vacio durante 24 horas o hasta alcanzar una presion aproximada de 1x10* Torr.
Después, las muestras fueron trasladadas hacia la camara de analisis del equipo. El andlisis se
realizd una vez esta seccion alcanzara y se estabilizara en un vacio minimo de 1x10~ Torr.
Para la evaluacion, el area de andlisis fue delimitada en una region cercana a la lamina que
sujeta la muestra al portamuestras, pero tratando de no incidir sobre dicha pieza de metal; lo
anterior con la intencion de favorecer la recuperacion de los electrones desprendidos de la
muestra. De esta forma, se realizaron analisis de la composicion quimica general de las
muestras para identificar todos los elementos presentes, y luego se realizaron andlisis de alta
resolucion en los elementos de interés, entre los que se destacan: carbono, nitrogeno y
oxigeno.

Los resultados fueron analizados con el programa CasaXPS, para realizar las cuantificaciones
de los elementos de la muestra, por medio de la estimacion de las areas bajo la curva de los
espectros XPS.

VLIX.IV. Caracterizacion térmica de los materiales.

La estabilidad térmica de las muestras fue determinada en un equipo de anélisis
termogravimétrico (TGA), Q600 de la marca TA Instruments. Este instrumento de medicion
térmica también cuenta con la capacidad de realizar andlisis de calorimetria de barrido
diferencial (DSC). Las muestras analizadas estuvieron en un rango de entre 2 y 5 mg. El



analisis fue realizado con una rampa de calentamiento de 10 °C.min'1, desde 30 hasta 700 °C,
en atmésfera de nitrogeno con un flujo de 100 ml.min™.

VILIX.V. Ensayo de citotoxicidad

Fibroblastos dérmicos humanos (linea celular CCD-1112Sk) fueron cultivados en el medio
IMDM suplementado con suero fetal bovino (10%) y antibidtico/antimicotico (1%).
Posteriormente, las células fueron lavadas con PBS 1X pH 7.4, para eliminar los restos de
medio y finalmente removidas con tripsina para colocarlas en los pozos de la placa. Los
ensayos biologicos se realizaron en placas de 96 pozos para cultivo celular, colocando 1x10°
células/pozo sobre los homopolimeros y las fibras de¢ PHEMA-co-PVP. Cada material fue
evaluado por triplicado. Después de 24 horas de incubacion a condiciones estandar (37 °C,
CO;z a 5 %), el medio de cultivo fue reemplazado por medio fresco conteniendo el reactivo
MTS, el cual actia como indicador de viabilidad celular (Piedra, et al, 2012). Las células
fueron incubadas durante 2 horas. Las absorbancias fueron determinadas en un
espectrofotometro UV-Vis Epoch® con el software Gen5® a 490 nm, de acuerdo a las
especificaciones del fabricante (Promega, 2009; Promega, 2009a).

Los datos obtenidos del ensayo de citotoxicidad fueron posteriormente tratados a través de
EXCEL® usando el andlisis T de Student mediante muestras emparejadas, para observar
diferencias significativas entre las muestras en comparacion con el control de muerte celular
(DMSO 10%). Asi mismo, el valor del error relativo fue evaluado.

VII. RESULTADOS Y DISCUSION

VILI. Copolimero PHEMA-co-PVP (Sintesis, purificacion y grados de conversion)

Para la sintesis del copolimero PHEMA-co-PVP se tom6 como referencia el trabajo
publicado por Faragalla y colaboradores (Faragalla et al., 2002), en donde sintetizaron este
mismo copolimero sin el uso de disolventes (en masa), con el objetivo de determinar los
coeficientes de reactividad de los monémeros HEMA y NVP. No obstante, al igual que los
trabajos publicados por otros autores (Al-Issa et al., 1985; Reddy et al., 1985; Gallardo et al.,
1999), en donde usaron disoluciones acuosas con etanol y metanol como disolvente para el
medio de sintesis, todos coinciden en que el copolimero final resulta conformado
preferentemente por una mayor cantidad de HEMA que de NVP. Por lo tanto, es de esperar
que al polimerizar una mezcla de estos dos monomeros, la estructura quimica del copolimero
formado contendra principalmente bloques de HEMA, separados por unidades o segmentos
cortos de NVP, tal como se esquematiza en la Figura 13.

Teniendo en cuenta esta tendencia se considera importante que previo al inicio de la reaccion
de polimerizacion, resulta conveniente que la eleccion de composiciones de mezcla de
HEMA/NVP se ajuste a valores superiores a la unidad (1). En consecuencia, los parametros
de reactividad ya reportados para la mezcla HEMA/NVP, indican que frente a un exceso de
NVP en dicha mezcla, es probable que la reaccion conduzca hacia la formacion de
copolimeros irregulares compuestos simultdneamente de cadenas conformadas por bloques
de HEMA separados por unidades de NVP, y de cadenas con segmentos terminales



constituidos exclusivamente por bloques de NVP. Lo anterior corresponde al resultado del
consumo de la totalidad de HEMA durante la reaccion, y a la preferencia que el NVP ya
tendria para reaccionar consigo mismo, una vez que todas las unidades de HEMA han sido
consumidas. Es por ello que para esta investigacion se decidid estudiar el comportamiento de
la relacion HEMA:NVP correspondiente a 3:1. Debido a que bajo condiciones normales estos
dos mondmeros se presentan en estado liquido, dicha relacion fue medida en unidades de
volumen.

Por lo general, todos los estudios experimentales que se llevan a cabo para estimar los
parametros de reactividad de dos monomeros en la formacion de un polimero, limitan las
condiciones de reaccion para que la polimerizacion se complete hasta alcanzar porcentajes
bajos de conversion de mondmero a polimero, especialmente en un rango de 5 a 10 %. Esto
debido a que valores superiores pueden conducir a un mal ajuste de las relaciones
matematicas deducidas para dicho fin, y ademas, por la posibilidad de generar copolimeros
con viscosidad muy alta o polimeros sélidos insolubles, conforme se va estimulando la
formacion de ramificaciones o entrecruzamientos entre las cadenas de los polimeros, a
medida que el grado de conversion aumenta. Sin embargo, para los objetivos de nuestra
investigacion, la exploracion de valores del grado de conversion que conduzcan a
copolimeros liquidos con viscosidad alta, fue necesaria. Lo anterior debido a que la
formaciéon de ramificaciones o entrecruzamiento no se considera un problema para el
procesamiento de polimeros por electrohilado, siempre y cuando el copolimero formado siga
siendo soluble en algunos disolventes organicos.

Por otro lado, es evidente que la polimerizacion, en medios acuosos, de un mondémero como
HEMA, promueve el entrecruzamiento entre sus cadenas y, por consiguiente, conduce a la
formacion de hidrogeles insolubles (Del Rio, 2018). Es por ello que en este trabajo se eligio
la polimerizacion de una mezcla de HEMA/NVP sin el uso de disolventes, bajo condiciones
similares a las reportadas por Faragalla et al. (2002). Por todo lo anterior, se considerd
determinante evaluar los grados de conversion de la mezcla monomérica a diferentes
tiempos, con la intencion de determinar las condiciones a las cuales se empieza a generar
polimeros insolubles en el medio de reaccion. En la Figura 17 se muestra la dependencia del
grado de conversidon de mondmero a polimero en la mezcla HEMA/NVP, con respecto al
tiempo de reaccion. En esta se observa que el grado de conversion aumenta de forma no
lineal, conforme avanza el tiempo de reaccion. Cabe resaltar que el grado de conversion fue
estimado desde la Ecuacién 12, mediante la diferencia en peso entre la cantidad total de los
mondmeros adicionados a la mezcla y el material obtenido al final de la reaccidn, el cual es
previamente aislado o extraido en un proceso de purificacion con disolventes. Asi, en la
Figura 17 también se denota que a partir de los 80 minutos de reaccion se generan polimeros
insolubles que corresponden a un porcentaje de conversion por encima del 22 %. Se encontrd
que después de un proceso de secado a ambiente o bajo presion reducida, estos materiales no
pueden volver a ser disueltos por la accion de disolventes organicos. En esta etapa se resalta
que para estos copolimeros fueron ensayados sin éxito diferentes disolventes como DMF,
cloroformo, diclorometano, entre otros. La insolubilidad de estos materiales es influenciada
por los altos grados de entrecruzamiento promovidos por los radicales libres con los que se



dio inicio a la reaccidn, y a fendmenos de transposicion de cadena (Odian 2004). En este
punto es importante sefialar que a diferencia del trabajo reportado por Faragalla y
colaboradores (Faragalla et al. 2002), en esta investigacion se utilizd H,O, como agente
iniciador, en lugar de peroxido de benzoilo. La descomposicion de H,O, genera la inclusion
de grupos hidroxilo (-OH) en los puntos extremos de las cadenas poliméricas, mientras que la
descomposicion del perdoxido de benzoilo para generar los radicales libres termina
incorporando tanto grupos -OH como benzoilos. Aunque no esté totalmente clara la relacion
directa del uso del peréxido de benzoilo con el aumento en la toxicidad de un material
disefiado con fines biomédicos, se considerd para este trabajo que es mas seguro el uso de
H,0,, por el hecho de que conecta grupos funcionales -OH, los cuales ya hacen parte de las
unidades estructurales de HEMA. Se recuerda que HEMA polimerizado (PHEMA) ha
resultado de especial interés para aplicaciones biomédicas (Rabbi, et al, 2019; Hobzova, et al
2018), por lo que se esperaria que la incorporacion de grupos -OH en los puntos terminales
de cadena en un copolimero que contiene una alta proporcion de PHEMA, no alterarian
considerablemente el comportamiento quimico de dicho material.

