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RESUMEN

Debido a las atractivas propiedades y semejanzas al imitar la matriz
extracelular de la piel humana, las membranas a base de biopolimeros
PLA/PVA se consideran un material con potencial para su aplicacion a
la ingenieria tisular. En conjunto con la técnica de electrohilado se han
desarrollado diversas investigaciones, incluyendo el presente trabajo
para darles mas estabilidad a las membranas. Se reportan membranas
a base de biopolimeros PLA/PVA con una morfologia biomimética a la
matriz extracelular, ademas de presentar diversas membranas variando
los parametros de control experimental. Se encuentra que la viscosidad,
el voltaje, distancia del colector y el tipo de inyeccion manual o
automatico son fundamentales para obtener un tamafio de fibra
micrometrico, sub-micrométrico y nanométrico en dichas membranas

poliméricas.
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CAPITULO |
INTRODUCCION / ANTECEDENTES

1. Introduccién

Los antecedentes histéricos sobre la utilizacion de materiales en Medicina, para
ayudar a restaurar las funciones de tejidos dafiados, se remontan al uso de ciertos
metales y otros productos naturales en el antiguo Egipto y durante las civilizaciones
clasicas griega y romana. El desarrollo de los polimeros se acelero a principios del
siglo XX, con el descubrimiento de materiales para fabricar hilos de sutura capaces
de ser degradados y absorbidos por el organismo. La investigacion sistemética
sobre los materiales tolerables por el organismo para la fabricacion de protesis e
implantes se impulsé después de la segunda Guerra Mundial, por la necesidad de
rehabilitar a los invalidos de guerra. La descripcibn de nuevos biomateriales y
sistemas utilizados en Medicina, que sean fisiolégicamente eficaces vy
mecanicamente funcionales, ha sido vertiginosa [1]. En un recorrido a través de los
aflos mas recientes, se puede resaltar que entre 1940 y 1950, la investigacion y el
desarrollo de los implantes se realizd casi exclusivamente por cirujanos; algunos de
los implantes concebidos en esa época todavia se utilizan, como por ejemplo el
implante o prétesis de cadera de Charnley. Entre 1950 y 1975 se determinaban las
caracteristicas de los biomateriales para implantes y prétesis, la integridad de los
mismos tras su implantacion a largo tiempo, su naturaleza no toxica y la respuesta
inflamatoria [2]. Durante la década de los 60 se publicaron los primeros estudios
sobre las lesiones provocadas por la presencia de un implante y se introduce el
término biocompatibilidad, que define el grado de tolerancia del biomaterial por parte

del organismo.

El afio 1969 marca el punto de partida de la necesaria incorporacion a la Medicina
de diversas disciplinas para el desarrollo de biomateriales. Asi, el ingreso de la



Ingenieria permitié introducir técnicas para caracterizar la estructura y la superficie
de los biomateriales y, el de otras ciencias (Biologia, Bioquimica, etc.), el estudio de

la respuesta celular.

En la actualidad la escasez de piel, procuracién y sanidad de bancos de piel ha
generado la busqueda de nuevas alternativas para el cuidado y la regeneracién de
esta. Los tratamientos empleados en el cuidado de heridas, quemaduras resultan
no ser favorables para el paciente. Siendo esta una problematica para las

instituciones y para el paciente.

Este tipo de problemas ha generado que los trabajos se vuelvan multidisciplinarios,
buscando nuevas alternativas en la biotecnologia ejemplo de ello son los polimeros
funcionalizados que imitan una matriz extracelular [3], asi como el empleo de
nanofibras obtenidas por electrohilado que favorezcan la epitelizacion de heridas [4]
o el uso de materiales porosos formado con andamios tridimensionales que actlen
como un facilitador de la adhesion celular y el crecimiento. Debido a la cantidad de
polimeros que es posible hilar con diferentes estructuras, se ha realizado intensas
investigaciones para utilizar micro-fibras, por ejemplo, en medicina regenerativa

utilizando la técnica de Electrohilado.

La ingenieria tisular es una ciencia que aplica los principios de la ingenieria y las
ciencias de la vida desarrollando sustitutos biol6égicos que reparen o mejoren la
funcién biolégicas de un tejido u 6rgano, basandose en el uso de tres elementos:
biomateriales, células y andamios. A pesar de los muchos avances alcanzados, los
investigadores de este campo se enfrentan a importantes retos en la reparacion o

la sustitucion de los tejidos.

