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RESUMEN

En este trabajo se presenta la encapsulacion del analogo de chalcona 2-[(E)-4-(dimetilamino)benzilideno)]indan-1-ona (compuesto fluorescente) en
micro-nanofibras de poli(acido lactico) (PLA), con fines de investigar en el desarrollo de biomateriales y/o andamios para ingenieria de tejidos. Este
analogo de chalcona (CHAL) fue sintetizado mediante la reaccion de condensacion de Claisen-Schmidt en medio basico, y fue caracterizado por
espectroscopia FT-IR y RMN. El andlisis de biocompatibilidad de CHAL con eritrocitos humanos indicé que este compuesto puede ser considerado no
hemolitico hasta una concentracion de 500 uM. La fabricacion de las micro-nanofibras de PLA (cargadas con CHAL) fue realizado mediante la técnica
de electrospinning. Las condiciones 6ptimas del proceso de electrospinning fueron: voltaje de 15 kV, distancia punta-colector de 13 cm, concentracion de
la solucion polimérica de 12,5 % P/V a 23 °C. La caracterizacion morfoldgica de las fibras fue realizada mediante microscopia electronica de barrido
(MEB). Las fibras cargadas con CHAL a concentraciones de 10, 20 y 50 pg/mg presentaron una distribucion de tamafio dentro de la escala micrométrica
a 5-9 pm, mientras que las microfibras de PLA se encontraban en un intervalo ligeramente menor de 3-5 pm. Se demostré que la encapsulacion de
CHAL induce una modificacién morfoldgica sobre las fibras de PLA, donde incluso se observd la formacion de gotas dentro de las mallas. Ademas, se
demostré mediante MEB que se lograron obtener nanofibras que presentaron tamafios menores a 200 nm y una rugosidad superficial apreciable, lo cual
es relevante para pensar en la biomimetizacion de matriz extracelular (ME) en ingenieria tisular. Finalmente, se comprob6 un alto porcentaje de
rendimiento de encapsulacion de CHAL (mayor al 95 %) mediante espectrofotometria UV-visible, y se evidencid el caracter fluorescente que poseen las
mallas cargadas con este analogo de chalcona.

Palabras Claves: Chalcona, Poli(acido lactico), Micro-nanofibras, Electrospinning.

MICRO-NANOFIBERS OF POLY(LACTIC ACID) FABRICATED BY ELECTROSPINNING
AND ENCAPSULATION OF 2-[(E)-4-(DIMETHYLAMINE)BENZYLIDENE]INDAN-1-ONE

ABSTRACT

In this work the encapsulation of a chalcone analogue (2-[(E)-4-(dimethylamine)benzylidene]indan-1-one) in micro-nanofibers of poly(lactic acid) (PLA)
is presented. The purpose is to investigate the development of potential biomaterials or scaffolds for tissue engineering. This chalcone analogue (CHAL)
was synthesized by Claisen-Schmidt condensation in basic medium and was characterized by FT-IR and NMR spectroscopy. The biocompatibility
analysis of CHAL with human erythrocytes indicated that this compound can be considered non-hemolytic up to a concentration of 500 uM. The
fabrication of PLA micro-nanofibers (loaded with CHAL) was carried out using the electrospinning technique. The optimal conditions of the
electrospinning process were: voltage of 15 kV, tip-collector distance of 13 cm, concentration of polymer solutions of 12.5 % w/V at 23 °C. The
morphological characterization of the fibers was realized by scanning electron microscopy (SEM). Fibers loaded with CHAL at concentrations of 10, 20
and 50 pg/mg presented a representative size distribution in the micrometric scale at 5-9 um, while PLA microfibers were mostly in the 3-5 um range. It
was demonstrated that the encapsulation of CHAL induces a morphological modification on the PLA fibers; even, the formation of drops inside the
scaffolds was observed. As well, we proved by SEM the formation of nanofibers with diameter sizes smaller than 200 nm and an appreciable surface
roughness. These results are interesting to think about the biomimetization of extracellular matrix (EM) for tissue engineering. Finally, a high percentage
of encapsulation yield of CHAL (>95 %) was verified by visible UV spectrophotometry, and the fluorescent character of the structures loaded with this
chalcone analogue was evidenced.
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1. INTRODUCCION