Después del proceso de purificacion, todos los copolimeros PHEMA-co-PVP sintetizados a
tiempos de reaccion inferiores a los 80 minutos, presentaron insolubilidad en agua. A simple
vista, al contacto de estos materiales con agua se observo la formacion de aglomeraciones
viscoelasticas con alta adherencia al tacto. Esto se atribuye al aumento en las asociaciones
intermoleculares entre las cadenas del polimero, una vez interaccionan con las moléculas de
agua. Este tipo de asociaciones por lo general estan relacionadas con la formacion de puentes
de hidrogeno. Es importante considerar que tanto las estructura quimicas de PHEMA como
de PVP incluyen segmentos hidrofilicos e hidrofobicos. Las partes hidrofilicas, compuestas
por el grupo -OH (en PHEMA) y el grupo amida (en PVP), prefieren asociarse con moléculas
de agua, por lo que bajo esas condiciones el material tiende a absorber este disolvente. Por su
lado, las partes hidrofobicas, compuestas por las unidades seguidas de carbono-hidrogeno (C-
H) en las dos estructuras, prefieren orientarse para formar asociaciones fisicas de caracter
hidrofébico, las cuales pueden actuar como entrecruzamientos fisicos transitorios,
dificultando la solubilidad del material en los medios acuosos. Es asi como el balance de este
tipo de interacciones determina el comportamiento del material en cierto disolvente.
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Figura 17. Porcentaje de conversion de monomeros en el copolimero PHEMA-co-PVP, como
funcion del tiempo de reaccion, a 50 °C. A partir de los 80 min se presenta la formacion de hidrogeles
o solidos insolubles.



Finalmente, el estudio del porcentaje de conversion de la mezcla monomérica en copolimero
(Figura 17) se convirtio en la mejor herramienta para definir el tiempo 6ptimo para finalizar
la reaccion de polimerizacion. Para este caso se encontrd que dicho tiempo corresponde a los
60 minutos. En ese tiempo se obtiene un material con alta viscosidad, y a su vez, continia
siendo soluble en disolventes organicos como DMF, lo cual se muestra como una cualidad
favorable para procesar el copolimero por medio de la técnica de electrohilado.

En la Figura 18 se observa los cambios en la viscosidad de la mezcla que contiene a los
monoémeros (HEMA y NVP), conforme se convierten en copolimero, en dependencia del
tiempo de reaccion. La viscosidad de la mezcla fue evaluada hasta completar el tiempo
optimo (60 minutos), con la finalidad de establecer pardmetros de control adicionales que
permitan reproducir el material con mayor precision. Se conoce que la viscosidad en un
polimero aumenta conforme el peso molecular o el grado de entrecruzamiento también
aumenta. En consecuencia, este pardmetro nos brinda informacién importante sobre los
cambios que se presentan en la mezcla, desde el momento en que es iniciada la
polimerizacion. Para este caso, a los 60 minutos de reaccion se obtiene una viscosidad de
2,210 mPa.s., obteniéndose un aumento de 98% en la viscosidad de la mezcla sin reaccionar
(42 mPa.s). Caber recordar que la viscosidad determinada en este punto representa a la
mezcla conformada por la fraccion de mondmeros sin reaccionar al tiempo t, y al copolimero
formado a dicho tiempo, asi como a las fracciones cortas de cadena que son propias del
mecanismo de reaccion de polimerizacion en cadena estimulada por radicales libres.
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Figura 18. Viscosidad de la mezcla (mondmeros y copolimero en crecimiento) en funcion
del tiempo de reaccion de polimerizacion, a 50°C.



VILII. Electrohilado de PHEMA-co-PVP

El procesamiento de materiales poliméricos por la técnica de electrohilado requiere el ajuste
de varios pardmetros, siendo los principales: composicion de la disolucion, voltaje, distancia,
velocidad de inyeccion y humedad. Por lo tanto, determinar las condiciones Optimas para la
generacion de fibras requiere de la valoracion y el ajuste de todas estas distintas variables que
ofrece este proceso. Asi, la variacion de tan solo unos ordenes de magnitud en el voltaje
aplicado o la composicion de la disolucion, desde un punto definido como 6ptimo, puede
conllevar a que la fibra ya no se forme, o que su morfologia o didmetro sea alterado. Incluso,
la reproduccion de experimentos con el ajuste exacto de algunas variables a valores
reportados en la literatura para el hilado de un determinado polimero, no necesariamente
garantiza la formacion de materiales fibrosos, generalmente cuando los experimentos son
reproducidos en diferentes sistemas de electrohilado. Esto se atribuye a las variaciones que
pueden llegar a darse bajo condiciones que a menudo no son reportadas puntualmente en
algunos trabajos, tales como humedad, temperatura ambiental, latitud y altitud. Sin lugar a
dudas, un procesamiento que involucra y depende de la tasa de evaporacion de un disolvente,
por ejemplo, puede verse afectado por este tipo de factores.

Por todo lo anterior, en este trabajo se presentan las condiciones puntuales a las que el
copolimero PHEMA-co-PVP fueron procesados hasta lograr la formacion de fibra, y se
omiten las condiciones experimentales a las cuales no se obtuvo producto, o bien cuando el
producto no pudo ser recuperado del plato colector, o cuando el material obtenido no cumpli6
con las caracteristicas deseadas para esta investigacion (formacion de recubrimientos
laminados sin predominancia de fibras). De esta forma, en la Tabla 2 se resumen las
condiciones experimentales a las que fue expuesto el copolimero propuesto en esta
investigacion, para lograr la formacion de fibras por electrohilado. En ella se muestra que el
copolimero PHEMA-co-PVP [C] fue procesado por electrohilado [E] usando dos medios o
disolventes diferentes: DMF y una disolucion acuosa de etanol [Et]. Estas condiciones para la
preparacion de las disoluciones fueron probadas con base a estudios anteriores reportados
para los homopolimeros PHEMA y PVP: DMF ha sido reportado como disolvente para el
electrohilado de PVP (Domokos et al, 2019; Amith et al, 2018; Pfadny et al., 2007), mientras
que disoluciones con altos contenidos de etanol han sido reportado como disolvente para el
electrohilado de PHEMA (Eroglu et al, 2017; Ramalingam 2013). La mayoria de los trabajos
reportados en la literatura para el electrohilado de PHEMA han explorado voltajes en el rango
20-45 kV, en los que generalmente han encontrado como valor 6ptimo 25 kV (Pfadny et al.,
2007). Sin embargo, para esta investigacion se explord el voltaje de 20 kV como valor
maximo, ya que este valor representa el voltaje limite permitido por el sistema de
electrohilado utilizado para formar fibras del copolimero PHEMA-co-PVP. En ese sentido,
también se destaca que los ensayos preliminares realizados a voltajes inferiores a 20 kV no
arrojaron, a simple vista, la formacion de fibra; aunque cabe resaltar que se requiere de una
mayor exploracion experimental que implique el ajuste de factores y la variacion controlada
de otros parametros importantes del proceso a un rango de 10-20 kV, que permitan
finalmente asegurar o descartar si bajo esas condiciones la produccion de fibras de este
material es un proceso factible. No obstante, la formacion de fibras a un voltaje considerado



como el limite inferior del rango estudiado en otras investigaciones (20 kV), se considera
como un logro importante dentro de los propdsitos de esta investigacion.

La adicion de NaCl para aumentar la conductividad de la disolucion de las formulaciones del
copolimero en etanol, también fue evaluada tomando como base las investigaciones
reportadas por Pfadny et al., (2007). En la Tabla 2 se encuentran registrado el porcentaje que
representa la cantidad, en microlitros (uL), adicionada de la disolucion saturada de NaCl a
una cantidad total 3 mL de la disolucién del copolimero.

En primera instancia, cabe resaltar que las formulaciones liquidas que fueron preparadas con
DMF como disolvente (materiales CEpmr), condujeron a la formacion de fibras aisladas y de
apariencia traslucida, que crecieron con tendencia a adherirse sobre diferentes puntos
dispersos en el volumen interno de la camara de acrilico que compone el sistema de
electrohilado. Se presume que en estos puntos puede acumularse carga electrostatica, como
resultado del alto voltaje aplicado y las condiciones ambientales generadas dentro de un
sistema cerrado y aislado. Este tipo de cargas puede ocasionar que la direccion de
crecimiento de la fibra sea diferente al area deseada para su lograr su acumulacion y posterior
recuperacion. En ese aspecto, para esta investigacion se observo que durante la aplicacion del
voltaje, una pequena porcion de las fibras del copolimero fueron acumuladas exclusivamente
sobre los bordes del plato colector. Durante su formacion, dichas fibras presentaron una
forma u aspecto similar a las de un proceso natural de construccion de tela de arafia. Sin
embargo, con el transcurso de los minutos, una aparente relajaciéon y compactacion de estas
fibras condujo la formacion de materiales muy livianos y con baja resistencia al tacto, que
presentaron una alta dificultad para su proceso de recuperacion en la cdmara de electrohilado.
Por consiguiente, se recurri6 a la estrategia de enrollado manual, en la que se utilizaron
instrumentos como espatulas de acero, con la finalidad de lograr acumular una cantidad de
fibras minima que permitiera su evaluacion y caracterizacion. Se destaca que el proceso de
recuperacion manual fue realizado una vez finalizado el proceso de electrohilado, con la
fuente de voltaje en posicion de apagado (OFF). Una vez expuestos al proceso de secado, el
material recuperado del proceso presentd una mayor pérdida de volumen, pero a su vez
mostré una mayor resistencia al tacto. Esto se atribuye a la pérdida de moléculas del
disolvente por el proceso de evaporacion y, en efecto, a la relajacidn viscoelastica y
asociacion intramolecular de las cadenas poliméricas.

