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1. ANTECEDENTES
1.1. ANTECEDENTES GENERALES

1.1.1. CICATRIZACION

La cicatrizacidbn cutanea es un proceso fisiolégico, dinamico e interactivo que
realiza el organismo con la finalidad de regenerar los tejidos (dérmico y
epidérmico) como respuesta a soluciones de continuidad, proceso que incluye una
serie de eventos bioquimicos complejos que se sobreponen entre si, en el cual
participan mediadores solubles extracelulares, células sanguineas, células de la
matriz tisular, y del parénquima, para facilitar el estudio y comprensién del proceso

de reparacion de las heridas, se le ha dividido en 3 fases: hemostasia e

inflamatoria, proliferativa, maduracién y remodelacion tisular (1) (2) (3).
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Figura 1. Fisiologia de la cicatrizacion.

FASE | - HEMOSTASIA
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hemostasia y coagulacion se inicia con la activacion de los elementos celulares de
la sangre y lleva a la formacién del coagulo o tapén hemostético, proceso en el
cual interfiere la cascada de la coagulacion y el fendbmeno de agregacion

plaquetaria (figura 2).
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Figura 2. Fases de la hemostasia

Inicialmente se adhieren las plaquetas al intersticio, donde la trombina y el
colageno fibrilar expuesto las activa, como resultado de esta activacion se produce
su degranulacion, liberando numerosos mediadores: entre ellos fibrindgeno,
fibronectina y trombospondina que intervienen en la agregacion plaquetaria, el
factor VIII, de Von Willebrand que contribuye a la adhesiéon plaguetaria, actuando
como puente de union entre el colageno subendotelial y el receptor plaquetario de
integrina allbB3 y el Adenosin difosfato y la trombina que atraen mas plaquetas a
la zona lesionada. Todo esto da lugar a la agregacién plaquetaria y a la formacién
de un tapon hemostatico. Las plaguetas también sintetizan factores de
crecimiento: el factor de crecimiento derivado de las plaquetas (PDGF) y el factor
de crecimiento transformador-(TGF-) con accién mitdgena y quimiotactica en los
fibroblastos, el factor de crecimiento transformante-a (TGF-a) y el factor de

crecimiento epidérmico (EGF) estimulan la epitelizacion.



La formacién de un coagulo producida por la cascada de coagulacion que inician
los elementos de la sangre y llevan a la formacion de trombina, enzima que
transforma el fibrinbgeno en fibrina que promueve la coagulacion ademas de
activar las plaquetas. El fibrindbgeno y los receptores de superficie de las plaquetas
se unen y se polimerizan para formar una matriz de fibrina, dando lugar a un
trombo. El coagulo de fibrina y la fibronectina proveen una matriz inicial que
favorece la migracion de monocitos, fibroblastos y queratinocitos ademas de
intervenir en la respuesta inflamatoria por medio de la bradiquinina y las fracciones
C3a y Cbha del complemento, los cuales aumentan la permeabilidad vascular y
promueven la quimiotaxis de neutréfilos y monocitos.

En forma simultanea el endotelio produce prostaciclina, que inhibe la agregacion,
lo cual limita el proceso, la antitrombina lll, inhibe la formacién de fibrina, la
proteina C, inhibe al factor VIII y limita la adhesion y el activador del plasmin6geno

y la plasmina son relevantes en la lisis del coagulo. (3)

FASE Il - INFLAMATORIA

Esta fase se caracteriza por la migracion de neutrdéfilos a la herida, atraidos por
factores quimiotacticos especificos, como el factor estimulador de colonias de
granulocitos/macrofagos (GM-CSF), la calicreina y los fibrinopéptidos, que
aumentan la expresion del complejo dimérico CD11/CD18, facilitando Ila
marginacion vascular y la posterior diapédesis. Una vez los neutréfilos migran al
intersticio, se dan las interacciones "célula-célula" y "célula-matriz" favorecidas por
las integrinas iniciando asi la funcién de fagocitosis de bacterias y proteinas de la
matriz por medio de liberacion de enzimas especificas (hidrolasas, proteasas y
lisozimas) y radicales libres de oxigeno. Finalmente, los neutréfilos agotados
guedan atrapados en el coagulo y se disecan con él, y los que permanecen en
tejido viable mueren por apoptosis y posteriormente son removidos por los
macroéfagos o fibroblastos.

Posteriormente, se produce el acumulo de monocitos que reemplazan a los
neutrofilos, estimulados por factores quimiotacticos, (fragmentos de colageno,

elastina, fibronectina, trombina enzimaticamente activa, TGF fil, calicreina y



productos de degradacién de la matriz). Los monocitos de los vasos, al migrar al
tejido se transforman en macrofagos y se unen a proteinas de la matriz
extracelular mediante receptores de integrina, promoviendo la fagocitosis. Asi se
produce la descontaminacion del foco y el desbridamiento autolitico facilitado por
la liberacion de enzimas como las colagenasas.

Las endotoxinas bacterianas también activan la liberacién de Interleucina 1 (IL-1)
por parte de los macréfagos, que a su vez estimula la liberacién de Interleucina
(IL-8) que atraerd mas neutrdfilos, aumentando asi la destruccion tisular.

Los macréfagos, una vez unidos a la matriz extracelular, sufren un cambio
fenotipico, y pasan de comportarse como células inflamatorias a comportamiento
de células reparadoras, que liberan citoquinas y factores de crecimiento (TGF a y
P, PDGF, FGF y IGF-1) con un importante papel en la neoformacion tisular; siendo
los procesos descritos los que permiten la induccion de la angiogénesis y la
formacion de tejido de granulacién, preparando el lecho de la lesion para la

siguiente etapa fisiologica. (3)

FASE Il - PROLIFERATIVA O DE GRANULACION

Los fibroblastos constituyen las células mas importantes en la produccion de
matriz dérmica, llegan a la herida desde musculo, tendoén, fascia y una vez en el
lecho de la lesion, migran con movimientos activos sobre una matriz laxa de
fibronectina, para ello el PDGF hace que exprese receptores de integrina a1 y a5,
posibilitando la migracién e interaccién con los demas factores de crecimiento. La
hipoxia en el centro de la herida, favorece la liberacion de factores de crecimiento
estimulantes de la proliferacion de fibroblastos (TGF pl, PDGF, FGF, EGF y
VEGF). Para movilizarse a través de la matriz de fibrina, se requiere un sistema
proteolitico que facilita el desplazamiento celular, compuesto por enzimas
derivadas de fibroblastos, proteasas séricas (plasmina y plasminégeno del suero,
activador del plasminégeno) y colagenasas (MMP-1 o metaloproteinasa de la
matriz; MMP-2 o gelatinasa y MMP-3 o estromalisina). EI PDGF estimula la

liberacion de estas proteinas del fibroblasto mientras que el TGF B induce la



secrecion de inhibidores de las proteinasas, controlando asi la degradacion de la
matriz.

Con la migracion de fibroblastos estos depositan una neo-matriz provisional de
fibronectina y &cido hialurénico estimulados por citoquinas y factores de
crecimiento (TGF P, PDGF, TNF, FGF, IL1 e IL4) para comenzar a sintetizar la
matriz de colageno (tipos I, 1ll y VI) y una vez que se depositd una suficiente
cantidad, cesa la produccién, debido a que el INF y y la misma matriz inhiben la
proliferacion de fibroblastos y la sintesis de colageno. La angiogénesis y la
formacién de tejido de granulacion se inician simultaneamente con la fibroplasia.
Los vasos sanguineos adyacentes a la lesion emiten yemas capilares, en cuyo
extremo se encuentran las células endoteliales, que sufren un cambio fenotipico
que les permite proyectar pseuddépodos a través de las membranas basales
fragmentadas y migrar al espacio perivascular; en ésta proliferacion endotelial
tiene un papel especial el factor de crecimiento vascular-endotelial (REGF) y las
angiopoyetinas (Ang). La Ang 2 interactia con un receptor de las células
endoteliales (Tie 2), haciéndolas mas laxas y disminuyendo el contacto de éstas
con la matriz para favorecer la accion del VEGF.

El TGF B estimula la sintesis de fibronectina y proteoglicanos para constituir la
matriz provisional, y a su vez facilita la migracién celular e induce el fenotipo de
célula endotelial adecuado para la formacion de tubos capilares.

La proteina acidica y rica en cisteina de la matriz celular (SPARC) liberada por los
fibroblastos y macrofagos, junto a la trombospondina y la tenascina son
consideradas proteinas antiadhesivas ya que desestabilizan las interacciones
célula-matriz, favoreciendo la angiogénesis. Al mismo tiempo la disminucion de la
tension de O2, estimula a los macrofagos para que produzcan y secreten factores
angiogénicos, ayudado también por la migracion de las células endoteliales los
cuales forman brotes capilares que se dividen en sus extremos y luego se unen
formando asas y dan origen a los plexos capilares.

Después del cese de los estimulos angiogénicos, los capilares sufren una
regresion por multiples factores, entre los cuales se encuentran la tumefaccion

mitocondrial en las células endoteliales de los extremos distales de los capilares,



la adherencia plaquetaria a las células endoteliales y la ingestion de los capilares
necrosados por los macrofagos.

Por ultimo, se produce el reclutamiento de las células periendoteliales (pericitos y
células de musculo liso) que van a estabilizar los vasos recién formados. Este
proceso se realiza por la union de la Angl al receptor Tie 2, aumentando el
contacto de éstas con la matriz. Otros receptores celulares que intervienen son los
de integrina, en especial el avB3, esencial para la formacion y mantenimiento de

los nuevos vasos. (3)

FASE IV - EPITELIZACION

Para que se lleve a cabo la epitelizacion de la herida, los queratinocitos deben
migrar desde los bordes de la herida o desde los anexos remanentes con el fin de
restablecer la barrera cutdnea, dicha migracion se produce gracias a cambios en
su fenotipo con la pérdida de adhesiébn gracias a la retraccion de los
tonofilamentos y disoluciéon de los desmosomas; adquisicion de movilidad por el
desarrollo de filamentos de actina y la proyeccién de lamelopodios hacia la herida;
y la expresion de citoqueratina 6 y 16, que son marcadores del estado activo;
durante estos procesos se da la pérdida de unidn de las células epidérmicas entre
si, a la membrana basal y a la dermis subyacente, lo que permite su migracion.
Este ciclo de activacion del queratinocito comienza con la IL-1, que da inicio a su
transformacion en una célula hiperproliferativa y migratoria, dicha actividad la
realiza sobre una matriz rica en fibronectina y mediada por receptores de
superficie integrinicos (a 5- 1) y TGF B. Luego la migracién sera sobre la matriz
definitiva rica en colageno, mediada por receptores de superficie colagénicos (a 2-
B1) y la liberacion de TGF a/ EGF; para que se realice este proceso, en la
membrana basal desaparecen la laminina y el colageno de tipo IV. La proliferacion
ocurre en forma superpuesta a la migracion, mientras las células epiteliales migran
a través de la herida, las células proximales proliferan por el estimulo de
mediadores solubles (EGF/TGF a, PDGF/ FGF, etc.) y al "efecto borde" (ausencia
de células vecinas en aposicion que dispararia el estimulo proliferativo en los

margenes de la herida).