La chalcona, 1,3-difenil-2-propen-1-ona, es una
cetona o, P-insaturada que consta de dos anillos
aromaéticos interconectados por el grupo —CO-
CH=CH- (sistema carbonilo «, B-insaturado
altamente electrofilico), cuya estructura es lineal o
casi planar [1]. Los estudios biolégicos
contemporaneos reportan un amplio espectro de
actividades farmacologicas para los derivados o
anadlogos de chalcona, que incluyen efectos
antibiéticos [2], antiinflamatorios [3], antidiabéticos
[4] y antitumorales [5]. Més alla del potencial
farmacoldgico que pueden aportar las chalconas, su
estructura quimica planar (con alta conjugacién de
electrones m) puede absorber fotones de longitudes
de onda en la region del ultravioleta visible, lo cual
amplia su potencial aplicacion en otras areas como
terapia fotodinamica y fluorescencia. Las chalconas
en este sentido han sido estudiadas como
marcadores fluorescentes de proteinas, membranas
bioldgicas y lipoproteina [6,7].

Las investigaciones realizadas sobre el nucleo
chalcona refieren precisamente al compuesto libre.
La innovacién cientifica de este trabajo radica
entonces en explorar el encapsulamiento de este tipo
de estructuras en una matriz polimérica,
especificamente, en fibras de poli (acido lactico):
PLA. El interés en el poli (&cido lactico) puede
sustentarse en el hecho de que es un poliéster lineal
biodegradable, donde la rapidez de su degradacién
depende de la relacibn de su morfologia
amorfo/semicristalino y de su masa molar inicial; asi
como del pH del medio donde se someta a su
degradacion [8]. También el PLA puede ser
considerado biocompatible y biodegradable en
organismos Vvivos, lo que permite a este polimero
tener una versatil aplicacion para la regeneracion de
tejidos [9], y puede ser obtenido en diferentes
formas como fibras [10], particulas [11], andamios
[12], usado en impresion 3D [13], biofabricacion
[14], etc.

Cuando los diametros de una fibra polimérica se
encuentran por debajo de un micrometro se
considera una nanofibra, y esto permite que
sobresalgan relevantes caracteristicas como alta area
superficial, flexibilidad, funcionalidad de Ia
superficie y un superior desempefioc mecéanico [15-
17]. En cuanto al éarea superficial vy
biodegradabilidad que puedan presentar las
micro/nanofibras de PLA, esto les confiere una

primera ventaja de servir como mejor soporte para
reparar un tejido dafiado, debido a que la funcion del
biomaterial es crear un ambiente éptimo para que
las células lleven a cabo sus procesos de adhesion,
proliferacion y diferenciacion. Como segunda
ventaja, el biomaterial tiene la posibilidad de ser
excretado del organismo después del tiempo
establecido para la terapia [18].

Dentro de los métodos actualmente empleados para
la obtencion de fibras poliméricas se destaca la
técnica de electrospinning. En el proceso de
electrospinning (Figura 1), el polimero en solucién
dentro de un reservorio es sostenido por su tensién
superficial y luego de ser sometido al campo
eléctrico (de alto voltaje), una carga eléctrica es
inducida en su superficie. Cuando el campo
eléctrico alcanza un valor critico, las fuerzas
eléctricas repulsivas superan las fuerzas de tension
superficial, iniciando el proceso de hilado del
polimero con la consiguiente formacion del cono de
Taylor. El solvente es evaporado durante el
recorrido de los hilos poliméricos desde la punta del
tubo capilar hacia el colector metalico, resultando
asi en una disposicion aleatoria de las fibras sobre el
colector. Ademas, los parametros que afectan la
morfologia de las micro/nanofibras son: viscosidad,
masa molar y concentracion del polimero, voltaje
aplicado, distancia entre la punta y el colector, entre
otros [15,19,20]. La disposicidn final de fibras posee
un caracter biomimético que puede simular las
estructuras construidas por una arafia: un entramado
de hilos que poseen una alta conectividad y rigidez
[21].