Por otro lado, la inyeccion de formulaciones del copolimero preparadas con disolucion
acuosa de etanol al 66.3 % (materiales CEg) en el sistema de electrohilado, condujo a la
formacion de materiales de color blanco aparentemente conformado por fibras, que
recubrieron de forma preferente el area frontal del plato colector. No obstante, el
recubrimiento presentd un crecimiento mayoritario en los bordes del plato colector, que se
extendi6 progresivamente hacia el centro de dicha area durante la aplicacion del voltaje. Para
esta formulacion también fue observado el direccionamiento del chorro desde la punta
inyectora hacia otros sectores aislados de la camara de electrohilado, aunque en una
proporciéon mucho menor que la observada para los materiales CEpyr. La incorporacion de
una pequefia fraccion de malla de polipropileno en el plato colector es una estrategia



reportada por Ptadny et al., (2007) y Gupta et al., (2005) para el electrohilado de copolimeros
de PHEMA.

El tejido de polipropileno aporta distancias cercanas entre cada una de sus hebras, en las
cuales las fibras electrohiladas pueden crecer como puente entre dos puntos equidistantes y
acumularse durante un corto tiempo del proceso. En consecuencia, esta estrategia permite
evaluar los materiales por microscopias electronicas sin la necesidad de retirar o separar el
material electrohilado de su soporte, resultando idonea para el electrohilado de materiales
fibrosos que presentan baja resistencia mecénica, previo a su proceso de secado.

Finalmente, se destaca que variables como velocidad de flujo y distancia de inyeccion en la
Tabla 2, fueron ajustados dependiendo de las propiedades de viscosidad de la disolucion
polimérica, asi como de las intenciones de lograr reducir el desperdicio de disolucion o de
minimizar la atraccion de gotas completas o chorros de disolucion hacia el plato colector. Lo
anterior es atribuido a fendmenos que se inducen cuando la velocidad de salida del liquido
desde la punta del inyector, supera a la velocidad de atraccion o formacion de fibra en el
plato colector y a la de evaporacion del disolvente. De forma similar, se observa en la Tabla
2 que aquellas formulaciones procesadas por electrohilado que contienen al copolimero
PHEMA-co-PVP sin purificar (CMEg;), requirieron de una distancia de inyeccién menor a las
demas formulaciones. Lo anterior indica que tuvo que reducirse la distancia, para lograr que
esta formulacion acumulara cantidades equivalentes a las obtenidas con otros sistemas. Cabe
resaltar que las formulaciones liquidas CME tienen una alta probabilidad de estar integradas
por una mezcla del copolimero (C) y el mondémero (M) sin reaccionar. Se recuerda que la
reaccion de polimerizacion se llevo a cabo hasta completar un 22 % de conversion de
mondmero en polimero. En consecuencia, una muestra del medio de reaccion sin someterse
al proceso de purificacion, tendria un 78 % de probabilidad de contener fracciones de
monomero sin reaccionar o de oligdmeros (polimeros de cadena corta). Evidentemente, esto
afectd las condiciones de procesamiento para estas formulaciones.

VILIII. Caracterizacion microscopica de materiales

En la Figura 19 se muestran las imagenes obtenidas por microscopia Optica de las materiales
procesados por electrohilado de las formulaciones CEpwmr, a diferentes magnificaciones. Estos
resultados fueron obtenidos entre 30-60 minutos posterior a su procesamiento por
electrohilado, sin someter los materiales a un proceso de secado riguroso, por lo que se asume
que el diametro registrado de las fibras se debe la sinergia del material polimérico y su
capacidad de absorber el disolvente. Es importante resaltar que en la morfologia de los
materiales predomina la formacion de fibras que se unen entre si para formar redes (Figura
19.b y 19.f). En la mayoria de estas imagenes se puede estimar un diametro aproximado a 1-3
um. Esta caracterizacion fue realizada como medida rutinaria para corroborar si la
formulacion expuesta a las condiciones de electrohilado habia formado efectivamente
materiales fibrosos. Por lo tanto, la observacion de los materiales CEg por esta técnica no es
mostrada en este trabajo.



Tabla 2. Variables de electrohilado de copolimero PHEMA-co-PVP, procesado a un voltaje de 20
kV, con una punta de jeringa de 0.25 mm y un tiempo de procesamiento de 30 min. “C” denota al
copolimero PHEMA-co-PVP, “E” corresponde al copolimero que fue procesado por electrohilado,

€9y

“M” indica que el copolimero no fue purificado previo al procesamiento de electrohilado, “x ’hace

_ 3

indica el porcentaje de copolimero en la disolucion, y “z” se

Izl

referencia al disolvente (DMF o Et), “y
refiere al porcentaje de NaCl en la disolucion.

Cédigo de | [Copolimero] | Disolvente NaCl Velocidad de | Distancia | Temperatura (°C)
muestra (Y% vIv) (uL en 3 mL inyeccién (cm) / humedad (%)
(CEyy.) de sol : %) (mL.h™)

CEpmr 20 DMF - 1.75 22 22/33
CEgiis 15 Etanol (ac.) -— 1.31 20 27/43
CEg152 15 Etanol (ac.) 58:2.0 1.31 20 26/46
CEgt.154 15 Etanol (ac.) 120:4.0 1.83 20 28/53
CEgi15:6 15 Etanol (ac.) 187 : 6.0 1.83 20 28/55
CEgi202 20 Etanol (ac.) 58:2.0 1.83 20 28/52
CEgi204 20 Etanol (ac.) 120:4.0 1.83 20 28/55
CEgi20:6 20 Etanol (ac.) 187 :6.0 1.31 20 27/52
CEgi252 25 Etanol (ac.) 58:2.0 2.5 20 25/59
CEgi25:4 25 Etanol (ac) 120 :4.0 2.5 20 25/62
CEgi25:6 25 Etanol (ac.) 187 : 6.0 2.5 20 25/62
CMEEg.15:2 15 Etanol (ac.) 58:2.0 1.31 15 25/64

CMEE.156 15 Etanol (ac.) 187 : 6.0 1.31 15 25/64

La Figura 20 muestra las micrografias SEM de las fibras electrohiladas a partir de la
formulacion CEpmr-20. En ellas se observa un didmetro variable, entre los nandmetros y las
micras, especificamente en un rango de 300 nm - 2.6 um, con una media de 995 nm, rango
reportados anteriormente por Amith y colaboradores en 2018 (Amith, et al, 2018). En
adicion, también se observa, a diferentes magnificaciones y areas de andlisis, que aunque el
material se compone de fibras de diferentes didmetros, cada fibra presenta una morfologia
homogénea, sin formacion de defectos tipo perlas (esferas), distinguiéndose
entrecruzamientos que unen fibras entre si, para formar materiales tipo red, tal como se
observd con la microscopia Optica (Figura 19). La reduccion en el didmetro de fibra
estimado desde las micrografias SEM, comparadas con la microscopia Optica, se atribuye al
efecto del proceso de secado, el cual reduce la cantidad de disolvente que cada fibra puede
absorber, y en efecto, promueve la interaccion intermolecular entre las cadenas que
componen el copolimero, y causan asi, que el volumen del polimero también sea reducido.



Es importante recordar que atin con la morfologia observada en la Figura 20, la formulacién
electrohilada usando DMF como disolvente, generd rendimientos relativamente bajos, en
cuanto a la cantidad total (en mg) obtenido del material fibroso. Debido a que no se
encontraron reportes en la literatura que relacionen el uso de NaCl en DMF para aumentar la
conductividad de una disolucion polimérica, y con ello mejorar los resultados de
electrohilado; esta posibilidad no fue explorada en este trabajo de investigacion.

100 pm

Figura 19. Imagenes obtenidas por microscopia optica de los materiales CEpmr-20 formados
después de su procesamiento por electrohilado.

Para los materiales formados por el procesamiento con electrohilado de las formulaciones de
copolimero en una disolucioén acuosa de etanol (materiales CEgg; ver Tabla 2), durante la
exposicion de la disolucion a una diferencia de voltaje, se observd que la cantidad del
material depositado en el plato colectar fue minima, comparada con las logradas al adicionar
disolucion acuosa de NaCl a la mezcla del copolimero. Esta diferencia fue tan significativa,



que la separacion entre el material electrohilado en ausencia de la sal y el soporte, no fue
posible por medios mecénicos. Se asumi6 que dicho material se componia especialmente de
recubrimiento no fibroso, por lo que no se caracterizé dicho producto. Se resalta entonces que
la adicion de NaCl caus6 un aumento generalizado en la cantidad del material depositado
después del proceso de electrohilado, y con ello, la separaciéon mecénica entre el material y el
soporte se vio mejorada.

En la Figura 21 se observan las micrografias SEM de los materiales CEg.;s formados por
electrohilado y el efecto causado por la adicion de NaCl a la disolucion de copolimero. Aqui,
se observa que el aumento en el contenido de NaCl de 2.0 (Figura 21(a-c)) a 4.0 % (Figura
21(d-f)) conduce a la disminucidon del didmetro de la fibra de un rango 100nm - 660nm a
140nm - 416nm. Ademas, la formacion de ldminas de recubrimiento (Figura 21a) también se
ve reducida con este cambio en la composicion de sal. Sin embargo, el aumento del
porcentaje de NaCl a 6.0 % (Figura 21(g-i)) contribuye con el aumento en la generacion de
defectos en el material electrohilado, obteniéndose porciones mayoritarias de recubrimiento y
zonas limitadas compuestas de fibras. Aunque las pocas fibras generadas presentan un
diametro menor (100nm - 304nm), este material no se considera como Optimo por su bajo
rendimiento y la dificultad de recuperacion desde el soporte. En la Figura 22 se observa una
micrografia SEM a baja magnificacion, en la que se muestra que el material CEg1s.6 fue
evaluado desde la malla de polipropileno, ya que su separacion mecénica desde el soporte de
aluminio no fue posible. Esta dificultad de separacion es tipica cuando el recubrimiento
logrado es no fibroso.
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Figura 20. Micrografias SEM de CEpwmr-20 procesado por electrohilado a diferentes
magnificaciones: x2,000 (a), x3,000 (b), x5,000 (c), x10,000 (d), y x20,000 (e)

Es claro que las micrografias de la Figura 21 muestran la presencia de granulos o cristales
distribuidos en las fibras. La adicion de NaCl es sugerida por lo general en este tipo de
procesos para aumentar la conductividad de la disolucion polimérica (Duque, et al, 2013). Asi
mismo, se han reportado la presencia de pequefios cristales incrustados en fibras de poli(acido
acrilicio) [PAA] (Beglou y Haghui, 2008) y mds recientemente con poli(metil metacrilato)
[PMMA] (Akhtar, et al, 2015). Para este caso, es evidente que debido a su morfologia y a la
composicion misma de la disolucion procesada, los cristales observados en las micrografias
corresponden a la presencia de NaCl solido, el cual es formado en el proceso de
electrohilado, como producto de la evaporacion del disolvente durante dicho proceso. Esto
resulta congruente al observar que con el aumento en la concentracion de sal, incrementa la
cantidad de cristales dispersos a lo largo de los materiales que contienen fibras (CEge152 y
CEgt15.4; Fig 21 (a-f)) o de las que se constituyen principalmente de recubrimiento (CEgt.;s:6;

Fig 21 (g-i)).
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Figura 21. Micrografias SEM de los materiales CEg, conteniendo 15 % del copolimero PHEMA-co-
PVP, con diferentes concentraciones de NaCl: (a-c) 2.0 % de NaCl (CEg15.); (d-f) 4.0 % de NaCl
(CEgris4); y (g-1) 6.0 % de NaCl (CEgvis:).