Para que el queratinocito finalice su proceso de migracion y proliferacion existen
varias sefales: el INF y producido por las células inflamatorias lo estimula a
expresar citoqueratina 17, que le permite contraerse y facilita la reorganizacion de
la matriz de la membrana basal provisoria y el TGF B estimula la produccion de
queratinas K5 y K14 que le permiten ser una célula basal para iniciar nuevamente
la diferenciacidon y la reparacion de la membrana basal con el nuevo depdsito de
laminina, también es una sefal que le indica que la herida ya esta reparada y no
hay necesidad de migrar.

De igual forma es importante aclarar que en la piel sana, los queratinocitos no
estan en contacto con los colagenos de la membrana basal (IV y VII) o de la
dermis (I, lll y V) que son activadores de la migracién y si lo estan con la laminina

de la ldmina lucida, la cual inhibe la migracion de éstos (3).

FASE V - REMODELACION O DE CONTRACCION

Es la Ultima etapa, comienza al mismo tiempo que la fibroplasia y continGa por
meses. La célula principal es el fibroblasto que produce fibronectina, &cido
hialurénico, proteoglicanos y colageno durante la fase de reparacion, los cuales
sirven como base para la migracion celular y soporte tisular. Con el tiempo la
fibronectina y el &cido hialurénico desaparecen por accion de proteasas y hialuro-
nidasas respectivamente.

Posteriormente, el colageno tipo Il es reemplazado por el de tipo |, siendo éste
mas estable y similar al original. La degradacion del primer colageno se debe a la
accion de las metalo-proteinasas de la matriz (colagenasas, gelatinasas y
estromalisinasas), cuya actividad depende de los iones de zinc y la estimulacion
por factores de crecimiento y la matriz extracelular.

Como se ha descrito, los fibroblastos sufren una transicion mesenquimal-epitelial.
Primero adoptan un fenotipo migratorio, luego un fenotipo profibrético (mientras
producen colageno I, lll y VI) y posteriormente, adoptan el fenotipo de
miofibroblasto, rico en microfilamentos de actina en el lado citoplasmatico de la
membrana y establece uniones adherentes célula-célula y uniones con la matriz

extracelular a través de receptores integrinicos, este colageno neoformado se une



a través de enlaces covalentes cruzados con haces del borde de la herida y con
haces de la dermis adyacente, estas uniones crean una red a través de la herida y
asi la traccion que realizan los fibroblastos a la matriz pericelular se puede
transmitir dando como resultado una contraccién coordinada, estimulada por el
TGF, la angiotensina, las prostaglandinas, la bradiquinina y la endotelina. En el
altimo dia de la cicatrizacion los fibroblastos inician su proceso de apoptosis,
estableciéndose una transicion de una cicatriz rica en fibroblastos y tejido de
granulacioén, a una cicatriz acelular.

Al final del proceso la actividad celular va disminuye y el tejido conjuntivo cicatrizal
se torna rico en colageno, pobre en células y vasos, sin foliculos pilosos y sin
glandulas sudoriparas ni sebaceas. La dermis recupera la composicion previa a la
lesion y alcanza una resistencia maxima del 70% comparada con el tejido previo y
la reparacion de la herida se considera finalizada; en una herida de espesor

completo hay reduccion del tamafio en un 40% respecto del tamafio original (3).

1.1.2. FIBROBLASTOS Y CICATRIZACION

Los fibroblastos son los elementos celulares presentes en mayor cantidad en la
dermis, con predominio en la dermis papilar, su morfologia fusiforme (huso), su
crecimiento adhesivo en plasticos de cultivo de tejidos, la expresion de
marcadores mesenquimales que incluyen vimentina y colagena |, y la falta de
expresion de marcadores relacionados con otros linajes celulares especificos, son

de sus principales caracteristicas que le confieren su relevancia. (4) (5)

Inmediatamente después de la herida, el proceso de cicatrizacibn comienza,
dando lugar a la restauracion (parcial) del tejido lesionado. La cicatrizacion de la
herida procede en tres fases dinamicas interrelacionadas que temporalmente se
superponen. Estas fases se definen como la fase inflamatoria, la fase proliferativa
(el desarrollo del tejido de granulacién) y la fase de regeneracién, incluyendo la

maduracion, la formacion de cicatrices y la reepitelizacion (Figura 3)
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Figura 3. Fases de la cicatrizacion de heridas. (A) Hemostasia e inflamacion, 0-48 h
después de la lesién. Inmediatamente después de la herida durante la inflamacién,
se forma un coagulo de fibrina que contiene plaquetas degranuladas, células
inflamatorias y muchos factores de crecimiento. (B) Reepitelizacién, 2-6 dias
después de la lesion, y nueva formacion de tejido, 2-21 dias después de la lesion.
Los nuevos vasos sanguineos se infiltran en el tejido de granulacion fibroso del sitio
de la herida. (C) Remodelacién del tejido, hasta 1 afio. Una regién de colagena
desorganizada, en su mayoria coldgena |, es establecida por fibroblastos. Esta red

densa de colagena formara la cicatriz. (4)

La fase inflamatoria comienza con el dafio de los capilares, provocando la
formacion de un coagulo de sangre que consiste de fibrina y fibronectina. Esta
matriz provisional colma la lesiébn y permite que una variedad de células migren
hacia la lesion. Las plaquetas presentes en el coagulo liberan multiples citocinas
(TGF-B y PDGF), que participan en el reclutamiento de células inflamatorias,
neutroéfilos y macréfagos, pero también promueven el reclutamiento de fibroblastos
y células endoteliales. La segunda etapa de cicatrizacion de heridas es la fase
proliferativa, se caracteriza por angiogénesis, deposito de colagena, formacion de

tejido de granulacion, epitelizacion y contraccion de la herida. (4)

La angiogénesis es critica para el proceso de cicatrizacion, permite a los nuevos

capilares suministrar nutrientes a la herida y contribuye a la proliferacion de
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fibroblastos. Inicialmente la herida es hipoxica debido a la pérdida de perfusion
vascular, pero con el desarrollo de una nueva red capilar, se restablece la
perfusion vascular. La regulacion de angiogénesis en la herida representa un
medio para mejorar la cicatrizacion en algunos casos, particularmente cuando la
angiogénesis retardada o defectuosa esta implicada en el deterioro de la
cicatrizacion. En el tejido de granulacién, los fibroblastos son activados y
adquieren la expresion de a-sma y se convierten en miofibroblastos. Estas células
miofibroblasticas sintetizan y depositan los componentes ECM que eventualmente
sustituyen a la matriz provisional. Estas células exhiben propiedades contréctiles,
debido a la expresion de a-sma en haces de microfilamentos o fibras de estrés,
desempefiando un papel importante en la contraccion y maduracion del tejido de
granulacion (Figura 4). Actualmente, se acepta que la modulacion miofibroblastica
de las células fibroblasticas comienza con la aparicion del protomiofibroblasto,
cuyas fibras de estrés so6lo contienen actinas citoplasmaticas de tipo y y B. Los
protomiofibroblastos generalmente evolucionan en miofibroblastos diferenciados,
con fibras de estrés que contienen a-sma. La presencia de a-sma representa el

marcador mas fiable del fenotipo miofibroblastico. (4)

Matriz extracelular
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microambiente mecanico
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_—
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Figura 4. Evolucidn del fenotipo de los miofibroblastos. [Modificada de 36] (4)

La tercera fase de cicatrizacion, la formacion de cicatrices, implica una

remodelacion progresiva del tejido de granulacion. Las enzimas proteoliticas,
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esencialmente las metaloproteinasas de la matriz (MMP’s) y sus inhibidores

(inhibidores tisulares de metaloproteinasas [TIMPS]) juegan un papel importante.

La sintesis de ECM no se detiene totalmente, solo se reduce considerablemente, y
los componentes sintetizados se modifican a medida que se remodela la matriz.
Progresivamente, la colagena tipo lll, el principal componente del tejido de
granulacion, es reemplazado por la colagena tipo I, que es el principal componente
estructural de la dermis. Por ultimo, la elastina, que contribuye a la elasticidad de
la piel y esta ausente en el tejido de granulacién, también reaparece.

En la fase de resolucion de la cicatrizacion, el numero de células se reduce
drasticamente por la apoptosis tanto de las células vasculares como de los

miofibroblastos. (4)

1.1.3. BIOMATERIALES

El desarrollo de matrices celulares es hoy en dia un tema de gran interés debido a
la necesidad de reemplazar tejidos y 6rganos del cuerpo humano. Los soportes
celulares podrian permitir la adhesion y proliferacion celular, ademas de
proporcionar el intercambio quimico indispensable para que se forme un nuevo
organo. Esto se puede conseguir mediante un disefio que garantice
biocompatibilidad, porosidad, interconectividad entre poros, estabilidad mecanica y
estructural del soporte. Implementar el uso de matrices celulares puede mejorar la
calidad de vida de los seres humanos, ya que se reducen los problemas de
inmunocompatibilidad y de transmision de enfermedades asociados al trasplante
de 6rganos. (6)

La busqueda de nuevos materiales que nos brinden distintas y mejores
alternativas de tratamientos a los diferentes padecimientos ha encontrado como
gran aliado a las fuentes renovables, es asi como se ha desarrollo la creacion de
materiales bioplasticos, a partir de recursos vegetales o de origen bacteriano.
Estos polimeros deben cumplir con especificaciones como caracteristicas

fundamentales para poder ser utilizados en el ambito médico:
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e Biocompatibilidad. No provoquen respuesta inflamatoria al introducirlos en
el organismo.

e Degradacion. Tiempo de degradacion adecuado a la funcién objetivo.

e Propiedades mecénicas del polimero adecuados a la funcion objetivo

e Que los productos obtenidos en su degradacion sean excretables y no
toxicos para el organismo receptor.

e Esterilizables.