En este sentido, los biomateriales utilizados en la construccion de andamios juegan
un papel muy importante por lo que deben cumplir una serie de requisitos tales
como: permitir una estructura adecuada con el fin de favorecer la integraciéon y
vascularizacion del tejido, ser biocompatibles, biodegradables, teniendo adecuadas

propiedades mecanicas y una superficie quimica apropiada que favorezca la



adhesidn, diferenciacion y proliferacion celular [5]. Por consiguiente este estudio
busca investigar alternativas para la regeneracion de piel. Ademas se propone un
nuevo tratamiento a base del empleo de fibras constituidas por la técnica de
electrohilado con caracteristicas de un entrelazamiento coaxial, que imite la matriz

extracelular.

1.2 Procesamiento por Electrohilado de membranas

El electro-hilado es una técnica que usa fuerzas electrostaticas para producir fibras
de orden nanométrico o micrométrico mediante soluciones poliméricas [6]. La
técnica consiste en inyectar soluciones de polimeros a través de campos eléctricos
de gran intensidad. Se basa en aplicar suficiente carga eléctrica que supere las
fuerzas de la tension superficial en la solucion de polimero cargado. En esta forma
a un voltaje determinado, finos chorros de solucion son expulsados desde un capilar
hasta el colector asi como se muestra en la Figura 1. Posteriormente el chorro se
mueve en la direccién del campo eléctrico, con elongacion de acuerdo a las fuerzas
externas e internas, experimentando inestabilidad en algunas ocasiones. El
disolvente se evapora y los segmentos de fibras son depositados al azar en un

sustrato.

Los parametros de control de la técnica de electro-hilado son principalmente:
concentracion, flujo de salida, viscosidad, tension superficial, voltaje, distancia entre
colector e inyector. Esto genera tipos de morfologias del material polimérico
procesado mediante esta técnica, las cuales pueden ser planas o cintas,
helicoidales, ramificadas, huecas, fibras con defectos tipo gota, fibras con poros,
etc. [7]. Estos parametros de control en la técnica de electrohilado determinan la

morfologia de las fibras, las cuales constituyen membranas.
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Figura 1. Esquema del proceso de Electrohilado

1.2.1 Variables de la solucién polimérica

Ademas de los parametros, hay una serie de variables de la solucion polimérica que

desemperfian un papel importante en la formacion y la estructura de las fibras. En

orden relativo de importancia en el proceso de electrohilado esta la concentracion

de la solucion polimérica, la volatilidad del solvente y la conductividad del solvente.

Si bien un nimero de relaciones generales entre los parametros de proceso y

morfologia de las fibras se pueden ver en la Tabla 1., es importante darse cuenta

de que la relacion exacta sera diferente para cada polimero y solvente utilizado en

el sistema. Dependiendo de una serie de variables de la solucion obtendran

diferentes resultados.

Tabla 1. Efecto que producen las variables de electrohilado en la morfologia

de las fibras.

Variables

Efecto de la morfologia de la fibra

Voltaje aplicado 1

Didametro de la fibral inicialmente, después
aumenta (no es monotona).

Velocidad de flujo 1

Diametro de la fibrag (si el flujo es
demasiado alto se forman aglomerados)

Distancia entre la aguja y el colector

Diametro de las fibras | (si la distancia es
demasiado corta se forman aglomerados).

Concentraciéon de la soluciéon polimérica
(viscosidad) 1

Diametro de la fibra T (dentro del rango
Optimo).

Conductividad de la solucion polimérica

Diametro de la fibra] (distribucién de
diametro amplio).




Volatilidad del solvente

Las fibras presentan una microtextura (se
muestran poros en la superficie,
aumentando el area superficial).

Alto 1 Bajo !

1.2.2 Elementos integrantes del proceso de electrohilado

Un equipo de electrohilado se divide principalmente en tres partes: una fuente de

alto voltaje, una bomba de inyeccién con su aguja capilar y un colector conectado a

tierra fisica ver la Figura 2. El principio de electrohilado es la extension o

estiramiento de un fluido viscoso ocasionado por una diferencia de potencial de

carga eléctrica, entre el fluido cargado con energia eléctrica (carga negativa) y el

colector (carga positiva). El proceso inicia cuando se genera la ruptura de la tension

superficial del fluido y genera el llamado, cono de Taylor, lo que induce a la

formacion de la fibra y su recoleccién constante al colector [6].