Figura 22. Micrografia SEM de material CEg.s5, formado sobre malla de polipropileno.

En la Figura 23 se muestran las micrografias SEM de los materiales CEg.,9 formados por el
procesamiento por electrohilado, en la presencia de NaCl, el cual fue adicionado para
aumentar la conductividad de la disolucion. De forma similar a los materiales CEg.;5 (Figura
21 y 22), fueron evaluados los efectos de la adicion de NaCl en volumenes necesarios para
ajustar las concentraciones la disolucién de copolimero en 2.0, 4.0 y 6.0 % (v/v), usando
etanol como disolvente. Sin embargo, se observa que a bajas concentraciones de sal (Figura
23(a-c)), predomina la formacion de recubrimiento no fibroso, con cristales de NaCl
dispersos en la matriz polimérica formada. Aunque se distinguen algunas fibras uniendo
laminas de recubrimiento, se considera que este material no es dptimo para los objetivos de



esta investigacion, por componerse de un sistema que carece de fibras. Cabe resaltar que la
separacion de este material desde su soporte, presentd una alta dificultad, lo que estd
relacionado con la formacion de recubrimientos no fibrosos. Sin embargo, el aumento en la
concentracion de sal a 4.0 % condujo a la formacion de fibras con diametros en el rango 150
nm - 400 nm, las cuales presentan dispersion de cristales de la sal a lo largo de cada fibra
(Figura 23(d-f)).
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Figura 23. Micrografias SEM de los materiales CEg, conteniendo 20 % del copolimero PHEMA -co-
PVP, con diferentes concentraciones de NaCl: (a-c) 2.0 % de NaCl (CEg.20.); (d-f) 4.0 % de NaCl
(CEgt204); y (g-1) 6.0 % de NaCl (CEg20:6).

En la Figura 23(g-i) se observa que el aumento en la concentracion de NaCl conlleva a una
pequeiia disminucién en el didmetro de fibra (70 nm - 250 nm), pero debido al exceso de la
sal, se aprecia la formacion de cristales de NaCl de mayor tamafio, incluso de forma aislada a
los componentes fibrosos. Con base en estos resultados, una concentracion de sal ajustada a
4.0 % genera mejores cualidades en el material electrohilado, para la serie CEg.20.

En la Figura 24 se muestran las micrografias SEM de los materiales CEg.2s. En ella se
observa que las formulaciones preparadas con un porcentaje de 2.0 (Figura 24(a)) y 4.0 %
(Figura 24(b)) de NaCl forman, de manera predominante, recubrimientos no fibrosos,
semejantes a matrices poliméricas que tienen dispersos cristales de la sal. Sin embargo, al



aumentar la concentracion de NaCl a 6.0 % ((Figura 24(c)), se observa la formacion de
fibras con un didmetro de 100 nm - 304 nm, que contienen pequenos cristales de NaCl a lo
largo de su eje. Cabe resaltar que este material fue analizado desde la malla de polipropileno,
debido a la dificultad que present6 para ser colectado desde el soporte de aluminio.
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Figura 24. Micrografias SEM de los materiales CEg, conteniendo 25 % del copolimero PHEMA-co-
PVP, con diferentes concentraciones de NaCl: (a) 2.0 % de NaCl (CEg.25.); (b) 4.0 % de NaCl (CEg.
25:4); Y (€) 6.0 % de NaCl (CEg.2s:6).

El andlisis SEM revela que electrohilado del copolimero PHEMA-co-PVP, usando
etanol/agua como disolvente, se ve beneficiado hacia la formacion de fibras cuando las
concentraciones (y por tanto sus viscosidades) decrecen, pero, se requieren de cantidades
mayores de NaCl cuando la concentracion del copolimero se aumenta. Sin embargo, en la
practica, cada que se aumentaron las concentraciones de copolimero, la dificultad para
colectar o separar el recubrimiento obtenido después de aplicar la diferencia de voltaje, fue
cada vez mayor, lo que resulta congruente con la formacion de recubrimiento no fibroso en
los procesos de cambio mostrados en las imdgenes que componen las Figuras 21-24. Es
importante sefalar que las concentraciones altas de un polimero, justo por encima del valor
critico, puede ocasionar que se obstaculice el flujo de la disolucion entre la punta de la aguja,
lo que puede resultar en una fibra defectuosa o aperlada, afectando la tasa de crecimiento y la
calidad del material fibroso (Reddy, 2013; Zhang et al., 2011).

En la literatura se han encontrado reportes de diametros de fibra en rangos de 270 nm - 3.6
um para fibra electrohiladas de PHEMA (Zhang et al., 2011); y en rangos de 200 nm-1.8 pm
para fibras de PVP (Amith, et al, 2018). Por lo general, las fibras formadas a voltajes
relativamente altos (superiores a 15 kV) y altas velocidades de inyeccion son gruesas, es
decir, presentan diametros en el orden de micras (Duque et al., 2013). Esto es originado por
el aumento de la longitud de chorro de la disolucion polimérica (Baumgarten, 1971). De esta
manera, se puede inferir que las fibras logradas en este trabajo se encuentran en el rango de
didmetros reportados por otros autores que han investigado el comportamiento de los
homopolimeros de PHEMA y PVP. Asi, en materia de rendimiento, resulta importante
sefialar que el copolimero propuesto presentd un mayor potencial a formar fibras en medios
de etanol/H,O, tal como lo han reportado otros autores para su hopolimero PHEMA (Ptadny



et al., 2007; Gupta et al., 2005), comparado con el uso de DMF como disolvente, tal como lo
han reportado para el homopolimero PVP (Amith, et al, 2018). Esto de cierta forma
demuestra que el copolimero PHEMA-co-PVP propuesto presenta un mayor contenido de
PHEMA (en estructura de bloques) que de PVP (con frecuencia alternada en la estructura del
copolimero), tal como lo indican los estudios de los coeficientes de reactividad reportados en
la literatura (Al-Issa et al., 1985; Reddy et al., 1985; Gallardo et al., 1999; Faragalla et al.,
2002).

Por otro lado, la aplicacion esperada a futuro para este copolimero es el andamiaje celular,
por ello, se debe entender que para la fabricacion de andamios celulares es necesario
considerar varios aspectos fundamentales, entre ellos la geometria de las fibras. Una
geometria homogénea, permitird direccionar la regeneracion tisular o la generacion de tejido
nuevo, asi como de los sistemas de vascularizacion y de aquellos que permiten el intercambio
de fluido y nutrientes bioldgicos. Esto también se relaciona con el descarte de los desechos
que se generen, y en consecuencia, esta clase de materiales deben ser estructuras porosas con
interconexion entre ellas (Walker, et al, 2017; Norman y Desai, 2006; Naira y Laurencin,
2007; Van Vlierberghe, et al, 2011). Por lo tanto, los materiales propuestos en este trabajo:
CEpmr-20, CEgt15.2, CEgris4, CEgroos4 y CEgezoe; se adaptar por ahora a dichos
requerimientos. Debido a que las formulaciones CMEg,, las cuales contienen el copolimero
sin purificar, a simple vista y por su fuerte adhesion al soporte colector no generaron
materiale fibrosos, se decidié descartarlos para su evaluacion microscopica. Aparentemente
un alto contenido de especies monoméricas sin reaccionar afectan drasticamente la formacion
de fibra.

Por ultimo, se destaca que la evaluacién microscopica demuestra la formacion de fibras de un
material cuya sintesis optimizada para su procesamiento por electrohilado no ha sido
reportada hasta el momento en la literatura. Esto indica que las condiciones evaluadas para el
procesamiento del material por electrohilado resultaron adecuadas para generar materiales
fibrosos de PHEMA-co-PVP, utilizando dos disolventes diferentes. Sin embargo, es
necesario la optimizacion del electrohilado de este material, y se abre con este trabajo la
pauta para que en trabajos futuros se realice la exploracion de concentraciones del
copolimero a valores inferiores a 15 % (v/v).

VILIV. Caracterizacion de materiales por FTIR-ATR

Para esta investigacion, la caracterizacion FTIR-ATR tiene la finalidad de demostrar que el
proceso de polimerizacion y de purificacion del copolimero liquido promueve cambios
estructurales, y ademads, que el procesamiento por electrohilado no altera la estructura
quimica del copolimero ya formado. Por ello, en la Figura 25 se muestra el espectro de FTIR
para los monomeros HEMA (Figura 25a) y VP (Figura 25b), asi como para el copolimero
PHEMA-co-PVP en diferentes presentaciones: sin ser sometido al proceso de purificacion
(CM; Figura 25.c); purificado (C; Figura 25d); y electrohilado usando DMF como
disolvente, a una concentracion del copolimero de 20 % (v/v) (CEpmr-20; Figura 25e).