1.1.3.1. PLA

Dentro de los cuales destaca el PLA, que, dentro de los polimeros sintéticos, es
uno de los de mayor relevancia, obtenido a partir de &cido lactico (acido 2-
hidroxipropandico) proveniente del almidon, y que dadas su versatiles
propiedades, ha continuado su uso y estudio desde 1932 cuando fue descubierto
(7). Tales como resistencia y capacidad de degradacion han sido de sus mas
grandes caracteristicas que lo han posicionado entre los principales polimeros

sintéticos.

1.1.3.2. PVA

El PVA es un polimero sintético destacado por su buena resistencia quimica,
propiedades fisicas, biodegradacién y biocompatibilidad. El Alcohol de Polivinilo es
un ingrediente sintético que se obtiene a través de la polimerizacion del acetato de
vinilo, seguido de una hidrélisis parcial del éster en la presencia de un catalizador
alcalino. Las caracteristicas fisicas del producto dependen del grado de
polimerizacién y de hidrésis al que sea sometido (8). EI PVA es un material
atactico pero muestra cristalinidad debido a que los grupos hidroxilo son
suficientemente pequefos para ajustarse dentro de la red sin interrumpirla. Las
mezclas de PVA tienen utilidad préactica significativa debido a su bajo precio, facil
disponibilidad, excelente fuerza mecénica, bio-compatibilidad y no toxicidad. Las
principales aplicaciones del PVA se hallan en papel, textiles, peliculas resistentes
al oxigeno, adhesivos, envoltorios de comida, membranas en desalacion y per-

vaporacion, cosmética, farmacia y la industria electronica (9). En estudios
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toxicoldgicos se ha encontrado que es minimo el grado de absorcion de esta
sustancia por el organismo por lo que su consumo oral se encuentra aprobado.
Las propiedades fisicas y mecanicas del polimero se afectan fuertemente por la
presencia de otro componente en la mezcla. Algunas nuevas propiedades fisicas y
fisicoquimicas que no se espera en materiales convencionales, se ha mostrado en
las mezclas de polimeros. Las mezclas de polimeros comerciales y naturales han
abierto una amplia gama de aplicaciones, y el aumento del potencial tecnoldgico
de estos materiales. La mezcla es un enfoque prometedor que posibilita mediante
la combinacion, una clase de materiales con propiedades mecéanicas, eléctricas y
biocompatibilidad mejores que las de los componentes individuales.

El objetivo principal de estas mezclas polimero-plastificantes obtener peliculas con
una alta fraccion de fase amorfa, la cual muestra una conductividad mucho mas
grande que la fase cristalina. Se ha reportado también que la adicion de rellenos
ceramicos en la matriz polimérica permite a la vez reducir la temperatura de
transicion vitrea (Tg) y la cristalizacion del polimero, permitiendo
consecuentemente el incremento de las fases amorfas en la matriz polimérica,
entonces incrementando la conductividad i6nica. La razén del incremento de la
conductividad iénica del electrolito polimérico compuesto se explica por el hecho
de que las particulas de relleno cerdmicas en la matriz polimérica pueden crear
algunos defectos y volumen libre en la interfaz entre las particulas ceramicas y la

cadena de polimero (9).

1.1.3.3. PLA/PVA

Se basa en la mimetizacién del PLA como un similar de la MEC en procesos de
reparacion tisular, y el PVA actta como un medio nutricio que facilita el
crecimiento, proliferacion para distintos grupos celulares.

Este polimero al ser inyectado de forma coaxial se distribuye como un
recubrimiento de las fibras de PLA y al mismo tiempo se localiza entre el mismo
tipo de fibras. Esto permite modular el tamafio de poro y su distribucion espacial.
Se hizo un andlisis de la distribucion del tamafio del poro, misma que se explica en

la siguiente seccion.
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El uso de estos polimeros permiti6 obtener fibras manométricas con
caracteristicas basadas en las técnicas descritas en el trabajo “Disefio y
fabricacion de un equipo de electrohilado: elaboracion de fibras nano-Métricas y
micrométricas de materiales poliméricos y compdsitos” (10) donde el fundamento
principal fue basado en su conductividad, viscosidad, tension superficial,

volatilidad del disolvente y gradiente de potencia.

1.1.4. TECNICA POR ELECTROHILADO

El electrohilado es una técnica que utiliza fuerzas electroestaticas para producir
fibras poliméricas, con un didmetro que van desde nandémetros (nm) hasta varios
micrometros (um). La simplicidad del proceso y las propiedades de las fibras han
sido de gran interés para diversos campos de investigacion tales como: nano-
catalisis, biomedicina, biotecnologia, cuidado del medio ambiente, electronica,
defensa, sensores, generacion de energia, etc. El empleo de fibras para el area de
la investigacion conllevo a la fabricacion de nuevos disefios de inyectores lo cual
facilito la obtencion de fibras dentro de fibras. (11)

Al emplear esta técnica, las fibras obtenidas son de mayor area superficial con
respecto a su volumen, elevada porosidad, maleabilidad y al mismo tiempo nos
permite controlar la composicion de las mismas. Esta técnica permite que se usen
con aplicaciones industriales como: materiales hidrofébicos, suUper absorbentes,
cosméticos, empaquetamientos antibacteriales, formacién de andamios en
ingenieria de tejidos. (11)

El uso de estas fibras ha cobrado valor en el uso de la biomedicina ya que se
emplean en la regeneracion de 6érganos Yy tejidos. Por lo cual es se investigan
nuevas formas de producirlas de manera mas rapida y de mejor calidad. Siendo
asi el proceso de electrohilado permite desarrollar estructuras bidimensionales y
tridimensionales de materiales poliméricos biocompatibles. Estas estructuras
actlan como matrices extracelulares que permiten comunicar, transportar, y
estimular el crecimiento celular en sitios especificos del organismo, permitiendo
mayor iteracion entre las células y como consecuencia el crecimiento de tejido
Nuevo. (12)
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La produccion de nanofibras de polimeros naturales y sintéticos es importante en
la biomedicina para formar tejido como nuevos vasos sanguineos, regeneracion
de nervios, reconstruccion de venas y arterias, regeneracion de piel, musculo y
cartilago, entre otros. Por ello se realizé un estudio de materiales biodegradables y
biocompatibles que permitiesen realizar estos procesos, entre los cuales se
destacaron materiales como: Poly (caprolactona), colageno, gelatina, fibrinégeno,
Poli (etileno-co-vinil alcohol), Poli (acido glicolico), quitina y poliacido lactico (PLA).
(12)

La produccién de nanofibras genera estructuras porosas con gran utilidad para la
formacion de andamios para moléculas, células o bacterias, por lo que el
electrohilado se considera una técnica facil y eficaz para la produccion y el

desarrollo de sustitutos permanentes o parciales de tejidos organicos. (12)

1.2. ANTECEDENTES ESPECIFICOS

1.2.1 BIOMATERIALES EMPLEADOS EN CICATRIZACION DE HERIDAS
QUIRURGICAS.

En la actualidad, el constante avance cientifico nos abre un abanico de
posibilidades a explorar y utilizar nuevos materiales y complementarlos con otros
gue ya se han utilizado con anterioridad, con el fin de brindar nuevas y mejores
alternativas de tratamiento y obtener resultados clinicos benéficos. En particular
nuestro grupo de investigacion, ha trabajado en el cuidado de las heridas,
obteniendo resultados Optimos, al mejorar las técnicas, la calidad y el tiempo de
recuperacion, asi mismo reduciendo costos de tratamiento, tiempo de
recuperacion y disminuyendo efectos secundarios adversos.

Una de las especialidades que mas le han dado impulso a estos avances ha sido
la bioingenieria o0 ingenieria de sistemas biolégicos aplicando procesos
ingenieriles con fin médico, como la implementacién de membranas obtenidas por
técnicas de electrohilado, que cumplen la funcion de mimetizar matrices para la

reconstruccion de tejidos biolégicos (10)
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En nuestro grupo de investigacion anteriormente se realizé un trabajo (13) donde
se observo el efecto de membranas PLA/PVA obtenidas mediante técnicas de
electrohilado con extracto acuoso de Quercus ilex para el tratamiento de
cicatrizacion de heridas quirdrgicas. En ese estudio se emplearon como
biomodelos ratas de la cepa Wistar, a las cuales se les realizaron heridas
cutaneas que cicatrizarian por segunda intencion, comparando el comportamiento
de este con la utilizacion de membranas PLA/PVA con y sin extracto acuoso de
Quercus ilex respectivamente.

Durante este trabajo se tuvieron como objetivos determinar la biocompatibilidad de
las membranas poliméricas simples y en combinacion con extracto de Quercus
ilex, asi como evaluar la velocidad de cicatrizacion en presencia y ausencia de
estos elementos. Durante este proceso se lograron observar diversos
comportamientos celulares en respuesta al estimulo traumatico, y como el proceso
de cicatrizacion es modificado con la utilizacion de algunos elementos que nos
podrian servir de facilitadores o potenciadores de dicho proceso, en este caso
utilizdndose membranas de PLA/PVA.

Para el desarrollo del proyecto se seleccionaron 8 ratas de la cepa Wistar sanas (4
machos y 4 hembras) con pesos promedio de 160- 200 gr. A las que se lees
realizaron heridas abarcando dermis y epidermis que cicatrizarian por segunda
intencion y colocando los elementos estudiados, asi como 2 ratas control sin
elementos que favorecieran la cicatrizacion.

El seguimiento evolutivo se realizé con estudio clinico del cierre de las heridas, asi
como con estudio histomorfolégico de biopsias de la zona de las heridas
realizadas en cada uno de los biomodelos a los 5, 10 y 15 dias posteriores a la
herida.

Para el estudio clinico del cierre de las heridas se realizaron micrografias por
microscopia de manera periddica cada 24 horas, para poder apreciar los cambios
propios de la cicatrizacion, asi como la influencia de facilitadores, en este caso la
membrana de PLA/PVA vy el extracto acuoso, en comparacion con el control se
observaron cambios significativos desde las primeras 24 horas, logrando apreciar

heridas limpias, sin datos de infeccion, con proceso inflamatorio agudo escaso,
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permitiendo concluir que el uso de los facilitadores estudiados favorecieron al
proceso inflamatorio influyendo en los mediadores de dicho proceso, y fungir como
andamiaje para la formacion de un coagulo, favoreciendo la formacién de una
barrera natural para agentes patdgenos y acortamiento de la fase inflamatoria
aguda con lo que el dafo tisular disminuye y propicia una mayor proliferacion

celular y por consiguiente remodelacion tisular en un menor tiempo.