Bomba
invectora

Fuente de alto
voltaje

P‘olimérica

Figura 2. Representacion grafica del funcionamiento de un equipo de electrohilado

(Divulgacion 1QOG- CSIC).




Formacion del cono de Taylor: El fendmeno ocurre al momento de que las fuerzas
eléctricas (positivas y negativas) superan a la tension superficial de la solucion
polimérica. La carga de la solucién es inducida por una fuente de alto voltaje que
supere la carga de 6 KV en adelante. La tension superficial ocasiona la elongacion
de la solucion viscosa mediante fuerzas de repulsion o atraccion. El proceso inicia
con la carga eléctrica constante sobre la superficie de la gota, hasta llegar al punto
de una atraccion con la tierra fisica, esta atraccion genera una ruptura en la tension
superficial de la gota, seguida de la evaporacion del disolvente que da lugar a la

formacién de fibras.

Direccion de flujo: la trayectoria del flujo inicia desde la punta de la aguja capilar
hacia la tierra fisica pasando por el colector para obtener un buen rendimiento en la
obtencién de fibras. Sin embargo, esta trayectoria puede verse afectada facilmente
por la presencia de campos eléctricos. La obtencién de estructuras bidimensionales
y tridimensionales necesita una recoleccion constante de fibras para obtener un
espesor de membrana adecuada. Los electrodos permiten el manejo de campos
eléctricos externos para controlar la trayectoria del flujo y asi construir estructuras

fibrosas ordenadas facilmente.

El método de procesamiento del electrohilado es mas versatil en cuanto al grosor
de la membrana y en cuanto a su preparacion debido a que la volatilizacién del
disolvente facilitando la solidificacién de la membrana lista para su caracterizacion

mostrando su eficiencia y facilidad de manipulacion [7].

1.3 Anatomia de la piel

Todo ser vivo sea unicelular o pluricelular cuenta con una capa que lo reviste, como
medida de proteccion del medio que lo rodea, permitiendo que interactie y se
relacione con el medio externo. En el caso de seres unicelulares la cubierta esta

representada por la membrana celular. Y en los organismos pluricelulares hablando



de los mamiferos vertebrados especificamente cuentan con un tejido llamado piel

[8].

La piel es el érgano que recubre, aisla y da proteccion a los mamiferos del exterior.
Cumple funciones relacionadas al control de liquidos, control de temperatura

corporal mediante el flujo sanguineo y la emision de sudor [9].

La piel es un érgano que no tiene cambios significativos en cada especie, por lo que
los mamiferos tienen las mismas caracteristicas tanto en su ordenamiento celular
como en su morfologia y distribucién. Por lo que podemos decir que para su estudio
en todos los casos se dividen en: epidermis, dermis e hipodermis ver la Figura 3. Y
anexos cutaneos que derivan del tejido epitelial y cumple funciones independientes,

los anexos méas importantes son glandulas, pelos y ufias [9].

Epidermis—{;'

Dermis

Hipodermis—

#ADAM.

Figura 3. Representacion esquematica de un corte transversal del tejido de la piel humana,
donde se muestran las capas que la conforman, en esta imagen se muestran las tres capas
(epidermis, dermis e hipodermis) y sus anexos cutaneos foliculos pilosos, glandulas, vasos

sanguineos (Borke, J. 2017).



1.3.1 Capas de la piel
1.3.1.1 Epidermis

Es la capa mas superficial de la piel, es la primera barrera de proteccién ante
agresiones externas. Esta constituida por un epitelio plano estratificado de tipo
queratinizado que carece de irrigacion y de inervacion propio, se nutre atreves de la
dermis por difusién. En la epidermis también encontramos otro tipo de células
denominadas anexos cutaneos, los cuales son: anexos glandulares (glandulas

sebaceas, sudoriparas y foliculos), y anexos queratinizados [8].
Células de la epidermis

Existen cuatro bloques celulares que son:

Queratinocitos: Estas células constituyen el 90% de la poblacién, se denominan
asi porque fabrican una proteina llamada queratina, que es impermeable al agua y
protege la piel y los tejidos de las agresiones y abrasiones externas. Son células
gue constituyen un epitelio de tipo estratificado plano, caracterizado por tener
células planas, sin embargo en estratos mas profundos las células tienen forma de
cuboides o cilindrica como se muestra en la Figura 4. Razén por la cual se estudia
como un tejido epitelial formando por multiples capas o estratos dispuestos desde

su parte basal donde se lleva a cabo la mitosis hasta su parte superior del epitelio

[8].