En el espectro correspondiente al monémero HEMA (Figura 25a) se observan sefales
ubicadas a 3422 cm™ que corresponde al grupo funcional hidroxilo (-OH), a 3100 y 1410 cm’
' que son asignadas a las bandas de tension y vibracion simétrica y asimétrica del enlace C-
H, respectivamente; y a 1714 cm™ que es atribuida a la presencia del grupo carbonilo (C=0)
en la funcion éster de esta molécula (Figura. 1). Esta funcion quimica también presenta una
sefial a 1320 cm™ que indica la union covalente sencilla C-O. Para este monomero, la sefial
ubicada a 1636 cm™ corresponde al doble enlace insaturado (C=C) entre atomos de carbono
(Roy et al., 2011; Vargiin y Usanmaz 2010). Por otro lado, para el mondémero VP (Figura
25b) las senales caracteristicas se ubican a 3100, 1710, 1416y 1291 cm™, que corresponden a
la presencia de los enlaces C-H (tension simétrica y asimétrica), C=0O (tensioén del grupo
carbonilo), C-H (vibracién) y C-N (tension del grupo lactama) (Hemalatha et al., 2014;
Ismail, et al, 2017). De forma similar que HEMA, el mondémero VP presenta una sefial a 1630
cm’', que corresponde a la sefial C=C de la parte insaturada de la molécula (Figura 1). Cabe
resaltar que la presencia de este enlace en determinada molécula se reconoce por otorgar una
alta toxicidad (Yoshii, 1997). En consecuencia, el espectro FTIR para el copolimero liquido
CM (Figura 25.c) muestra las sefiales caracteristicas de los monémeros HEMA y VP, con
una moderada intensificacion de la banda correspondiente al enlace C=C. Lo anterior se
atribuye a que el copolimero sin purificar tiene una alta probabilidad de contener mondémero
sin reaccionar. Dadas las aplicaciones esperadas de este material, resulta necesario lograr
eliminar la presencia de este tipo de grupos, por ello, en este trabajo se evalu6 la evolucion de
esta sefal conforme el proceso de purificacion del copolimero PHEMA-co-PVP, asi como el
del material electrohilado. Por consiguiente, en la Figura 25.d se demuestra que esta sefial
especifica de C=C desaparece, pero las sefiales que corresponden a los grupos OH, C-H, C=0
y CN propias de HEMA y VP polimerizados (PHEMA y PVP, respectivamente) se conservan
en el espectro FTIR-ATR. Naturalmente, la sefial correspondiente al grupo C=0O es
desplazada hacia 1660 cm™ en el copolimero purificado, debido a que con la polimerizacion
se pierde el efecto inductivo del doble enlace C=C. Ademas, esta banda muestra un
ensanchamiento, como producto de la contribuciéon de los dos grupos carbonilo provenientes
de la funcion éster para PHEMA y amida para PVP. De esta forma, queda demostrado que el
proceso de purificacion si ayuda a retirar restos de mondémero desde el copolimero liquido.
No obstante, por medio del espectro FTIR de la Figura 25.e también se demuestra que el
proceso de electrohilado no afecta los grupos funcionales del copolimero, pese a los altos
voltajes con los que se trabaja, ya que conserva las sefiales caracteristicas del producto
purificado. Entonces, la técnica de electrohilado se destaca como una herramienta efectiva
para generar materiales fibrosos, sin alterar la composicion quimica elemental de sus
constituyentes.

VIL.V. Caracterizacion termogravimétrica

De forma similar a los estudios por espectroscopia FTIR, los andlisis TGA nos brindan
informacion relevante sobre las diferencias en las propiedades de degradacion de las materias
primas (monomeros), los procesos de purificacién del copolimero propuesto y los materiales
generados después de su procesamiento por electrohilado.
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Figura 25. Espectro FTIR-ATR de monémeros HEMA (a) y VP (b), y del copolimero PHEMA-co-
PVP en diferentes presentaciones: (c) sin purificar [CM], (d) purificado [C] y (e) electrohilado

[CEbme-20]-

En la Figura 26 se observa que los termogramas TGA de HEMA y VP presentan una
tendencia de descomposicion en una sola etapa, con una pérdida del 20 % del peso de la
sustancia a temperaturas de 101 y 115 °C, respectivamente. Estas temperaturas correlacionan
con los puntos de ebullicion o de inflamabilidad de estas sustancias, que se caracterizan por
presentarse en estado liquido, a condiciones normales (UK 1998). Cabe resaltar que tanto
HEMA como VP a los 148 y 163 °C, respectivamente, no dejan ningun residuo de
descomposicion. Por otro lado, el copolimero sin purificar (CM), presenta una
descomposicion de dos etapas: la primera inicia a los 70 °C (20 % de pérdida de peso),
mientras que la segunda se presenta alrededor de los 419 °C. La primera transicion involucra
la pérdida de humedad (Tsukada, et al, 1993; Passos, et al, 2016), que por lo general ocurre
hasta los 100 °C, y ademas incluye las transiciones térmicas propias de los mondmeros, ya
que el copolimero sin purificar tiene una alta probabilidad de contener mondémero residual.
La segunda transicion de CM se relaciona con la pérdida del anillo pirrolidénico por



descomposicion de las fracciones de PVP (Vishwakarma et al., 2015). Este copolimero
practicamente no deja residuo por encima de los 440 °C. En cuanto al copolimero purificado
(C), este también presenta descomposicion en dos etapas, pero a diferencia de CM, su
primera transicion inicia a los 102 °C, ajustandose mds a la transicion experimentada por el
mondémero HEMA. No obstante, a esta temperatura se considera normal que materiales
hidrofilicos presenten una pérdida de peso incluso por debajo de los 100 °C, debido a la
humedad o agua asociada a este tipo de polimeros (Tsukada, et al, 1993). Aun con dicha
pérdida de peso, para el copolimero C la primera transicién se relaciona entonces a la
presencia de unidades de PHEMA en su estructura, mientras que una segunda transicién que
ocurre alrededor de los 419 °C, es atribuida a las unidades de PVP en el polimero. De esta
forma, para el copolimero C se deduce que la transicion térmica asignada a la presencia de
PHEMA representa el 60 % del material, mientras que la transicion térmica asociada a la
presencia de PVP representa al 40 % del copolimero. Este copolimero liquido ya deja un
residuo equivalente al 2.4 % en peso. Esto es un indicativo de que el copolimero contiene
cadenas entrecruzadas, por ello la descomposicion térmica genera residuos de carbono.
Finalmente, las fibras electrohiladas (CEpmr20), cuentan también con dos transiciones
térmicas: la primera ocurre en el rango de 50-160 °C, la cual corresponde a una pérdida del
10% del peso del material, y se atribuye al efecto sinérgico de la evaporacion del agua y
degradacion de los grupos -OH y CH3;OH provenientes de los bloques de PHEMA; la
segunda transicion inicia a partir de los 390°C y corresponde a un proceso de ruptura general
de cadenas poliméricas fuertemente asociadas (90 % del copolimero), tal como lo reportan
Passos y colaboradores (Passos, et al, 2016). La reduccion en la pérdida de peso a
temperaturas inferiores a 400 °C para el material CEpmr20, €n comparacion con las otras
muestras evaluadas, indican que el proceso de electrohilado del copolimero propuesto
aumentan la resistencia térmica del material. En la Tabla 3 se resumen todas las transiciones
térmicas determinadas de los andlisis TGA.
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Figura 26. Termograma de descomposicion en peso en funcion de la temperatura para mondmeros
HEMA (a) y VP (b), y copolimero PHEMA-co-PVP en diferentes presentaciones: (c) sin purificar
[CM], (d) purificado [C] y (e) electrohilado [CEpmE-20]-

VIL.VI Caracterizacion quimica por XPS
La Figura 27 muestra el espectro XPS de baja resolucion para el copolimero PHEMA-co-
PVP en disolucion acuosa de etanol, el CEg..20.4, después de ser procesado por la técnica de



electrohilado. En ella se demuestra la presencia de los siguientes elementos: carbono (C 1s),
oxigeno (O 1s) y nitrogeno (N 1s), los cuales hacen parte de las estructura quimica de
PHEMA y PVP (Figura 1). Sin embargo, debido a que el procesamiento del material fue
estimulado por adiciéon de NaCl, para lograr aumentar la conductividad de la disolucion del
copolimero, en el espectro XPS de la Figura 27 se observa la contribucion elemental de sodio
(Na 1s) y cloro (Cl1 2p).

Tabla 3. Resultados de transiciones térmicas y generacion de residuos en determinaciones TGA de
los materiales que hacen parte de esta investigacion.

Nombre de la T1 (°C) T2(°C) Residuo
muestra (&)
HEMA 101 — 0

VP 115 -- 0
CM 70 419 0
C 102 400 2.4
CEbwmr-20 50-160 390 5
O 1s
C 1s
=
=
- Na 1s
b=
g
=
N 1s
Cl2p5,,
T T T M T M T T T M T T
1200 1000 800 600 400 200 o

Energia de Enlace (eV)

Figura 27. Espectro XPS de baja resolucion para la muestra CEg50.4.

Para los materiales propuestos en esta investigacion, la sefial correspondiente a nitrogeno (N
Is) correlaciona directamente con la presencia de PVP en el copolimero, ya que PHEMA no
contiene a este elemento en su estructura. Asi, debido a la estequiometria utilizada y esperada
en la estructura quimica del copolimero PHEMA-co-PVP, la relacion en intensidad de N 1s

debe de ser menor a la de los otros elementos que son contribuidos tanto por PHEMA como
PVP.