___ Solucién
polimérica
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Figura 1. Técnica de electrospinning: formacién de
fibras poliméricas
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El propdsito este trabajo es el estudio del
encapsulamiento de un compuesto analogo de
chalcona dentro de una matriz polimérica de PLA
gue biomimetiza una matriz extracelular usando la
técnica de electroespinning. En este sentido, se
estudiaron los pardmetros morfologicos de las
mallas 3D de PLA y destacar las posibles
diferencias que pueden presentarte en la morfologia
de dichas mallas una vez incorporado el compuesto
2-[(E)-4-(dimetilamino)benzilideno)]indan-1-ona
(CHAL) (Figura 2). La importancia de este
compuesto es dar una propuesta en el proceso de
encapsulacion de farmacos claves en el tratamiento
de una afeccion tisular como son los antibidticos y
antiinflamatorios.

Figura 2. Estructura de 2-[(E)-4-
(dimetilamino)benzilideno)]indan-1-ona (CHAL).

2. PARTE EXPERIMENTAL

2.1 Materiales y equipos

Los compuestos 1-indanona y 4-dimetilamino-
benzaldehido fueron obtenidos de los proveedores
Sigma-Aldrich y Riedel-de Haén, respectivamente.
El poli (acido lactico) PLA fue obtenido de Nature
Works. Los solventes organicos utilizados eran de
grado analitico. La medicion del punto de fusion de
CHAL se realiz6 con un fusiometro MEL-TEMP. La
naturaleza amorfa del PLA fue evaluada mediante
calorimetria diferencial de barrido usando un equipo
DSC-7 Perkin Elmer. Condiciones de ensayo: 5 mg
de muestra, velocidad de estudio de 20°C/min entre
25°C-200°C. Este resultado no es presentado aqui,
pero el termograma DSC del PLA usado no presento
ninguna evidencia de cristalizacion (Tc) o de fusion
(Tf), solo la transicion vitrea Tg alrededor de ~
70°C.

2.2 Sintesis de 2-[(E)-4-(dimetilamino)
benzilideno)]indan-1-ona

La sintesis de CHAL se fundamentd en la reaccién

de condensacién de Claisen-Schmidt [22]. Se
mezclaron 2 mmol (264 mg) de l-indanona y 2
mmol (298 mg) de 4-dimetilamino benzaldehido en
medio basico (KOH al 40 % en etanol). El producto
obtenido fue recristalizado en etanol.

2.2.1 Caracterizacion de CHAL

El compuesto organico sintetizado fue caracterizado
usando un espectrofotometro infrarrojo  por
transformada de Fourier (FT-IR) Thermo Scientific,
Nicolet iS10 (en pastilla de KBr), un espectrometro
de Resonancia Magnética Nuclear Varian de 300
MHz modelo MERCURY-300 (referencia interna:
TMS tetrametilsilano; solvente: CDCls). La
caracterizaciébn morfolégica de CHAL se realizd
empleando un microscopio electrénico de barrido
(MEB) JEOL JSM6390 a 25 KV; el pretratamiento
de las muestras con oro/paladio antes de visualizarse
en el MEB se realiz6 con un equipo de metalizacion
sputter-coater Blazers-SCD-030.

2.2.2 Ensayo de hemocompatibilidad de CHAL

Se realizé la determinacion de la fragilidad osmotica
de los eritrocitos humanos al estar en contacto con el
compuesto en estudio, lo cual es una evidencia de la
hemocompatibilidad de cualquier compuesto en
presencia de fluido sanguineo [9]. El primer paso
fue la recoleccion de la sangre de un voluntario
humano sano. La sangre recolectada y anticoagulada
con citrato sddico se centrifugd a 2000 rpm para
separar el plasma, la cantidad de plasma retirada se
sustituyd por una solucion de NaCl 0,9 % y se
volvié a centrifugar, este procedimiento se realizd
tres veces mas. Los eritrocitos lavados se
almacenaron a 4 °C y se emplearon en los
experimentos dentro de las primeras cuatro horas
posteriores a la extraccion.