Figura 5. Imagen que muestra micrografias por microscopia optica, de la evolucion
cronoldgica de la herida realizada en el lomo de la rata control, y su cicatrizacion por
segunda intencién donde a) dia 0, b) dia 1, c) dia 3, d) dia, 5, e) dia 7, f) dia 9, g)
dia 11, h) dia 13 i) dia 15. (13)
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Figura 6. Imagen que muestra la evolucién de una herida posterior a la cirugia
realizada en el lomo de una rata con el uso de una membrana de PLA/PVA y la
aplicacion del extracto acuoso de Quercus ilex La imagen muestra de forma
cronoldgica el proceso de cicatrizacion durante 15 dias. a) dia 0, b) dia 1, c) dia 3,
d) dia 5, e) dia 7, f) dia9, g) dia 11, h) dia 13, i) dia 15. (13)

Los resultados de micrografias por microscopia Optica se respaldaron con el
procesamiento de estas en el programa MotiCam Plus donde se evaluaron de
acuerdo a diversos parametros, como: longitud transversal, longitud vertical, area
de la herida y perimetro de la herida, posteriormente se graficaron estas
mediciones y se observé la curva de cierre de cada herida y en cada uno de los
casos, para tener un parametro comparativo, con dichos valores se permitié
graficar para asi poder obtener graficas comparativas del proceso en los diferentes

biomodelos.

Figura 7. Micrografias que muestran los cortes histoldgicos de las biopsias tomadas

los dias 5; Ay B, 10; Cy D 15; Ey F de las heridas del lomo de la rata control en las
tinciones H. & E. y T.M. (13)
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Figura 8. Micrografias que muestran los cortes histolégicos de las biopsias tomadas

los dias 5; Ay B, 10; C y D 15; E y F de las heridas del lomo de la rata con la
aplicacion del extracto acuoso de Quercus ilex + el injerto de la membrana PLA/PVA
en las tinciones H. & E. y T.M. (13)

1.2.3. MEMBRANAS POLIMERICAS OBTENIDAS POR ELECTROHILADO

Hablando especificamente del proceso de electrohilado podemos decir que es un
proceso donde se obtienen estructuras con morfologia y propiedades de distintos
materiales que cumplen con caracteristicas especificas dependiendo de su
aplicacion, teniendo en cuenta su estructura, espesor, diametro, tamafio,

porosidad, tipo de material y aplicacion. (11)
Estructurales: Deposicion de fibras en forma aleatoria, la modificacion de los

parametros y del colector, permite obtener estructuras bidimensionales o

tridimensionales con o sin control de la orientacién de fibras. (14) (15)

21



Espesor: el espesor de las membranas depende del tiempo de recoleccion y la
presencia de las cargas parasitas en el colector. Para considerarlo adecuado
partimos de 0.1 m a 70 um. (14) (15)
Didmetro de la fibra: El diametro depende principalmente de la viscosidad y
conductividad de la solucion, algunos investigadores han logrado un diametro de
fibras menores de 100 nm. (15) (16)

Tamafio del poro: Se desea la fabricacion de membranas con un tamafio inferior a
la micra, lo que proporciona gran area superficial para diversas aplicaciones,

especialmente en la biomedicina. 100 nm a 12 um. (15, 16)

Porosidad: La porosidad depende principalmente de la baja volatilidad del
disolvente, presencia de humedad, retencion de cargas, 20% al 90%. (17)

Material: se usas soluciones con suficiente viscosidad y conductividad como lo son
polimeros médicos, membranas sintéticas, injertos vasculares, regeneracion de

tejido organico. (18)

Aplicaciones potenciales: Su importancia recae en aplicaciones biomédicas debido
a la facilidad de construir sistemas porosos con la capacidad de imitar estructuras
tales como piel, hueso musculo). Los implantes médicos, membranas sintéticas,
injertos vasculares, la regeneracion de tejidos organicos son un ejemplo de sus

aplicaciones. (18)

1.2.4. Quercus ilex

Es una planta del género Quercus pertenece a la familia de las Fagaceas. Se
localiza en casi todos los bosques templados del hemisferio norte, y algunas
regiones tropicales o subtropicales del mismo, abarcando desde Africa hasta Asia,
en Ameérica desde Canada hasta Colombia, y en la regiéon Mediterranea se puede
localizar desde Portugal hasta Siria y desde Marruecos hasta Francia (19). El
género Quercus son arboles de gran porte poseen hojas que nacen a ambos lados

22



del tallo (hojas alternas) y pueden ser de follaje perenes, caducifolios y
marcescentes. La forma de sus hojas es muy variable, incluso dentro del mismo
arbol segun el sitio donde estén las hojas o dependiendo de la edad. Este género
se caracteriza por ser monoico, es decir, tienen flores masculinas y femeninas
separadas (unisexuales) pero presentes en cada arbol. Las flores masculinas
estdn agrupadas en amentos o inflorescencias complejas colgantes, donde
habitualmente cada flor posee entre cuatro y diez estambres (siendo lo mas a
menudo seis) de largos filamentos. Las flores femeninas estan aisladas u
organizadas en espigas o0 cabezuelas y presentan tres estigmas, asi como 6vulos
anatropos, y estan rodeadas por una estructura de escamas empizarradas que al
madurar se convertira en la cupula. Lo mas caracteristico de este género es la
fruta, llamada bellota, con su tipico gorro o capuchdn semiesférico en el base
llamado cupula. La bellota es un fruto solitario y de origen axil (de brote), con
cotiledones planos. La corteza suele ser lisa en los ejemplares jovenes, pero se va
agrietando en los ejemplares maduros con la edad. Suelen medir de 1 a 5 m de
longitud. Estos arboles se reproducen a través de la semilla, pero son de
crecimiento lento (19). La encina (Quercus ilex) es un arbol monoico, alé6gamo y
anemdfilo incluido en el subgénero sclerophyllodrys, especie ilex, la cual presenta
dos subespecies ilex y bellota. La encina se encuentra ampliamente distribuida en
la regidn basal del Mediterraneo, donde se distribuye desde Portugal hasta Siria y
desde Marruecos hasta Francia. No es exigente en cuanto al suelo, pudiéndose
encontrar tanto en sustratos calizos como siliceos, prefiriendo los suelos sueltos,
ligeros y permeables, en los que adquiere el maximo desarrollo. Se adapta a
suelos pedregosos, aunque tolera mal los terrenos encharcados y los margosos o

arcillosos excesivamente compactos (19).

1.2.5. EL USO DEL Quercus ilex EN LA REGENERACION CUTANEA

En la antigledad se usaban empiricamente el extracto de Quercus ilex en
procesos relacionados con afecciones inflamatorias de boca, encias y garganta
(llagas, aftas, faringitis), dérmicas (granos, eczema), en procesos inflamatorios del
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intestino (colitis, hemorroides, diarreas), también en hemorragias y en el cuidado
de heridas cutdneas como agente cicatrizante. Debido al uso tradicional en un
trabajo previo, se puso a prueba el extracto acuoso de Quercus ilex, esta
investigacion se realiz6 en el laboratorio, donde se observé de forma cronoldgica
la evolucidn de heridas de tipo quirtrgicas en piel de rata cepa Wistar, heridas que
se realizaron en el lomo de las ratas, posteriormente se le aplico extracto acuoso
de Quercus ilex, durante su proceso de recuperacion y se comparé con un
producto de venta comercial (Dermatix® ) y una rata control, los resultados de este
estudio demostraron que el Quercus ilex favorecia el proceso de cicatrizacion en
un 40% en comparacion a la rata control y 20% a la rata con el producto comercial
(Dermatix ®). Sin embargo el estudio no concluyo que componentes del extracto

son responsables de la que la herida cicatrice en menor tiempo (20)
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2. JUSTIFICACION

De acuerdo al INEGI, la primera causa de muerte a nivel nacional son los
accidentes automovilisticos, producto de los cuales se presentan heridas lesiones
cutaneas, quemaduras, los tratamientos empleados actualmente para el cuidado
de heridas son costosos y no siempre son favorables para el paciente, en este
trabajo se pondra a prueba la respuesta de fibroblastos epiteliales humanos frente
a las membranas de PLA/PVA obtenidas mediante técnicas de electrohilado en
combinacion con extracto acuoso de Quercus ilex, y evaluar la citotoxicidad in
vitro, este trabajo forma parte de un protocolo en el que previamente se demostro
en un estudio piloto la efectividad de la biomembrana y el extracto en un modelo in

Vivo a corto plazo.

3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Actualmente los tratamientos empleados en el cuidado de heridas resultan ser
muy costosos, con resultados no muy favorables para los pacientes y de larga
duracion. Siendo esta una problemética para las instituciones y para el paciente,
este trabajo forma parte de un protocolo que tiene como finalidad poner al alcance
un tratamiento que sea 6ptimo, de bajo costo y con resultados favorables a corto
plazo, en particular, comprobar la seguridad pre-clinica de las membranas de
PLA/PVA obtenidas por electrohilado y extracto acuoso de Quercus ilex en el
tratamiento de heridas, ya que en una etapa previa se estudio la efectividad de las
mismas para el tratamiento de cicatrizacion de heridas empleando como
biomodelos ratas de la cepa Wistar, donde se obtuvieron resultados favorables, en
este trabajo se propuso determinar la respuesta de fibroblastos epiteliales
humanos frente a las membranas de PLA/PVA obtenidas mediante técnicas de
electrohilado en combinacion con extracto acuoso de Quercus ilex, para evaluar la
citotoxicidad in vitro. Por lo que durante el desarrollo de este trabajo se
determinara la interaccion de fibroblastos epiteliales humanos con bio-membranas
de PLA/PVA obtenidas por electrohilado y extracto acuoso de Quercus ilex, con

potencial aplicacion en la cicatrizacion de heridas.
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4. HIPOTESIS CIENTIFICA

¢Las membranas poliméricas a base de PLA/PVA en combinacion con extracto
acuoso de Quercus ilex actuaran como un andamio bacterio-estatico que mimetiza
la matriz extracelular lo cual favorecerdn la adhesion y proliferacion celular de
fibroblastos epiteliales humanos, para su potencial aplicacién en la cicatrizacion de

heridas?