Para estudiar con mas detalle la relacion entre la contribucion de los elementos que
conforman las fibras propuestas en esta investigacion, en la Figura 28 se muestra el espectro
XPS de alta resolucion de la muestra CEgi204. En esta se puede distinguir la contribucion de
la sefial de O(1s) a 532 eV en un 21.29%, la cual proviene de la funcién quimica del grupo
carbonilo (C=0) presente en la estructura quimica tanto de PHEMA como de PV, y del



enlace C-O de los grupos éster presentes exclusivamente en PHEMA (Castner, et al, 1996;
Wu, et al, 2009). En cuanto a la sefial de C (1s) se distingue el aporte a 284.5 eV, que es
atribuido a los enlaces C-C que hacen parte de la cadena del polimero; y a 288.5 eV, que es
una sefial caracteristica de los enlaces O-C=0 y N-C=O aportados por PHEMA y PVP,
respectivamente (Ali, et al, 2014; Wang, et al, 2016). Por otro lado, la sefal de N (1s) ubicada
a 399-398 eV, es un referente de la presencia de uniones N-C, caracteristica de las fracciones
aportadas por PVP al copolimero (Wang, 2016). Por ultimo, las sefales del Na (1s) a 1071
eV y del Cl (2p32) a 198.5-199 eV $son congruentes con la presencia de NaCl en la muestra.
Cabe resaltar que los materiales electrohilados no fueron sometidos a un proceso de lavado
exhaustivo antes del andlisis por espectroscopia XPS, lo que conlleva a un exceso de esta sal
en el producto terminado. Ademas, tal como se observo en los estudios por microscopia
SEM, algunos cristales de NaCl se encuentran inmersos en la matriz polimérica o dispersos a
lo largo de las fibras electrohiladas. Por lo tanto, la contribucion de los elementos Na y Cl
eran esperadas en este estudio.

Los resultados XPS fueron analizados para realizar las cuantificaciones de los elementos de
la muestra, por medio de la estimacion de las areas bajo la curva de cada espectro. En la
Tabla 4 se reportan los resultados de la composicion elemental total de los elementos C, N,
O, Nay Cl en las fibras. De ella se observa que estos materiales presentan una concentracion
mayor de C 1Is (51.47 %), la cual es atribuida al aporte de los enlaces C-C, C-H, C-O
presentes tanto en PHEMA como PVP. Sin embargo, a este porcentaje también contribuye el
enlace C-N que estd presente solamente en el grupo amida de PVP. En consecuencia, el
porcentaje total estimado de N 1s (1.52 %) se considera como representativo para determinar
la relacion PHEMA:PVP en las fibras analizadas, al compararse con la contribucion estimada
de oxigeno del PHEMA. De esta forma, teniendo en cuenta que el porcentaje total de O 1s en
la muestra corresponde a 21.29 %, y debido a que PVP aporta un solo atomo de oxigeno en
su estructura, se considera entonces que el porcentaje de O Is es igual a 1.52 %
(concentracion de N 1s). Por lo tanto, la contribucion de Ols desde las unidades de PHEMA
corresponde a un total 19.77 %. En adicion, al considerarse que la estructura quimica de la
unidad repetitiva de PHEMA aporta tres unidades de oxigeno, se estima que el porcentaje de
O 1s unitario es de 6.59 %. Debido a que dicho porcentaje equivale a una unidad de PHEMA,
se encuentra finalmente que la relacion PHEMA:PVP en el copolimero es de 6.59:1.52, lo
que indica el material se compone aproximadamente de 1 unidad de PVP por cada 4 unidades
de PHEMA. Cabe resaltar que esta estimacion se aproxima a la relacion en volumen de
monomeros usada para la sintesis del copolimero (HEMA:PVP de 3:1).

Tabla 4. Porcentajes de composicion elemental estimadas de resultados XPS para las
muestras CEgi 0.4

Oxigeno Is 2211 .753)

Carbono Is 51.47
Nitrogeno Is [E52
Sodio Is 22.61

Cloro 2p 3.10
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Figura 28. Espectros XPS de alta resolucion para la muestra CEg50.4. Se muestra la contribucion de
las sefiales de: oxigeno (a), carbono (b), nitrogeno (c), sodio (d) y cloro (e).



VIIL.VII. Evaluacion de citotoxicidad.

Los materiales con potenciales aplicaciones biomédicas deben de ser evaluados de forma
exhaustiva para garantizar la seguridad del usuario final. En ese sentido, uno de los ensayos
que se deben de realizar es el de proliferacion celular, conocido como MTS o MTT. Estos son
ampliamente utilizados en biologia celular para estudiar factores de crecimiento, citocinas,
nutrientes y agentes citotoxicos.

En este trabajo, los ensayos de citotoxicidad se realizaron en fibroblastos dérmicos humanos
de origen embrionario con la linea celular CCD-1112Sk. Ya se han establecido las ventajas
del uso de los modelos “in vitro” para llevar a cabo la evaluacion de los ensayos de toxicidad
celular. Las células que habitualmente se utilizan en este tipo de cultivos son de origen
embrionario o adulto, y se emplean en cultivos primarios recién obtenidos o tras su
transformacion en lineas celulares continuas. En esencia, las células embrionarias se adaptan
con mas facilidad al desarrollo en cultivo que las células derivadas de tejidos adultos
normales (Lopez Gonzalez, 2006). Por todo ello, la eleccién de trabajar con fibroblastos
embrionarios en este ensayo, fue crucial para los objetivos de esta investigacion.

En la Figura 29 se muestran los resultados obtenidos para la evaluacion de citotoxicidad de
los materiales propuestos. Para obtener pardmetros comparativos también fueron evaluadas
las respuestas de los homopolimeros PHEMA y VP a diferentes volimenes, asi como las
fibras obtenidas por procesamiento con electrohilado del copolimero PHEMA-co-PVP,
utilizando DMF (CEpwmr) y etanol (CEg) como disolventes. Cabe resaltar que con la intencion
de aumentar la resistencia al tacto de los materiales electrohilados, para lograr asi su
separacion mecanica entre el recubrimiento y el plato colector, sin causar desgarres o
fragmentaciones en las fibras, se realizO un tratamiento con glutaraldehido acuoso en
presencia de HCl como catalizador. Este tratamiento fue realizado con el objetivo de
entrecruzar las cadenas poliméricas de las fibras, por la formacion de grupos éster como
producto de la reaccion de las terminales aldehido del glutaraldehido (agente entrecruzante) y
los grupos hidroxilo (-OH) de PHEMA. A los materiales que fueron expuestos a este
tratamiento se le asigno el subindice -g, para indicar que contiene glutaraldehido como agente
entrecruzante. Es también importante senalar que para esta prueba cada material fue evaluado
por triplicado y fueron utilizados dos controles: uno negativo, conformado por células
fibroblastos dérmicos linea celular CCD-1112Sk; y otro positivo, de DMSO 10%, como
control de muerte.

Los resultados mostrados en la Figura 29 muestran que las fibras generadas usando DMF
como disolvente (CE DMF ) presentan una citotoxicidad de 27 %, siendo este valor menor a
la obtenida para los respectivos homopolimeros PHEMA y PVP. Sin embargo, estos valores
fueron reducidos para las muestras que fueron electrohiladas con otro disolvente
(etanol/agua), como son las muestras nombradas con CEg. Es posible observar que
realizando estos cambios la citotoxicidad del material se ve drasticamente disminuida, como



sucedio en las muestras CEgi.20.4, CEgt.15.4 Y CEgr.152. Sin embargo, es importante sefialar que
las muestras CEgig-20.6, CEEtg-20.2, CEgge-15, €s decir aquellas que fueron previamente tratadas
con glutaraldehido, aumentan significativamente la toxicidad. Esto se puede atribuir a la
posible presencia de trazas de este agente entrecruzante o a la oclusion de los grupos -OH
proveniente de PHEMA (Schiler, et al, 2018).

El analisis estadistico para las muestras analizadas indic6é que a valores de P < 0.05, las
muestras presentan una citotoxicidad cercana al control de muerte celular (DMSO 10%),
mientras que para valores de P > 0.05, con una diferencia significativa alta, la citotoxicidad se
ve reducidad notablemente comparada con el control de muerte celular. La Tabla 5, resume
el analisis estadistico.

A modo de comparacion, en estudios anteriores realizados para evaluar la toxicidad de los
monomeros HEMA y VP, autores como Bouillaguet, Campos y Souza, determinaron el
efecto altamente toxico de estas sustancias (Bouillaguet et al, 2000; Campos, 2006; Souza et
al, 1999). Sin embargo, se conoce que dicho efecto se ve disminuido al momento de inducir
la polimerizaciéon de estos mondmeros. Cabe resaltar que en esta investigacion se logro
sintetizar un copolimero en estado liquido, teniendo en cuenta que para lograrlo la reaccion
de copolimerizacion fue dirigida hasta alcanzar grados de conversion de mondmero a
polimero a valores relativamente bajos. No obstante, el proceso de purificacion desempefia un
rol importante para reducir la toxicidad del polimero, evitando que trazas de mondmero sin
reaccionar sigan presentes en el material.

En este trabajo tambien se tomd en cuenta los indicativos de la norma ISO 10993-5:2009 para
la evaluacion bioldgica de dispositivos médicos. En esta se indica que cuando se presenta una
reduccion en la viabilidad celular de mas del 30%, se considera que los efectos citotoxicos en
el material son altos, por lo que impide el uso de este material en el area biomédica (Genez, et
al, 2016). Por lo tanto, los resultados obtenidos en esta investigacion indican que tanto el
proceso de purificacion del copolimero, asi como su procesamiento por la técnica de
electrohilado, condujo de forma sinérgica a la formacion de un material que presenta menor
toxicidad, comparado con los homopolimeros PHEMA y PVP. Lo anterior se considera un
logro importante, teniendo en cuenta que el copolimero PHEMA-co-PVP, no ha sido
reportado hasta el momento como una formulacion procesable por la técnica de electrohilado.
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Tabla 5. Valores de P obtenidos para el analisis de muestras de homopolimeros (PHEMA y PVP) y
fibras electrohiladas CEpyr y CEg;.