Se prepar6 una solucion de buffer fosfato salino
(PBS por sus siglas en inglés) al 0,9 % para disolver
el compuesto y emplearse como control negativo.
Una solucion de Triton X-100 (1% v/v) se empled
como control positivo y para la solucion madre de
CHAL se utiliz6 DMSO (Dimetilsulfoxido) al 1%
v/v. Las concentraciones de CHAL fueron 100-500
mM. Las muestras se colocaron en epperdorf 200
pL junto con 800 pL de una suspension de
eritrocitos al 2,5%. Los tubos se incubaron a 37 °C
durante 45 minutos, luego se centrifugé a 1500 rpm
por 5 minutos y se medi6 la absorbancia a 540 nm.
El porcentaje de hemdlisis se determin6 por medio
de la siguiente ecuacion (1) [20].
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%EE =

absorbancia muestra—absorbancia PES

x100

absorbancia Triton x 100—absorbancia PBS

)

2.3 Encapsulacion de CHAL en fibras de PLA
por electrospinning

Se prepard 5 ml de la solucion polimérica de PLA a
una concentracion del 12,5 % P/, disolviendo
(0,6250 + 0,0001) g de PLA en cloroformo
mediante agitacion magnética, y aforado a un
volumen de (5,000 + 0,025) ml. Las soluciones
poliméricas de PLA que contienen a CHAL fueron
preparadas usando las siguientes relaciones: 10, 20 y
50 upg/mg (compuesto fluorescente/PLA). La
concentracion de PLA en cloroformo fue 12,5 % P/y,.

El aparato de electrospinning estaba constituido por:
un reservorio (inyectadora con punta metalica), en el
cual descendi6 la solucién polimérica, un colector a
base de aluminio, dos electrodos que forman la
configuracion punta-colector y una fuente de alta
tension en el orden de los kilovoltios (kV) que
gener6 corriente continua. Las condiciones
experimentales que permitieron la obtencion de las
estructuras fluorescentes tipo andamio fueron:
aplicacién de un voltaje de 15 kV, distancia punta-
colector de 13 cm, concentracion de la solucion
polimérica de 125 % PA a 23 °C. Las
micro/nanofibras  poliméricas obtenidas fueron
caracterizadas por MEB, usando las condiciones en
2.2.1

2.3.1 Determinacion de la masa molar
viscosimétrico del PLA antes y después del
proceso de electrospinning

La determinacion de la masa molar del PLA se

realizo empleando la técnica de viscosimetria

capilar, de manera que, fueron preparadas

soluciones diluidas de PLA/Cloroformo de 0,8; 0,6;

0,4; 0,2% ml/v partiendo de una solucién madre de

1% m/v. Se midié el tiempo de caida de cada

solucion polimérica empleando un cronémetro

hybrid stopwatch. Con este procedimiento se
obtiene la viscosidad intrinseca [n] y a partir de alli
es posible determinar la masa molar viscosimétrico

(Mv) del PLA aplicando la ecuacion de Mark-

Howink-Sakurada (2).

n =KxMva )]

Las constantes viscosimétricas dependen tanto de la
relacion polimero-solvente como de la temperatura,
de modo que, para el caso de estudio PLA/CHCI;
los valores de las constantes a 25 °C son; a=0,777 y
K=0,0131 [23].

2.3.2 Determinacion de la  eficiencia de
encapsulacién de CHAL
Para conocer la cantidad del compuesto encapsulado
en las fibras poliméricas se procedié a disolver una
cantidad conocida de fibras en CH3Cl. Finalizada su
disolucién, empleando un espectrofotometro UV-
Visible HP Agilent 8452, se midid la absorbancia a
271 y 423 nm que corresponden a los maximos de
absorcién de CHAL. Luego de conocer la cantidad
del compuesto presente en las fibras, y previamente
conocida la cantidad de compuesto empleado para
su encapsulacion, por diferencia se determiné el
porcentaje de eficiencia usando la siguiente

ecuacion (3).

Cantidad de chalcona encapsulada
%EE = P

cantidad inicial de chalcona en el sistema

x100
®)

3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Sintesis y caracterizacion de 2-[(E)-4-
(dimetilamino)benzilideno)]indan-1-ona

El rendimiento de la sintesis de CHAL fue de 83 %.
La apariencia del producto fue de un sélido naranja
con punto de fusion de 158-159 °C. Mediante
microscopia electronica de barrido (MEB) se
caracterizd el compuesto recristalizado en etanol
(Figura 3). Se observaron cristales de tipo laminar,
con secciones quebradizas. Bajo las condiciones de
recristalizacion (etanol puro a 24 °C), se obtuvieron
tamarios de cristales en un rango de 1-15 pm. Estos
tipos de cristales son particulares de los compuestos
orgénicos como los derivados de chalcona [24,25].