5. OBJETIVOS

5.1. OBJETIVO GENERAL
Evaluar la interaccion de fibroblastos epiteliales humanos con bio-membranas de
PLA/PVA obtenidas por electrohilado y extracto acuoso de Quercus ilex, con

potencial aplicacion en la cicatrizacion de heridas.

5.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Evaluar citotoxicidad de los fibroblastos epiteliales humanos de la membrana a
base de PLA/PVA en combinacion Quercus ilex.

2. Evaluar adhesién de los fibroblastos epiteliales humanos de la membrana a
base de PLA/PVA.

3. Evaluar proliferacion de los fibroblastos epiteliales humanos en la membrana a
base de PLA/PVA en combinacion Quercus ilex.

4. Evaluar la morfologia de los fibroblastos epiteliales humanos en contacto con
la membrana a base de PLA/PVA en combinacién Quercus ilex

5. Evaluar la morfologia de la membrana a base de PLA/PVA por interaccion con

los fibroblastos epiteliales humanos.

6. MATERIAL Y METODOS

6.1. OBTENCION DE LOS EXTRACTOS ACUOSOS DE Quercus ilex
Esta metodologia hace referencia al trabajo realizado por la D.C. Maura Cardenas
en el 2014 (Wound Healing Effect of Aqueous Extracts of Quercus ilex (20)),

estudio que investigo las aplicaciones médicas de la corteza del arbol Quercus
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ilex en el Valle de Texmelucan, Puebla, el estudio también busco conocer los

mediadores y las vias que favorecen la cicatrizacion (20)

6.1.1. OBTENCION DEL POLVO DE CORTEZA DEL ARBOL Quercus ilex

Para la obtencion del polvo que se empled en la elaboracion del extracto acuoso,
se utilizaron 500 gr de corteza de arbol de Quercus ilex elegido al azar, misma
que fue lavada con agua y jabon de forma exhaustiva, y posteriormente se

esterilizoé con luz UV homogéneamente durante 15 minutos, para esterilizarla.

6.1.2. PREPARACION DEL EXTRACTO ACUOSO DE Quercus ilex

Para la preparacion del extracto acuoso de Quercus ilex se mezclé en un tubo
para centrifugar estéril de 15 ml conlOml de agua desionizada estéril a una
temperatura de (75-95 °C). Posteriormente se agregaron 4g del polvo de corteza
del arbol de Quercus ilex y se agitdé a maxima velocidad en un Vortex durante 5
minutos. Inmediatamente después, se centrifugd a 2,500 rpm durante 10 minutos
el sobrenadante se recuperé y se centrifugo nuevamente, hasta obtener una
solucion transparente. La solucién se esterilizé por filtracion a través de un filtro de
acetato de celulosa con un poro de 0.22 um y se mantuvo a una temperatura de

4°C hasta su uso.

6.2. OBTENCION DE LAS MEMBRANAS POLIMERICAS DE PLA/PVA
Para la obtenciéon de las membranas porosas de PLA/PVA se sigui6 la
metodologia descrita por Pichon (2017) (10). Los pardmetros experimentales
empleados en la técnica de electrohilado son:
e Voltaje de la fuente de alimentacion de 15kV.
e Distancia entre aguja de inyeccion de los polimeros y recolector de 10
cm.
e Colector tipo cilindrico con recubrimiento de papel encerado como
material de soporte.
e Velocidad de inyeccion manual.
e Tiempo de hilado: 20 minutos.

¢ Velocidad angular de recoleccion: 2, 000rpm.
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La variacion en estos parametros, implica un cambio en la morfologia en la

membrana polimérica.

6.2.1. DISOLUCION DE POLIMEROS

La disolucion de polimeros (PLA y PVA) se realizé en una relacion peso/peso de
1/3.

Teniendo como resultado para 10 ml de disolucién de PLA al 8% en (p/v) y PVA al

24% en (p/v) basados en la siguiente formula: Férmula para p/v

(Peso deseado) (Cantidad disolucién)= g
100 (ml)
PLA= 8% p/v=(8) (10 ml)= 0.8¢g
100ml
PVA =24% pl/v =(24) (10ml)=_2.49
100 ml

Para hacer la disolucion se calentaron los polimeros teniendo en cuenta el

principio de disolucion, viscosidad y homogeneidad necesarios para el sistema de
inyeccién del equipo de electro hilado. (10)
Disolucion de PLA para el uso en el sistema de inyeccion del equipo de
electrohilado
1.- Se pesaron 0.8g de PLA y se cortd en pequefios fragmentos que se colocaron
en un vaso precipitado.
2.- En un matraz Erlenmeyer se colocaron:

e 10ml de cloroformo al 99.8%

e 0.8gdePLA

e 1 agitador magnético
3.- Para evitar la evaporacion del cloroformo el matraz se tapo con papel aluminio.
4.- El matraz con el PLA, agitador magnético y cloroformo se colocé en una patrrilla
con agitacién a una temperatura de 75°C y una agitaciéon de 10rpm, durante 20
minutos.
Disolucion de PVA para el uso en el sistema de inyeccion del equipo de

electrohilado
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1.- Se pesaron 2.4g de PVA y se cortd en pequefios fragmentos que se colocaron
en un vaso precipitado.
2.- En un matraz Erlenmeyer se colocaron:

e 10ml de Etanol al 50 %

e 2.4gde PVA

e 1 agitador magnético
3.- Para evitar la evaporacion del etanol el matraz se tap6 con papel aluminio.
4.- El matraz con el PVA, iman y etanol se coloc6 se colocd en una parrilla con
agitacion a una temperatura de 75°C y una agitacion de 10rpm, durante 20

minutos.

6.2.2 OBTENCION DE MEMBRANAS POLIMERICAS DE PLA/PVA EN UN
EQUIPO DE ELECTROHILADO

Para la elaboracion de membranas poliméricas nos basamos en el principio de
electrohilado, mismo que se basa en el estiramiento de un fluido, ocasionado por
un gradiente de potencial, entre el fluido (carga positiva) y un colector (carga
negativa).

Este proceso inicia cuando se rompe la tension superficial del fluido por la carga
eléctrica, lo que da como resultado la formacién del cono de Taylor, lo que indujo a

la formacion de fibras y su depdsito en el colector.

Al iniciar el proceso de electrohilado y observar la formacién del cono de Taylor, se
procedié a la estabilizacion de la formacién y deposicién de las fibras de los
polimeros, teniendo en cuenta el voltaje aplicado, la velocidad de inyeccién, y la
velocidad de recoleccion. La transformacion estructural de las fibras se ve
afectada por la evzporacion del disolvente, o que genera en consecuencia que se
forme una fibra suave por el estiramiento del polimero lo que facilita la creacion de
las membranas.

Teniendo en cuenta lo anterior se manejaron los siguientes parametros para la
obtencién de las membranas poliméricas:

1.- Voltaje: 20-25kV
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2.- Distancia entre aguja y colector: 8-10cm

3.- Velocidad de inyeccion: Manual
4.-Tiempo de hilado: 20 minutos
5.- Polimeros: PLA al 8%, PVA al 24%

Al término del electrohilado, se procedid a colocar la membrana obtenida en una
caja Petri, para posteriormente esterilizarla con luz UV durante 15 minutos, como
se muestra en la figura:

6.3. DETERMINACION DE CITOTOXICIDAD CON EL METODO DE XTT
En una placa de 96 pozos se colocaron las muestras de acuerdo al siguiente

esquema.

Control negativo: Solo suspensién celular

Control positivo: Suspension celular, y cobre

Membrana 1: Suspension celular, y membrana coaxial de PVA/PLA sintetizada en
base en la metodologia anteriormente descrita, sometida a radiacion UV para
garantizar esterilidad.
Membrana 2: se utiliz6 porcion de membrana coaxial de PVA/PLA sintetizada en
base en la metodologia anteriormente descrita, sometida a radiacion UV para
garantizar esterilidad.
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Membrana 3 se utilizé porcibn de membrana coaxial de PVA/PLA sintetizada en
base en la metodologia anteriormente descrita, sometida a radiacion UV para

garantizar esterilidad.

PROCEDIMIENTO:

Se colocaron 5,000 cel/mL (200uL/pozo) fibroblastos de epitelio humano por pozo
en placas de 96 pozos y se incubaron a una temperatura de 37°C con una
atmosfera de CO:2 al 5% durante 12 hrs. Se realiz6 la activacion de XTT con el
reactivo de electroacoplamiento (20 pL/mL), y se mantuvo a -20 °C hasta su uso.
La mezcla de XTT se descongelé 30 min antes de su uso. Se removié el medio y
se adicionaron 100 puL de medio fresco por pozo y 50 uL de la preparaciéon mezcla
de XTT, se resuspendid y se incub6 a 37° C en una atmosfera de CO:2 al 5%, por 4
horas y finalmente se ley6 la absorbancia a 450 nm en un microlector (Filter Max
Pro).

6.4. VIABILIDAD CELULAR CON EL KIT LIVE/DEAD DE THERMO FISHER
En un portaobjetos con ocho pozos se colocaron las muestras de acuerdo al

siguiente esquema:

whew R s w3 iaew d

Ot

DatelType of cella/Name

Se empled el siguiente Kit para colocar los controles que se utilizaron, para valorar

los controles y las membranas, mediante un portaobjetos con 8 divisiones.

e Control negativo: Solo suspension celular.
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e Control positivo: Suspensién celular, y cobre.

e Membrana 1. Suspension celular, y membrana coaxial de PVA/PLA
sintetizada en base en la metodologia anteriormente descrita, sometida a
radiacion UV para garantizar esterilidad.

e Membrana 2: Se utiliz6 porcion de membrana coaxial de PVA/PLA
sintetizada en base en la metodologia anteriormente descrita, sometida a
radiacion UV para garantizar esterilidad.

e Membrana 3 Se utiliz6 porcion de membrana coaxial de PVA/PLA
sintetizada en base en la metodologia anteriormente descrita, sometida a

radiacion UV para garantizar esterilidad.