Muestra Valor de P Diferencia significativa
de citotoxicidad con
respecto a DMSO 10%

PHEMA 2ul. 0.001
PHEMA 20 0.009
PVP2 0.013
PVP 20 0.002
CEpmr—20 0.0175
G 0.0108
CEgt—_15:2 0.052
CEg; 152 0.24
CEgeg_20:2 0.003
CEgt—20.a 0.162

BTyt - 0.003



VIII. CONCLUSIONES

Se logro la sintesis del copolimero PHEMA-co-PVP a partir de los mondémeros HEMA y VP
(con 22 % de conversidon de mondomero en polimero), por medio de la polimerizacion en
cadenas iniciada por radicales libres, bajo condiciones controladas de reaccion (composicion
HEMA:VP de 3:1; temperatura de 50 °C; y bajo atmoésfera interte) que permitieran obtener un
copolimero en estado liquido y soluble en disolventes organicos como DMF y etanol.

Se realizaron formulaciones disolviendo el copolimero PHEMA-co-PVP en DMF y en
disolucion acuosa de etanol, a diferentes concentraciones (15-25 % w/w), y se evalud la
formacion de fibras por procesamiento por la técnica de electrohilado, bajo diferentes
concentraciones de NaCl.

Se observo la formacion de materiales recuperables desde el plato colector del sistema de
electrohilado, después de aplicar dicho procesamiento a las formulaciones PHEMA-co-PVP,
a un voltaje ajustado a los 20 kV, a distancias entre 15 y 22 cm, a temperaturas entre 22-28
°C, humedad entre 33-64 %, velocidades de inyeccion entre 1.31 y 1.83 mL.h-1, usando DMF
o una disolucion acuosa de etanol, como disolventes.

Los materiales electrohilados usando DMF como disolvente presentaron bajos rendimientos y
una alta dificultad de recuperacion o aislamiento desde el plato colector, pero presentaron una
morfologia caracteristica de fibras con didmetros en un rango entre 300 nm — 2.6 pm.

Los electrohilados en etanol presentaron una mayor cantidad de depdsito y mayor facilidad
para recuperarlos desde el plato colector una vez fueron expuestos a las condiciones
especificas de electrohilado, pero se encontrdé que esta cualidad aumentd con la adicion de
NaCl. Se determindé que un aumento en la concentracion del copolimero requiere de un
aumento en la concentracion de NaCl para lograr la formacion de fibras.

Se demostrd la formacion de copolimero PHEMA-co-PVP, conteniendo mayor cantidad de
PHEMA que de PVP, a las condiciones de reaccion y purificacion propuestas en esta
investigacion, por medio de espectroscopia FTIR-ATR y XPS, y por analisis térmico TGA.

La microscopia optica y SEM fueron de gran utilidad para determinar la formacion de fibra o
de recubrimiento bajo las condiciones evaluadas de electrohilado. Los cambios en la
morfologia de los materiales fibrosos, en funcion de la adicion de NaCl, fueron observados
con SEM.

Se utilizo glutaraldehido con el objetivo de entrecruzar las cadenas poliméricas de PHEMA -
co-PVP electrohilado y mejorar su resistencia mecanica, Sin embargo, al evaluar la
citotoxicidad de los materiales propuestos, se encontré que el entrecruzamiento de las
cadenas poliméricas con glutaraldehido induce toxicidad en el material. Los materiales
electrohilados usando etanol como disolvente presentaron menor toxicidad, lo que los
convierte en potenciales candidatos para su aplicacion en biomedicina, segin la ISO 10993-
5:2009.
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X. ANEXOS

X.I. Técnicas de caracterizacion

Existen diversos tipos de nanomateriales, con diferentes caracteristicas, tamafios y
aplicaciones, entre ellos las fibras poliméricas generadas por electrohilado, destacan como
nanomateriales formados en 2D para un sin fin de areas. El desarrollo actual de la
Nanotecnologia y la Nanociencias no seria posible sin la caracterizacion a través de técnicas
de identificaciéon de materiales. Es de suma importancia conocer las propiedades de los
materiales: como su estructura, composicion, morfologia y propiedades térmicas, etc., para
posteriormente darle aplicacion especifica a los mismos.

En la sintesis de nuevos materiales, las propiedades de éstos dependen no sélo de las
propiedades de los materiales de partida, sino también de su morfologia y las caracteristicas
interfaciales, por lo que es muy importante su determinacion (Vargas, et al, 2013).

Aqui entra el rol fundamental que juegan las caracterizaciones, entre ellas podemos destacar
las utilizadas para identificar el material propuesto en este trabajo de investigacion. Tales
como:

X.LI. XPS

La espectroscopia XPS (por sus siglas en inglés) consiste en la incidencia de un foton de
energia (hv) desde los atomos situados mas superficialmente en la muestra. Se provoca, por
efecto fotoeléctrico, la emision de fotoelectrones con una energia de ligadura que proporciona
informacion sobre el atomo involucrado en dicha unién. Una vez se ha emitido el
fotoelectrdn, el 4&tomo se relaja, emitiendo un foton o un electron (electrén Auger). La técnica
XPS permite el andlisis cuantitativo y cualitativo de todos los elementos, excepto el
hidrégeno. La Figura 30 describe mejor el efecto anteriormente mencionado.
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Figura 30. Descripcion ilustrada del efecto fotoeléctrico presente en el analisis por XPS.

Fuente www.areatecnologia.com Pardmetros de buisqueda: Efecto fotoeléctrico. Fecha de
consulta: 12 agosto 2019).



En este proyecto, la técnica XPS proporciona informacion sobre la composicion elemental de
los materiales constituidos por fibras, y también sobre la proporcion de PVP incluida en el
polimero. Esto se realizard por medio del andlisis del espectro de alta resolucion de la sefial
de nitrégeno (N) en el copolimero. Este elemento solo estd presente en la estructura de las
unidades de VP, y es ausente en la estructura de las unidades de HEMA. Por lo tanto, la
informacion determinada por esta técnica, deberd ser congruente con los coeficientes de
reactividad reportados en otras investigaciones para la formacién de copolimeros de
PHEMA/PVP.

X.LIL. FTIR

La espectroscopia vibracional fue una de las primeras técnicas espectroscopicas que encontrd
un uso extendido, en particular la espectroscopia de absorcion infrarroja (IR) que recibe su
nombre de la region del espectro electromagnético implicada. La region IR del espectro
electromagnético se encuentra entre 12800-10 cm-1. Tanto desde el punto de vista de las
aplicaciones como de los aparatos se puede dividir en tres zonas: IR cercano (NIR): 12800-
4000 cm-1, IR medio: 4000-400 cm-1;IR lejano: 400-10 cm -1, siendo en el IR medio donde
se dan la mayoria de las aplicaciones analiticas tradicionales. Hoy en dia, casi todos los
instrumentos utilizados en espectroscopia infrarroja estdn equipados con sistema de analisis
que utilizan transformadas de Fourier de haz sencillo.

Una de las grandes ventajas de la espectroscopia IR es su versatilidad, ya que permite
estudiar practicamente cualquier muestra con independencia del estado en que se encuentre.
Como en otros procesos de absorcion de radiacion electromagnética, la interaccion de la
radiacion infrarroja con la materia provoca en ésta alguna alteracion. En el caso que nos
ocupa, esta alteracion guarda relacion con cambios en el estado vibracional de las moléculas.
El espectro vibracional de una molécula se considera una propiedad fisica unica y por tanto
caracteristica de €sta molécula. Asi, entre otras aplicaciones, el espectro IR se puede usar
como “huella dactilar” en la identificacion de muestras desconocidas mediante la
comparacion con espectros de referencia.

Los espectrofotometros IR, basicamente, cuentan instrumento para medir la transmision de
radiacion electromagnética de una muestra en funcion de la longitud de onda o del nimero de
ondas. El elemento més importante debe permitir aislar la radiacion de regiones espectrales
definidas y permite diferenciar entre los distintos tipos de espectrofotometros: no dispersivos,
dispersivos y de transformada de Fourier (FT). En estos ltimos se utiliza un interferometro
que permite una modulacion de la radiacion dependiente de la longitud de onda. Otro
elemento esencial en los espectrofotometros es una fuente de radiacién que debe aportar la
mayor intensidad posible en la region de longitud de onda que se estd investigando. Las
fuentes de radiacion térmicas (sélido inerte calentado eléctricamente) son las mas utilizadas,
proporcionando una radiacion continua, en contraste, el uso de fuentes laser suministra
longitudes de onda muy concretas. El propdsito del sistema Optico es transmitir la radiacion
desde la fuente al detector con la minima pérdida. Los sistemas de lentes de vidrio o cuarzo



utilizados en otras regiones no tienen utilidad en el IR porque absorben radiacion, de modo
que se utilizan espejos de vidrio con un recubrimiento de oro o aluminio. El sistema 6ptico va
equipado con un compartimento para la muestra, en el que ésta se situa en el camino de la
radiacion, bien mediante celdas u otros accesorios que permitan realizar medidas diferentes a
la transmision (por ejemplo, la reflectancia total atenuada, o ATR ). El detector se emplea
para convertir la sefial Optica en una sefial eléctrica facilmente medible, como el voltaje. Esto
se consigue con la ayuda de equipos electronicos para amplificar y digitalizar las sefiales
(Serrano, 2005; Stuart 2004). El esquema de la Figura 31, detalla mejor lo anteriormente
explicado.
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Figura 31. Conformacioén comin de un Espectrometro Infrarrojo de Transformada de
Fourier.
Fuente www.steemit.com. Parametros de busqueda: espectrometro infrarrojo con
transformada de Fourier. Fecha de consulta: 12 agosto 2019).