El andlisis por espectroscopia infrarroja FT-IR
permitié confirmar el tipo de grupos funcionales que
presenta CHAL. El espectro FT-IR (Figura 4)
muestra las bandas caracteristicas de los grupos
funcionales: tension del enlace simple C-N del
grupo dimetilamino entre 1293 y 1378 cm, tension
de los dobles enlaces conjugados C=C en los anillos
aromaticos en el intervalo de 1525 - 1590 cm™,
tension del grupo carbonilo en 1675 cm™ y la banda
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de tension de los enlaces C-H (alifaticos e
insaturados) entre 2847 y 3000 cm™.

o 0k

Figura 3. Micrografia (MEB) de CHAL recristalizada
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Los espectros H-RMN y *C-RMN mostraron las
sefiales de los protones y carbonos que presenta
CHAL (Figuras 5 y 6, respectivamente). Sefiales en
el espectro de protones, § *H (CDCls, 300 MHz):
3.04 ppm (6H, 1S, -N(CHs)2), 3.99 ppm (2H, 1S,
alilicos -CH,-), 7.55 ppm (1H, 1S, vinilico =CH-) y
protones aromaéticos (=CH-) en 6.74, 7.40, 7.58,
7.60, 7.63, 7.90 ppm. Sefiales en el espectro de
carbono, 8 ¥C (CDCls;, 300 MHz): 32.7 ppm
(carbono de grupo metileno), 40.1 ppm (carbono
metilico), carbonos vinilicos (2) y aromaéticos (12)
en 112-151 ppm, y 1943 ppm (carbono
carbonilico). Los espectros de RMN permitieron
realizar una elucidacién completa de la estructura
organica de CHAL. Las asignaciones quimicas de los
protones y carbonos tienen concordancia con lo
reportado en la literatura para compuestos derivados
de chalcona [26].
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Figura 4. Espectro FT-IR (KBr) de CHAL
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Figura 6. Espectro **C-RMN (CDCls, 300 MHz) de CHAL
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3.2 Estudio de hemocompatibilidad de CHAL

La prueba de hemocompatibilidad es muy comun e
importante durante el desarrollo de biomateriales,
pues mide la tolerancia del material al estar en
contacto directo con un sistema bioldgico activo
como la sangre [27]. Si a través de las células que
conforman la sangre, se puede evidenciar algun tipo
de respuesta negativa o positiva, entonces, se puede
tener una primera evidencia de la biocompatilidad
gue tiene ese biomaterial.

De acuerdo a lo reportado en la literatura, los
materiales se pueden clasificar en tres grupos, de
acuerdo al porcentaje de hemolisis. Valores
superiores al 5% se consideran hemoliticos,
mientras que, aquellos con indice hemolitico entre
5% y 2% se clasifican como levemente hemoliticos.
Finalmente, cuando el material presenta un
porcentaje de hemdlisis inferior al 2%, se considera
como un material no hemolitico [27]. En base a los
resultados aqui obtenidos, el porcentaje de hemolisis
para todas las concentraciones estudiadas de CHAL
fue inferior al 2% (Figura 7 a), de manera que se
puede clasificar como un material no hemolitico.
Los resultados visuales de la actividad hemolitica de
la CHAL fueron muy similares a la de las células
tratadas con solucién salina tamponada con fosfato
(PBS, pH 7,4) como se puede observar en la Figura
7b, y se observa que en caso del control positivo
(usando Triton X-100) se tiene la hemolisis total de
los eritrocitos, pues se aprecia toda la solucion con
coloracion rojiza.

3.3 Encapsulacion de CHAL en fibras de PLA
por electrospinning

Primero, fue importante tener una vista general del
entramado de fibras de PLA (sin carga), con el fin
de determinar posteriormente los cambios (fisicos y
morfoldgicos) que pudieran presentarse en la
encapsulacion de CHAL. En la figura 8 se observan
detalles superficiales y se muestra la distribucion del
diametro de las fibras de PLA en la escala nano y
micrométrica. En la Figuras 9 y 10 se observan las
estructuras 3D cargadas con una concentracion del
compuesto en PLA de 20 y 50 pg/mg,
respectivamente, empleando las mismas condiciones
de preparacion. De igual manera, se observa la
distribucion de tamafio de las fibras, vy

particularmente se evidencia la fluorescencia de las
mallas obtenidas. Esta evidencia mostrada en las
figuras permite decir que, efectivamente, durante
proceso de electrohilado del PLA, se preservo el
cardcter fluorescente de la estructura quimica
encapsulada, como era de esperarse segun resultados
consultados en la literatura para la encapsulacion de
un compuesto orgdnico como la doxorrubicina en
fioras de PLA empleando la técnica de
electrospinning [28].