6.5 PROCEDIMIENTO:
Se colocaron 5,000 fibroblastos epiteliales humanos en cada pozo se incubaron a

37°C en una atmosfera de CO2 al 5%, las observaciones y mediciones en el
microscopio de fluorescencia se realizaron a las 6, 12 y 24 horas posteriores a la
siembra de las células. Se realiz6 la preparacion de los reactivos de acuerdo a la
recomendacion del fabricante 2 mM de EthD-1 con PBS [2 pyL/mL], se agit6 en
vortex y luego se adicionaron 0.5 pL de 4 mM de calceina AM. Se removi6 el
medio y lavé dos veces con 200 uL de PBS y luego se agregaron 100 uL de la
solucién preparada de EthD-1 y calceina AM. Se incub6 durante 45 min a
temperatura ambiente. Después se procedi6 a realizar la captura de las imagenes

en fluorescencia con el software Moticam OSX a las 6, 12 y 24 horas.

El extracto acuoso de Quercus ilex, permiti6 valorar la formacion de
biomembranas, es por ello, que se realiz6 la elaboracion de polimeros a base de
los polimeros sintéticos como es del acido lactico, para ser empleados como
membranas que forma parte de la estructura celular, mientras el polimero &cido
poli vinil alcohol permite formar la membrana con capacidad para soportar la

humedad y la administracion de sustancias quimicas.
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En la preparacion del extracto acuoso se empled la metodologia descrita en el
trabajo Wound Healing Effect of Aquercus Extracts of Quercus ilex (20) que
consistié en la obtencion, preparacion y procesamiento de la corteza de arbol,
mediente la disolucion de PLA para el uso en el sistema de inyeccién del equipo
de electrohilado, se realizé el corte de pequefios fragmentos que se colocaron en
un vaso precipitado, mediante la obtencion de un polvo fino de 0.75micras a partir
de la corteza del arbol. Posteriormente en el matraz con PLA mas cloroformo se
agrego6 en una plancha de calentamiento con agitador magnético (temperatura de
75°C) y un STIR de 10, durante 20 minutos, ademas, se realiz6 por la colocacién
por pipeta el extracto en un recolector de aproximadamente 10 cm, en varias

celdas.

En el cuarto oscuro se realizé la visualizacion con microscopio en campo 0SCuro
una luz muy intensa en forma de un cono hueco concentrado sobre el espécimen,
esto permite que el campo de vision del objetivo se encuentra en la zona hueca
del cono de luz y sélo recoge la luz que se refleja en el objeto, las porciones claras
del espécimen aparecen como un fondo oscuro y los objetos minusculos que se
estan analizando aparecen como una luz brillante sobre el fondo, esta forma de
iluminacién se utiliz6 para analizar elementos bioldgicos transparentes y sin

manchas, invisibles con iluminacién normal.

Mediante microscopia se aplicd fluorescencia con fluoréforo para detectar las
moléculas tisulares segun el espectro de absorcién, gracias a la emisién de
fluoréforos, sin embargo, se puede presentar solapamiento, con extracto de

Quercus ilex.

Con el empleo de la inmunocitoquimica se permitié valorar por medio del
fluoréforo Texas-Red la absorcion de la celularia del extracto de Quercus ilex,
este tejido se denomina fluorescente debido a que es capaz de captar radiacion

electromagnética con una longitud de onda determinada y emitir otra radiacion
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electromagnética con otra longitud de onda diferente, normalmente dentro del

espectro de la luz visible que se realiz6 en un campo oscuro.

En el analisis de la porosidad de la membrana de PLA/PVA obtenida por
electrohilado, se visualizé por microscopia directa la ramificacion estructural del
tejido con una escala de 100um y con 100x aumentos, los espacios formados
entre la ramificacion pueden ser medibles, pero estas estructuras son el sistema
fibrilar de andamiaje, proteinas de tipo estructural compuesta de
glicosoaminoglicanos, proteoglicanos y glicoproteinas, estas tienen mdultiples
compuestos, entre los que destaca el colageno tipo | y lll, acido hialurénico y
elastina, componentes que refuerzan la estructura, pero mediante la
microfotografia, la visualizacidén se puede realizar con mayor precision, como es la
segunda imagen que tiene una escala de 50um y 500x aumentos mostrando las
estructura descrita anteriormente para tener la capacidad de reforzar y brindar una
estructura firme y entrelazada que brinda mayor firmeza. En la Ultima
microfotografia realizada con una escala de 100um con 200x aumentos, se
visualiza la membrana desde una perspectiva mas alejada, pero que se observa

entrelazada y con porosidad.

6.6 MEDICION DE TOXICIDAD EN MICRORGANISMOS

Como parte de una evaluacion integral del comportamiento y eficacia en la
utilizacion de las membranas bio-membranas de PLA/PVA obtenidas por
electrohilado en combinacion con extracto acuoso de Quercus ilex, en el
tratamiento de cicatrizacion de heridas, se realizaron pruebas de su utilizacion en
ambientes donde exista la posibilidad de encontrar microorganismos que pudieran

afectar tanto el comportamiento como la eficacia de los auxiliares en estudio.

Dichas pruebas tuvieron como objetivo evaluar los elementos estudiados
combinados y en solitario, colocandolos en ambientes no estériles, donde

estuvieron en contacto con diferentes tipos de microorganismos, que fueron
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elegidos al ser algunos de los que mas se encuentran en la flora cutdnea o que

han sido aislados en heridas cutaneas.

En cajas Petri con agar LB (Luria-Bertani) se realizaron cultivos independientess
de Escherichia coli, Saccharomyces cerevisiae, Staphylococcus aureus, en las
cuales se colocaron porciones de membrana coaxial obtenida por electrohilado de
PLA/PVA. Cada 2 horas fueron retirados 2 fragmentos los cuales fueron
observados con apoyo de micrografias por microscopia Optica y conservados en
congelacion para su posterior andlisis a traves de microscopia de barrido,

repitiendo dicho proceso hasta completar 2 dias.

Por otra parte se repiti6 el procedimiento, con la utilizacion de porciones de
membrana coaxial obtenida por electrohilado de PLA/PVA, en este caso en
combinacion con 15 pl. de extracto acuoso de Quercus ilex, y realizando el

procedimiento de observacion tal como en la prueba comparativa.

Por dltimo, y con el objetivo de analizar cada uno de los auxiliares estudiados de
forma independiente, se realizé una prueba al extracto de Quercus ilex, en la cual
se realizaron cultivos independientes con los microorganismo antes mencionados
a los cuales se le colocaron porciones de papel filtro que contenian diferentes
concentraciones de extracto acuoso de Quercus ilex, los cuales fueron observados
con apoyo de micrografias por microscopia Optica cada 2 horas, tanto de las
superficies de los fragmentos como de las periferias a estos, hasta completar 1

dia.

35


https://www.google.com.mx/search?rlz=1C1CHBF_esMX806MX806&q=Staphylococcus&stick=H4sIAAAAAAAAAONgVuLQz9U3KEuxzAEAqsmtwgwAAAA&sa=X&ved=2ahUKEwi2sMTj2vfeAhVCslMKHQTECS4QmxMoATAaegQIAxAO

7. RESULTADOS

7.1 MICROFOTOGRAFIA DE LAS MEMBRANAS DE PLA/PVA POR
ELECTROHILADO

La porosidad de la membrana de PLA/PVA obtenido por electrohilado, se visualizd
por Microscopia Electrénica de Barrido (SEM) directa encontrando la ramificacion
estructural del tejido con una escala de 100um y con 100x aumentos [ver Figura 9
a)]. Los espacios formados entre la ramificacion pueden ser medibles, pero estas
estructuras son el sistema fibrilar de andamiaje, las cuales biomimetizan la
morfologia de proteinas de tipo estructural compuesta de glicosoaminoglicanos,
proteoglicanos y glicoproteinas. Estas tienen multiples compuestos, entre los que
destaca el colageno tipo | y lll, acido hialurénico y elastina, componentes que
refuerzan la estructura. La visualizacion de esto se puede realizar con mayor
precision mediante la microfotografia, como es la segunda imagen [ver Figura 9b)]
que tiene una escala de 50um y 500x aumentos mostrando las estructura descrita
anteriormente para tener la capacidad de reforzar y brindar una estructura firme y
entrelazada que brinda mayor firmeza. En la Gltima microfotografia realizada con
una escala de 100um con 200x aumentos, se visualiza la membrana después de
ponerla en contacto con el extracto acuoso Quercus ilex desde una perspectiva

mas alejada, pero que se observa entrelazada y con porosidad. [Figura 9c)]
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Figura 9. a) Tejido y porosidad de la membrana a 100 X a una escala de 100
micras, b) aumento de la micrografia a) a una escala de 50 micras, C)

Quercus ilex empleada en el estudio.

7.2. RESULTADOS DE LA VISTA MICROSCOPICA DE Quercus ilex CON S.

aureus

Toxicidad de la membrana a base de PLA/PVA y los extractos acuosos de

Quercus ilex, frente a tres microorganismos E. coli, S. aureus y S. cerevisae.

En la siguiente figura se valora por microscopica del extracto de Quercus ilex con
una escala de 20um se analizaron los cambios estructurales a las 2, 6, 12, 24 y 48
horas, en cada intervalo de tiempo se tuvieron modificaciones caracteristicas. En
las primeras 2 horas se observé la presencia de S. aureus sobre la membrana,
estructura porosa, con fibras de PLA/PVA, a las 6 horas se identifico la mezcla de
S. aureus en los polimeros, estructura que favorece la migracion de los

componentes, como es la humedad y la retencién de cargas a la hora del hilado, a
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las 12 horas se identific6 el esparcimiento de la bacteria, a las 24 horas se
identifica una distribucion heterogenea, a las 48 horas se observé crecimiento de
las bacterias, es por ello, que en este estudio se pudo valorar la necesidad de
aplicar antibitticos en el extracto, asi como visualizar la capacidad antimicrobiana
que tiene la membrana, principalmente a bacterias. (Figura 10)
p— - s -

Figura 10. Vista microscopica de Quercus ilex con S. aureus a una escala de 10

micras.

7.2. RESULTADOS DE LA VISTA MICROSCOPICA DE Quercus ilex CON E.

coli

En la siguiente figura visualizacién microscopica del extracto de Quercus ilex con
una escala de 20um se analizaron los cambios estructurales a las 2, 6, 12, 24y 48
horas sometido a un agente bacteriano como es E. Coli con una escala de 10um,
a las 2 horas se visualiz6 que este agente comenzé con cambios microscoépicos,
caracteristica tipica al ser capaz de infectar mudltiples tejidos humanos,
principalmente aquellos con mucosas y alta humedad, a las 6 horas se visualizo el
esparcimiento de la bacteria, a las 12 horas hubo mayor desplazamiento, a las 24
horas la distribuciéon de la bacteria sobre la membrana fue basta, pero a las 48

horas se mantuvieron las bacterias en el mismo sitio, a pesar que pueden transitar
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entre los polimeros, la membrana con el extracto favorece la migracion de los

componentes, es por ello, que se recalca que el efecto antibacterial del extracto va

a depender de la concentracion de antibioticos (Figura 11).