Esta técnica permite obtener informacion precisa de los grupos funcionales de los materiales
a analizar. FTIR con ATR permite obtener esta informacion sin la necesidad de triturar las
muestras poliméricas, como convencionalmente ocurre en los equipos de FTIR. De forma
contraria, el aditamento ATR permite analizar superficies de materiales solidos, obteniendo
informacion de los grupos funcionales orientados especificamente hacia esa parte del
material. Las muestras fueron evaluadas en un equipo un equipo Spectrum disponible en la
Facultad de Arquitectura y Disefio de la Universidad Autonoma de Baja California (UABC).
Este equipo proporciona un espectro de absorcion en la longitud de onda desde 500 a 4000
cm™. Los materiales copoliméricos propuestos y los monémeros fueron evaluados en este
equipo, con el fin de establecer las transformaciones que experimentan algunos grupos
funcionales después de la reaccion de polimerizacion.

X.LIII. SEM
Para poder sobrepasar el limite de resolucion de un microscopio Optico es necesario disefiar

instrumentos que utilicen otras radiaciones diferentes a la luz visible para formar la imagen.
En la década de 1920 diversos descubrimientos comprobaron que un haz de electrones
acelerados en el vacio, ademas de recorrer trayectorias rectas, se comportaba también como
una onda similar a la luz visible caracterizada por una longitud de onda 100.000 veces mas



pequefia. Mas aln, se encontrdé que el comportamiento de los electrones frente a campos
eléctricos y magnéticos era similar al de la luz visible en espejos y lentes. Precisamente, un
haz de electrones acelerados por un alto potencial eléctrico (25.000 Voltios) constituye la
fuente de radiacion de un microscopio electroénico de barrido (SEM por Scanning Electron
Microscopy).

Un SEM moderno permite observar muestras con una resolucion de unos 4 nanémetros con
magnificaciones de hasta 300.000x. Se pueden obtener asi imdgenes de todo tipo de
materiales estructurales o de material bioldgico con un minimo de preparacion previa y
observar directamente todo tipo de superficies con una gran profundidad de foco. Para esto
solamente es necesario asegurar que las muestras sean limpias, secas, resistentes al alto vacio
del instrumento y buenas conductoras eléctricas. Si se trata de observar un material no
conductor, normalmente se recubren las muestras con una delgada capa metalica.

Las imdgenes de un microscopio electronico se obtienen mediante la deteccion,
procesamiento y visualizacion de las sefiales resultantes de las interacciones entre un haz de
electrones de alta energia con la materia. Estas interacciones pueden proporcionar
informacion sobre topografia, composicion y estructura cristalografica.

Todos los microscopios electronicos de barrido constan de un cafiéon electronico en una
columna de alto vacio, del orden de 10-5 mm de Hg, en la cual se genera un haz de electrones
de alta energia (5 - 30 kV). Este haz es colimado por una serie de lentes electronicas y
focalizado sobre la muestra analizada. Los detectores registran las sefiales originadas por la
interaccion entre el haz de electrones y la muestra, que son procesadas y visualizadas en el
sistema final de observacion. El cafion electronico es el primer componente de la columna del
microscopio y es el que produce el haz de electrones. Consta de un filamento emisor de
electrones que son luego acelerados por un anodo polarizado positivamente a una tension
variable entre unos 5 y 30 kV. Este haz es luego colimado por una serie de lentes
electronicas y pequefias aperturas hasta que es focalizado sobre la superficie de la muestra.
Resulta intuitivo que el didmetro de este haz de electrones es uno de los factores que
determina la resolucion final de la imagen. Un sistema de bobinas desvia este haz de tal
manera que una zona de la superficie de la muestra es continuamente explorada (scanning) y
las sefiales resultantes son registradas por los detectores. La parte final de la columna del
microscopio electronico es la cdmara con cierre de vacio que contiene la platina donde se
coloca la muestra. Un conjunto de controles externos permite desplazar esta platina segtn los
tres ejes (X, y, y z) y variar su orientacion segun dos ejes de rotacion (Ipohorski y Bozzano,
2013). En esta camara se colocan los detectores para registrar las distintas sefiales emitidas
por la muestra. La figura 17 detalla mejor el sistema antes mencionado.
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Figura 32. Conformacién comin de un Microscopio Electronico de Barrido, este equipo fue
facilitado por el Centro de Nanociencias y Nanotecnologia de la UNAM (CNyN) para el
analisis correspondientes a las muestras.

Fuente www.quimica.unab.cl Pardmetros de busqueda: microscopio electronico de barrido
esquema. Fecha de consulta: 12 agosto 2019).

X.LIV. TGA

El Anélisis por Termogravimetria (TGA) se define como la técnica en que se mide el
porcentaje del peso de una muestra frente al tiempo o a la temperatura mientras se somete a
un programa de temperatura controlado en una atmosfera especifica. Lo habitual es que se
produzca una pérdida de peso, sin embargo también es posible que haya una ganancia de peso
en algunos casos. La atmodsfera puede ser estitica o dindmica con un caudal determinado
(también se emplean condiciones de presion reducida) y los gases mds habituales son
Nitrogeno, aire, Argdn y Didxido de Carbono.

Una caracteristica fundamental de la técnica TGA es que solo permite detectar procesos en
los que se produce una variacion de peso tales como descomposiciones, sublimaciones,
reduccion, desorcion, absorcion, mientras que no permite estudiar procesos como fusiones,
transiciones de fase. El equipo utilizado en TGA es principalmente una termobalanza que
consta de 5 partes principales: una microbalanza electronica y su equipo de control, un horno
y los sensores de temperatura, un programador de temperatura, un controlador de la
atmosfera (tipo de gas y caudal), y un dispositivo para almacenar los datos de peso y
temperatura fundamentalmente (Puelloa, et al, 2013). La Figura 33, representa un esquema
comun de un equipo para realizar TGA.
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Figura 33. Esquema del sistema de TGA (Puelloa,et al, 2013).

El primer componente de una termobalanza es una microbalanza. La posicion del brazo se
mide mediante un sensor Optico y cualquier desviacion origina una corriente que se comunica
a la bobina y la devuelve a la posicion de equilibrio. Esto es importante para mantener la
muestra en la misma posicion dentro del horno. El segundo componente fundamental en una
termobalanza es el horno, normalmente se emplea una resistencia eléctrica (de Pt, Rh o W)
enrollada de manera que se eviten las interacciones magnéticas con la muestra y segun el
material se consiguen diferentes méaximas (Puelloa, et al, 2013).

Para esta investigacion, el andlisis termogravimétrico proporciona informacion importante
sobre las temperaturas de degradacion del material propuesto. Las temperaturas de
degradacion de un polimero son diferentes a las de los homopolimeros (esta se ve aumentada
por el aumento de peso), por lo tanto, por medio de esta técnica se obtuvo informacion
relevante sobre el proceso de polimerizacion y su efecto sobre la resistencia térmica del
material.

El equipo de TGA a utilizar para la ejecucion de este proyecto es un TA instrument Q600, el
cual se encuentra ubicado en laboratorios de Catalisis del CNyN-UNAM. Este equipo cuenta
con la posibilidad de realizar simultineamente un anélisis de Calorimetria Diferencial de
Barrido (DSC, por sus siglas en inglés). En el equipo se pueden determinar transiciones
térmicas propias de los polimeros, como son temperatura de transicion vitrea (Tg),
temperatura de cristalizacion (Tc) y temperatura de fusion. En esta técnica se observa el
cambio del flujo de calor de la muestra con respecto al cambio de temperatura. Para el
andlisis del copolimero poli (HEMA-co-VP) propuesto en esta investigacion, la inclusion de
unidades de VP sobre los bloques polimerizados de HEMA, afectard las transiciones térmicas
experimentadas por los homopolimeros individuales de PHEMA y PVP.



X.1.V. Ensayo de proliferacion celular

Los ensayos de proliferacion son ampliamente utilizados en biologia celular para estudiar
factores de crecimiento, citocinas, nutrientes y agentes citotoxicos. Hay multiples maneras de
determinar el niimero de células en un ensayo de proliferacion, entre ellas estan el conteo
directo de las células utilizando el microscopio 6 un contador electronico de particulas, 6 un

método indirecto donde por incorporacion de precursores radioactivos ¢ por la medicion de la
actividad metabdlica de enzimas celulares (Promega, 2009a). El Ensayo de Proliferacion
Celular, conocido comunmente como ensayo colorimétrico MTT o MTS por utilizar
compuestos de tetrazolium, es una coleccion de reactivos calificados que proveen de un
método rapido y conveniente para determinar en ensayos el numero de células viables en la
proliferacion, citotoxicidad, adherencia celular, quimiotaxis y apoptosis. El ensayo se lleva a
cabo anadiendo al cultivo con la fraccidn a probar una premezcla de “Solucidn para tefir”; se
deja incubando 4 horas para permitir la formacion de las sales de formazan. El formazan es
un precipitado cristalino producto de la reduccion del MTT, que requiere de la disolucion de
dichos cristales antes de realizar la lectura de la absorbancia a 490nm . Esto indicara la
cantidad de formazan producido, siento esta lectura directamente proporcional al nimero de
c¢lulas metabdlicamente activas o viables dentro del cultivo celular (Promega, 2009).

X.II. Glutaraldehido

El glutaraldehido es un agente de entrecruzamiento de uso comun en polimeros que contienen
grupos hidroxilo (-OH) en su estructura. La estructura del glutaraldehido es mostrada en la
Figura 34. Los grupos aldehido de este compuesto, ubicados en cada extremo de la molécula,
reaccionan con los grupos hidroxilo del polimero para formar grupos éster, los cuales actuan
entrecruzando o sujetando dos cadenas del polimero, generando asi una estructura
tridimensional con la capacidad de absorber agua, sin disolverse.
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Figura 34. Estructura quimica de glutaraldehido. Este compuesto serd usado como agente
entrecruzante de las fibras poliméricas obtenidas por electrohilado del copolimero poli
(HEMA-co-NVP).

Fuente: www.betelgeux.es, Pardmetros de busqueda: glutaraldehido estructura, Fecha de
consulta: 12 de enero 2019.