[ -
' Hemolitico #
&
- 8% Hemolizi GN& hemuhtlm‘
v 4
"
EE
Y
=
2,
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0
100 200 300 400 500
a) Concentracion phi

Figura 7. a) Representacion grafica del porcentaje de
hemdlisis obtenido en eritrocitos humanos tras la
incubacion por 45 minutos a 37°C a diferentes
concentraciones de CHAL (100-500 pM). b) Imagen de
los tubos eppendorf que contienen las diferentes
concentraciones de CHAL tras la incubacion y luego del
proceso de centrifugacion.
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01051 2 3 4 6 7 8 9 10
Tamano de ﬁbras (um)

Porcentaje (%)

25KV X2500 10pm 0114 PLA125

26KV X2,000 10ym 0112 PLA125

201 nm

25KV X100 100pm 0102 PLA 125 .

25KV X10.000 1pm 0113 PLA 125

25KV X10,000 1pm 0116 PLA 126

Figura 8. Micrografia (MEB) de la malla obtenida por electrospinning usando solo PLA, a C=12,5% p/vy 15 KV. En la

parte superior se muestra un histograma con la distribucién de los didmetros de las fibras extraidos de las micrografias.

25

SI-IIIIIIII-_‘t

01051 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Tamano de fibras (um)

Porcentaje (%)

25kV X2,000 10pm 0157 IND 20

25kV X200 100pm 0152 IND 20

25kV X10,000 1pm 0162 IND 20

Figura 9. Micrografia (MEB) de la malla con carga obtenida por electrospinning a una relacién de CHAL en PLA de 20
pg/mg, a una C=12,5 % P/v y 15 KV. En la parte superior se muestra un histograma con la distribucion de los didmetros de
las fibras extraidos de las micrografias.
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25kV  X10,000 1pm 0166 IND 50

Figura 10. Micrografia (MEB) de la malla con carga obtenida por electrospinning a una relacién de CHAL en PLA de 50
pg/mg, auna C=12,5 % P/v y 15 KV. En la parte superior se muestra un histograma con la distribucién de los diametros de
las fibras extraidos de las micrografias.

Los didmetros observados en las micrografias
mostraron que la distribucion de tamafio de las
fibras de solamente PLA tiene un predominio en la
escala nanométrica de 100, 500 y1000 nm; y de
fibras mas gruesas en la escala micrométrica de 3-5
pm y 10 pm (Figura 8). Por otro lado, las fibras de
PLA cargadas con CHAL a 20 y 50 pg/mg
presentaron entre si dominios de frecuencia de
tamafio de manera importante en la escala
micrométrica (5-9 um), donde se observa entonces
que las microfibras presentaron una tendencia a
incrementar su diametro cuando se incorpora el
analogo chalcona. Estos resultados sugieren
entonces que el compuesto fue debidamente
encapsulado [29]. Asimismo, el modo de
fabricacion de fibras de PLA y PEG (cargadas con
farmacos anticancerigenos como la doxorrubicina y
el paclitaxel), empleando la técnica de
electrospinning, posee la ventaja de brindar
porcentajes de encapsulacion mayores al 90 % [30],
[31]. En la Tabla 1 se muestra que estos valores de
eficiencia fueron mayores al 95 % lo cual representa
resultados satisfactorios.