SEMMAG: 116 ke DET BSE Detf
HY: 12207 DATE: 08/1011
WAC:Lawvar,15Pa  Device: T85!

SEMMAG: 4.11 ke DET: BSE Detector bbbt L 41 4 1 1 SEMMAG: 574 k¢ DET: BSE Detoctor bk
HY: 20.0 W/ DATE: 09/04/18 10um Vega @Tescan HV: 25.0 kv DATE: 09/06/18 10um
VAC:LowVac, 6Pa  Device: T3513658 fisicoquimica VAC: Lowiac, 8Pa  Device: T3513638

fisicoquimica

Figura 11. Microfotografias de E. Coli con Quercus ilex a una escala de 10 micras.

7.3 RESULTADOS DE LA VISTA MICROSCOPICA DE Quercus ilex CON S.

cerevisae

En la siguente figura se visualiza el extracto de Quercus ilex con S. cerevisae a
una escala de 20um y 10um se hizo el andlisis de los cambios estructurales a las
2, 6, 12, 24 y 48 horas, en cada intervalo de tiempo se visualizaron amplias
modificaciones, en las primeras 2 horas se observo la presencia de S. cerevisae
sobre la membrana, teniendo un desplazamiento constante y con distribucién
heterogena por las fibras de PLA/PVA, a las 6 horas la migracion de los
componentes del agente fue mayor, a las 12 horas se observa el andamio de la
membrana que esta con residuos de la levadura, a las 24 horas la distribucion fue

39



muy amplia debido a la porosidad de la membrana disminuyendo el conteo clular

y a las 48 horas se observé que este crecimiento de bacterias descansaban sobre

la membrana. (Figura 12)

e T -
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VAC:LowVac,10Pa  Device: TS513658 fisicoquimica VAC: Lowtac, 10Pa  Device: TS51365B fisicyac: Lowvac, 8Pa  Device: T8513688 fisicoquimica

DET: BSE Detector
DATE: 09/06/18 [ Vega@Tescan
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Figura 12. Microfotografia de S. cerevisae con Quercus ilex a una escala de 10
micras.

A partir de las imagenes de las Figuras 10 a 12, se estima la rapidez de aderencia
de los diferentes microrganismos sobre las membranas de PLA/PVA. Para realizar
esta medicion fue empleado el software: IMAGE J, el cual mediante escala de
grises permite calcular el area de las diferentes colonias de microrganismos
ocupadas en la micrografias obtenidas por Microscépio Electronico de Barrido
(SEM). EIl resultado del conteo de é&reas por cada tipo de colonias de

microrganismos, se muestra en el histograma de la siguiente figura.
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HISTOGRAMA DE TOXICIDAD
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Figura 13. Conteo de colonias de microrganismos por unidad de &rea mediada en
micras (eje y) respecto al tiempo en unidades de horas. Los colores distinguen los

diferentes tipos de microrganismos.

La figura 13, muestra la dinamica de adhesion de los microorganismos empleados
en presencia del extracto acuoso Quercus ilex, la cual es cualitativamente distinta
a horas de la inoculacion de cada tipo diferente que a dias. Una posible
explicacion de este comportamiento puede ser debido a que las colonias de
cerevisae y aureus se adaptan con dificultad a la membrana a 6 horas, mientras
qgue las colonias de e. coli tienen su mayor crecimiento durante este lapso de
tiempo. A 12 horas se observa que el tipo de microorganismo con mayor
adherencia es cerevisae. Después del primer dia de inoculacion (a las 24 hrs), el
extracto de Quercus ilex inhibe nuevamente el crecimiento de las colonias de
cerevisae y aureus. En cambio, cuando el lapso de tiempo es a 2 dias las colonias
de aureus son aquellas que tiene mayor adherencia a la membrama polimérica.
Por lo tanto, la mayor inhibicion ejercida del Quercus ilex sobre los
microorgamismos cerevisae y e. coli, mientras que el efecto bactereostatico de
este extracto desaparece sobre las colonias de aureus entre el primer y segundo
dia.
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7.4. RESULTADOS DE Quercus ilex EN CULTIVO CON S. aureus

En la siguiente figura se observa el cultivo del extracto de Quercus ilex que fue
valorado a las 6, 12 y 24 horas, en una caja de petri con agar LB, medio ideal para
valorar el crecimiento de la bacteria S. aureus, esta tiene la capacidad de
permanecer en tejidos con baja o alta humedad, este agente en el ser humano
llega a ser el responsable de casos severos de infeccion y alta morbimortalidad,
pero para llegar a su identificacion, se debe realizar un cultivo de la zona afectada,
herramienta diagndstica fidedigna, por ello, en la evaluacion en el cultivo a las 6
horas se observd claramente limitacion del crecimiento bacteriano en la zona
donde fue alpicado el extracto acuoso de Quercus ilex teniendo un aspecto
macroscopico ovalado, con bordes regulares, a las 12 horas la zona con presencia
de extracto inicia cambios a una tonalidad rojiza, en su vista microscépica la zona
se torna oscura con aglomeracion de componentes del extracto y a las 24 horas

los cambios macrdscépicos y microscopicos no son tan diferentes. (Figura 14)

Figura 14. S. aureus/ Quercus ilex 6 hrs
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Figura 14. S. aureus/ Quercus ilex 12 hrs

7.5. RESULTADOS DE Quercus ilex EN CULTIVO CON E. COLI

En la siguiente figura el cultivo del extracto de Quercus ilex con E. Coli fue
analizado a las 24 horas, para poder observar un crecimiento, en una caja de petri
con su respectivo agar, se identific6 crecimiento de la bacteria, al tener una
distribucién hacia el centro de la caja, esta valorada miscropicamente se observa
una membrana con combinacion del agente y el agar, pero se distribuye de
manera heterogenea, con bordes irregulares, con tonalidad café, en su vista
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microscoépica la zona se torna rojiza, himeda y con cambios en la coloracién de la

membrana. (Figura 15)

Figura 15. E. coli con Quercus ilex en cultivo a las 24 hrs.

7.6 CITOTOXICIDAD CON XTT EN FIBROBLASTOS A LAS 24 HORAS

En la figura 15, se observa la citotoxicidad en fibroblastos epiteliales humanos en
tres membranas a base de PLA/PVA con diferentes morfologias de su
microestructura (ver Figura A del Anexo), etiquetadas con las siglas M1, M2 y M3.
Se realiz6 la administracion de una suspension celular de 25,000 cel/mL en varias
muestras, para valorar el nivel de que se llega a tener de citotoxicdad, en el control
negativo fue de 0.900, en el control positivo de 0.700, en la muestra numero 1 fue
de 0.800, en la muestra nimero 2 de 0.850 y en la muestra nimero 3 fue de 0.700
a las 24 horas de haber sometido a las células un cultivo y haber escaneado
mediante espectofotometria (método de ELISA). Este estudio se obtiene mediente
la valoracién de la absorcién directa de sales de tetrazolium (XTT), producto del
sistema reductasa succionato-tetrazolium a nivel celular, pero estas deben estar

metabolicamente intactas. (Figura 16)
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Figura 16. Medicion de citotoxicidad con XTT, por metodo de ELISA a las 24
horas



7.7. RESULTADOS DE LA CITOTOXICIDAD CON XTT EN FIBROBLASTOS A
LAS 48 HORAS

En la valoracion de la citotoxicidad con XTT en fibroblastos de piel humana normal
(FPiIHN), se realiz6 la administracién de una suspension celular de 25,000 cel/mL
en varias muestras, para valorar el nivel de que se llega a tener de citotoxicdad a
las 48 horas, en el control negativo fue de 0.900, en el control positivo de 0.700,
en la muestra numero 1 fue de 0.900, en la muestra numero 2 de 0.800 y en la
muestra numero 3 fue de 0.100 identificando que la celularidad es cada vez menor
conforme pasa el tiempo, por ello, el nUmero de células vivas en el cultivo mueres,
posteriormente al ser escaneados mediante espectofotometria (método de ELISA),
este estudio obtiene mediante la valoracion de la absorcion directa de las células
de sales de tetrazolium (XTT), producto del sistema reductasa succionato-
tetrazolium a nivel celular, pero estas deben estar metabdlicamente intactas.
(Figura 17)

Citotoxicidad con XTT en fibroblastos
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Figura 17. Medicion de citotoxicidad con XTT, por metodo de ELISA a las 48
horas

46



7.8 RESULTADOS DE INMUNOCITOQUIMICA DEL EXTRACTO ACUOSO DE
Quercus ilex

En la siguiente figura se realiza la valoracion por microscopia con fluorescencia
emplear fluoréforo para detectar las moléculas tisulares segun el espectro de
absorcion, observandose la Adhesion de los fibroblastos epiteliales humanos en la
membrana a base de PLA/PVA, se puede presentar solapamiento, compuesta por

extracto de Quercus ilex. (Figura 18)

Figura 18. Visualizacion microscopica del extracto de Quercus ilex.