Tabla 1. Eficiencia de encapsulacion de CHAL en micro-
nanofibras de PLA

Relacién de CHAL
en PLA (ug/mg)

Porcentaje de
encapsulacion (+ 1 %)@

20 98
50 99

a: Determinacién realizada por espectrofotometria UV-visible

A partir de las estructuras 3D que se obtienen con la
técnica de electrospinnig, se consigue biomimetizar
lo que corresponde a una matriz extracelular, tanto
en la distribucion de las fibras como en sus
diametros y en su morfologia superficial [32-34]. En
lineas generales el resultado ideal era obtener un
entramado tridimensional de fibras en la escala
nanométrica y sin la presencia de gotas dentro de la
malla. La obtencién de nanofibras en el éarea de
ingenieria de tejidos presenta una propiedad
importante que es la alta area superficial, lo cual es
muy beneficioso para la adhesion celular,
mimetizando asi la matriz extracelular. El tamafio de
poros en las mallas poliméricas es un factor
importante porque dentro de estos poros las células
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pueden llevar a cabo procesos de infiltracion,
migracion y proliferacion celular, asi como también
el transporte de fluidos y procesos de
vascularizacién. El control y tamafio de poros es
dependiente del didmetro de las fibras [35,36]. Por
tanto, con fines de obtener poros de tamafio
micrométrico donde las células puedan favorecer
procesos de infiltracion y migracion celular, y
adicionalmente promover la degradacion del
material biomimético, la obtenciéon de microfibras
presenta una ventaja interesante. En este sentido, la
heterogeneidad en el tamafio de las fibras (con carga
y sin carga) puede entonces brindar una estructura
3D que puede biometizar una matriz extracelular la
cual presenta fibras proteicas en la escala micro y
nanométricas [35].

Referente a otra propiedad morfol6gica como la
rugosidad, se evidencia que este pardmetro no
presenta una variacion importante entre las fibras
cargadas y sin carga. La rugosidad superficial
observadas en todas las fibras obtenidas es ideal
para el cultivo celular, porque favorece el proceso
de adhesion de las células sobre el biomaterial. Este
efecto rugoso sobre las fibras puede ser atribuido a
la répida evaporacion del solvente (cloroformo)
durante el viaje de la solucion polimérica desde la
punta hasta el colector metalico, debido a que este
solvente orgénico presenta una alta presion de vapor
a temperatura ambiente [15]. Por tanto, la presencia
del compuesto no disminuye este factor importante
en la morfologia de las fibras.

Por otro lado, a medida que la concentracion de
CHAL aumenta, se genera mayor cantidad de gotas
dentro de las mallas, que pudiesen favorecer el
proceso de adhesion celular sobre este tipo de
superficie. Ademas, la formacion de gotas sugiere
que la solucion polimérica podria estar sufriendo
una variacion en su viscosidad por este hecho, lo
cual estaria relacionado con variaciones en el masa
molar del polimero base (PLA) usado. Es asi como
la determinacién del masa molar viscosimétrico del
PLA antes y después del proceso de electrospinning
pueden sustentar o descartar dicha hipotesis. Los
valores del masa molar viscosimétrico del polimero
antes y después de ser sometido a alto voltaje (15
kV) son 9,5x10* y 8,7x10* g/mol, respectivamente.
El error asociado a los calculos esta en el orden del
10-15 % de la medida, de modo que, se puede decir

depolimerizacion del polimero bajo las condiciones
de estudio con la técnica de -electrospinning.
Continuando la idea anterior, el tipo de morfologia
obtenida para las fibras y la formacion de gotas
dentro de las mallas pudiesen favorecer el proceso
de adhesion celular sobre eses tipo de superficies, lo
cual es un requisito primordial para la ingenieria de
tejidos, asi como para el estudio del
encapsulamiento de farmacos o biomoléculas
necesarias durante el proceso de regeneracion de un
tejido.

4. CONCLUSIONES

El compuesto 2-[(E)-4-(dimetilamino)benzilideno)]indan-
1-ona fue sintetizado, y luego encapsulado con un
alto rendimiento dentro de estructuras biomiméticas
de PLA mediante el proceso de electrospinning. Se
logr6  evidenciar que existen  diferencias
morfologicas entre las fibras cargadas con el
compuesto y las fibras de PLA sin carga. Las fibras
obtenidas se encontraron en las escala nano y
micrométrica, aunque para el caso de las mallas
cargadas con el analogo de chalcona, sus didmetros
se presentaron mayoritariamente en la escala
micrométrica. Asimismo, se obtuvo que estas fibras
presentaron una rugosidad superficial relevante para
desarrollar a futuro procesos de adhesion celular,
facilitando asi procesos de proliferacion vy
replicacion celular.
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