Con el empleo de la inmunocitoquimica se permitié6 valorar por medio del
fluor6foro Texas-Red la absorcion de la celularia del extracto de Quercus ilex,
este tejido se denomina fluorescente debido a que es capaz de captar radiacion
electromagnética con una longitud de onda determinada y emitir otra radiacion
electromagnética con otra longitud de onda diferente, normalmente dentro del
espectro de la luz visible que se realiz6 en un campo oscuro, ademas, se tuvo
proliferacion de los fibroblastos epiteliales humanos en la membrana a base de
PLA/PVA en combinagus

Figura 19. Visualizacion microscépica del extracto de Quercus ilex
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7.9 RESULTADOS DE Quercus ilex CON INMUNOHISTOQUIMICA A LAS 6
Y 12 HORAS

Al comparar los resultados obtenidos por inmunohistoquimica a las 6, 12 y 24
horas, se identificé que desde la primera valoracion hubo adecuada absorcion por
del tejido que representa la membrana, esta permiti6 ser comparada con la
membrana 3, la cual mostré mayor respuesta a la inmunohistoquimica, mostradas
de color verde, los cambios observados a las 12 horas nos indican la disminucion
de la celularidad viva, debido al estrés del medio, ademas, de que el color verde
es respuesta a la excitacion del nucleo de la célula de forma natural a la luz de
onda corta, en este periodo de tiempo los cambios fueron drasticos pero a las 24
horas de la realizacion del experimento, se mostr6 elevacién de la celularidad
muerta, comportamiento celular progresivo que se vio afectado conforme avanzo6
el tiempo. Este andlisis indica que la actividad celular con Quercus mas la
membrana se mantiene activa en un periodo de tiempo inferior a las 12 horas.
(Figura 20)

6 HORAS 12 HORAS

~  VIVAS

L MUERTAS

MEMBRANA 2 MEMBRANA 3 MEMBRANA 2 MEMBRANA 3

Figura 20. Inmunohistoquimica de las membranas a diferentes intervalos de
tiempo.
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7.10. RESULTADOS DE Quercus ilex CON INMUNOHISTOQUIMICA A LAS 24
HORAS

Al comparar los resultados con el control, se tuvo cambios favorables con las
membranas de Quercus ilex, la morfologia de la membrana a base de PLA/PVA
por interaccion con los fibroblastos epiteliales humanos, se tuvieron cambios
importantes a comparacion de las 12 horas en el que se tiene celularidad viva, que
mediante estudios de inmunohistoquimica puede valorarse y valorar los cambios

de manera microscopica. (Figura 21)

24 HORAS

— VIVAS

- MUERTAS

MEMBRANA 2 MEMBRANA 3 CONTROL(-)

Figura 21. Inmunohistoquimica de las membranas 2,3 y control.
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8. CONCLUSIONES

La biocompatibilidad de las membranas combinadas con el extracto acuoso de
Quercus ilex con fibroblastos epiteliales humanos son adecuados para su
aplicacion en estudios in vivo. No se tuvo citotoxicidad celular en los fibroblastos
epiteliales de la membrana a base de PLA/PVA en combinacion Quercus ilex. La
adhesion celular de fibroblastos epiteliales de la membrana a base de PLA/PVA
fueron viables cuando la microestructura tiene una morfologia ramificada (ver
micrografia de la membrana 2 de la Figura A del Anexo). Asi mismo, en el caso de
los experimentos con bacterias E. Coli, S. cerevisae y S. aureus, se encontré que
el extracto acuoso de Quercus ilex tiene un efecto bactereo-estético tal que inhibe
el crecimiento de colonias de bacterias de E. Coli, S. y cerevisae; mientras que en
el caso de S. aureus después de 24 hrs este tipo de comportamiento del extracto
desaparece, permitiendo la adhesion y crecimiento de las colonias de este tipo de

bacteria.

La proliferacion celular de fibroblastos epiteliales en la membrana a base de
PLA/PVA en combinacion Quercus ilex resulté ser suficiente para los cultivos y
para cumplir con los objetivos in vitro. La morfologia celular de fibroblastos
epiteliales de la membrana a base de PLA/PVA en combinacién Quercus ilex
fueron fusiformes y respondieron adecuadamente a los polimeros. La morfologia
de la membrana a base de PLA/PVA por efecto de los fibroblastos epiteliales
humanos fue creciendo en el cultivo y respondieron favorablemente con el extracto

acuoso de Quercus ilex. (1)

En el proceso inflamatorio agudo desencadenado por una herida en piel, se
desencadena la liberacién de citocinas proinfamatorias y antiinflamatorias, por
células mononucleares y polimorfonucleares. Este proceso culmina con la
restauracion del tejido lesionado, por medio de las tres fases de la cicatrizacion,

sin embargo, con el empleo de biomateriales, como las bio-membranas de
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PLA/PVA obtenidas por electrohilado han permitido ser empleadas para la

curacion de heridas en piel. (1)

La capacidad de los biomateriales ha permitido valorar la reconstitucién de tejido
en piel, hueso, tejido neural, tejido cardiovascular, etc., debido a la alta frecuencia
de incidentes domésticos, industriales o laborales, derrame de liquidos calientes, o
llama directa, estas heridas cursaran con el proceso de cicatrizacidon normal, pero
la falta de tejido de granulacion, entre otras anomalias, puede ocasionar alteracién
en la restauracion del tejido. Por ello, la creacion de materiales sintéticos, como
los polimeros acido poliglicolico (PGA), acido poli L-lactico (PLLA), &acido
polilactico (PLA) y alcohol polivinilico (PVA), permiten ser reabsorbidos o
degradados por el cuerpo, algunos de tipo hidrofébicos o hidrofilicos, que soportan
las presiones mecénicas y permiten la degradacién, pero es necesaria la
construccion de andamios, por la arquitectura porosa interna que permite el
crecimiento celular, de hecho, la adicion de un grupo metilo, permite al PLA ser
mas hidrofobico y se degrada mas lentamente que el PGA, resultados que se
esperan obtener al finalizar la investigacion in vitro. (21)

La técnica de electrohilado permite la fabricacion de andamios de numerosos
polimeros biodegradables, como poli (e-caprolactona), PLA, acido poliglicdlico, y
poliuretano, por ello, en esta investigacion se empleo para la creacién de las
membranas de PLA y PVA. (22)

Se ha observado que el empleo de los polimeros de PLA y PVA son mas estables,
teniendo menor grado de inflamacion in vivo que otras nanofibras,
independientemente de su morfologia microscopica, la cristalinidad y el peso
molecular, tienen la capacidad de generar reaccion desinflamatoria que estimula y
acelera la regeneracion de algunos tipos de tejidos epiteliales, pero en el caso de
que la curacion requiere tiempos prolongados. La respuesta inflamatoria cronica
no se ve favorecida y su capacidad de ser bioreabsorbible, permite la curacion de

heridas de manera eficiente. Por ello, al emplear este polimero en la investigacion,
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aunado a PVA en combinaciébn con extracto acuoso de Quercus ilex ha

demostrado ser adecuada en los experimentos. (23)

En la investigacion de Hajialyani M. (24) han descrito el uso de componentes de
plantas para la creacion de biomembranas, como alternativa para el proceso de
curacion de heridas, en funcion de la variedad de sus componentes activos
(flavonoides, aceites esenciales, alcaloides, compuestos fendlicos, terpenoides o
acidos grasos, etc.), enfatizando su bajo costo y la limitacion en los efectos
adversos y adecuada biodisponibilidad, es por ello, que en esta investigacion se

empleo el extracto acuoso de Quercus ilex.

Con el empleo de plantas medicinales, se deben someter a un proceso de
nanoescalamiento o incorporarlas a las nanoestructuras, para valorar el estrés
antioxidante, la actividad antiinflamatoria, la angiogénesis, la nheovascularizacion y
la reepitelizacion, en medios de cultivo, métodos que difieren del estudio realizado,
al emplear el cultivo primario de fibroblastos epiteliales humano con membranas
poliméricas de PLA/PVA con extracto de acuoso de Quercus ilex durante 24

horas, teniendo adecuada proliferacion celular. (24)

El empleo de plantas como la especie Quercus infectoria ha demostrado tener
eficacia en la cicatrizacion de heridas en modelos de escision, incision y herida en
el espacio muerto con mejora de la resistencia a la traccion, porcentaje de cierre
de la herida, epitelizacidbn completa y tamafio de la cicatriz, al tener deposicion de
colageno y actividad antioxidante, sus frutas mostraron actividad antibacteriana
valorados in vitro. Estos resultados fueron comparados con los obtenidos en esta
investigacion in vitro con el extracto de Quercus ilex, en los cuales se obtuvo
proliferacion celular de fibroblastos, sin toxicidad, adecuada adhesién celular y

posteriormente sera realizada la investigacion in vivo. (25)

Los polimeros sintéticos permiten la epitelizacién, con o sin injerto epidérmico, al

colocar la membranas con componentes naturales, tienen la capacidad de la
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regeneracion célular, de hecho, el poliuretano ha sido ampliamente estudiado
como material para el vendaje de las heridas, sin embargo, en los apdsitos para
heridas son impermeables a las bacterias y agua, pero esta cumpliendo con la
caracteristicas de biocompatibilidad, la degradacion, las propiedades mecénicas,
la esterilidad y su capacidad de ser excretable y no ser toxica, similares a los
polimeros de PLA y PVA, que se han empleado con fibroblastos humanos para el
tratamiento del pie diabético, la malla que se utiliza permite la distribucion celular
homogénea y soportar la fuerza contréactil, es hidréfoba y tiene adhesiéon celular
limitada. (26)
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10. BIOETICA

El avance cientifico en la época actual se desarrolla a un ritmo vertiginoso gracias
a incremento de apoyo econdmico, humano, y tecnoldgico, siendo siempre
motivado por el afan incansable de proponer nuevos recursos para mejor las
condiciones de vida de las personas. Ramas como biomedicina, farmacéutica,
fisiologia han impulsado nuevas estrategias que al ambito médico han favorecido

de sobremanera.

Dada la velocidad a la que se desarrollan nuevos proyectos es de suma
importancia identificar las herramientas que utilizan los grupos investigadores a lo
largo de los ultimos afios, determinando la importancia de la ética y la inmersion
de la responsabilidad social de forma inherente en la mision corporativa como pilar
de desarrollo y avance en la mente de los pacientes; Ademas destacar como los
pacientes son beneficiados y perjudicados por estas acciones desarrolladas en
aras de aumentar la participacion y aumentar las acciones de grandes

multinacionales investigadoras a nivel mundial. (27)

La bioética juega un papel crucial en el desarrollo de nuevas tecnologias ya que
se debe anteponer el beneficio que éstas traeran a las personas a los beneficios
econOmicos o personales de grupos minoristas, teniendo como base el principio
de beneficencia.

Este principio va dirigido al deber de contribuir al bienestar del paciente y se basa

en:

e Prevenir el mal o el dafio (maleficencia).
« Contrarrestar el dafio.

¢ Hacer o fomentar el bien.

Se fundamenta en la confianza mutua entre médicos y pacientes de que la

actuacion a desarrollar vaya dirigida en pro de los mejores intereses mutuos y a no
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hacer dafio, a menos que el mismo esté intrinsecamente relacionado con el

beneficio por alcanzar en el paciente. (28).
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11. ANEXO
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Figura A. Tres tipos de morfologias diferentes de la microestructura de las
membranas de PLA/PVA y cuyo grosor se encuentra en un rango de 300 micras a
400 micras, las cuales fueron empleadas en el experimento in vitro para evaluar su

citotoxicidad.
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