Figura 4. Donde se muestran cambios morfologicos que tiene el queratinocito desde la
lamina basal el estrato corneo (estrato mas superficial de la piel) (1.- Estrato basal, 2.-

Estrato espinoso, 3.- Estrato granular, 4.- Estrato lucido y 5.- Estrato corneo).

Melanocitos: Son células dendriticas que proceden de la cresta neural (células que
migran de la cresta neural hacia la epidermis en la embriogénesis), estan en

contacto con el estrato germinativo y la porcion mas superficial de la dermis [9].

Células de Langerhans: Son células poco numerosas representan del 3 al 8% de
la poblacion total del epitelio, por lo que son infrecuentes en el estrato basal. Se
originan en la medula 6sea y son trasportados por la sangre hasta la dermis. De
donde migran hasta llegar a las capas mas superficiales de la epidermis. Su
morfologia es estrellada, sus ndcleos son obscuros e irregulares envueltos por un
citoplasma de color claro, en su interior encontramos granulos en forma de bastén,
rodeados por una membrana, llamados granulos vermiformes o de Birbeck [10]. Se

sittan habitualmente en las capas espinosas, granulosas y basales.



Células de Merkel: Son células epidérmicas modificadas, de morfologia
redondeada, algo aplanadas, con nucleo invaginado y con un citoplasma lleno de
granulos de nucleo denso y filamentos de queratina que a diferencia de los
queratinocitos estas células tienen una funcidn mecano receptora. Se ubican en la
capa basal de la epidermis, originadas de células ectodermales epidérmicas;
también llamadas discos de Merkel.

1.3.1.2 Dermis

La dermis esta constituida por tejido conjuntivo, conteniendo fibras de colageno de
tipo | y fibras elasticas. Las células de la dermis incluyen fibroblastos, macrofagos,
mastocitos y adipocitos y en ella se encuentran vasos sanguineos, nervios,
glandulas subcutdneas y foliculos pilosos. Su grosor no se puede medir
exactamente porque no se diferencia claramente de la capa subcutanea pero es
delgada en los parpados (0.6 mm o menos) y tiene unos 3 mm en las zonas de mas
friccion que son las palmas de las manos y las plantas de los pies, en donde esté la
piel gruesa. Suele ser mas delgada en la parte anterior del cuerpo que en la posterior
y mas delgada en las mujeres que en los hombres [9].

Se distinguen dos capas morfolégicas:

Dermis Papilar: Tejido laxo superficial, formado por haces finos y entrecruzados de
fibras de colageno tipo I, tipo Il y fibras elasticas siendo esta la porcidbn mas rica en
elementos celulares, esta formada por unas elevaciones o0 crestas que se

denominan papilas dérmicas [8].

Dermis Reticular: Estrato inferior y de mayor grosor esta unido con la hipodermis,
formando un tejido conjuntivo denso irregular, es la porcion mayor de la dermis,

compuesta por numerosas fibras y con escasas células [8-9].

En ciertas regiones del cuerpo, las fibras de colageno tienden a orientarse mas en
una direccion que en otra formando las lineas de incision o tension en la piel que
indican la direccion predominante de las fibras de colageno subyacentes. Estas

lineas son especialmente evidentes en las superficies palmares de los dedos en
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donde se colocan paralelas al eje longitudinal de los dedos y son de interés
particular para el cirujano, puesto que una incision paralela a las fibras de colageno
curara con una fina cicatriz mientras que una incision que cruce las fibras,
desorganiza el colageno con lo que las heridas quedan muy abiertas y curan con

una cicatriz gruesa y ancha.
Células de la dermis

Fibroblastos: Son las células mas particulares del tejido conjuntivo en la dermis
con predominio en la dermis papilar, morfolégicamente son células estrelladas con
largas prolongaciones, e inmdviles y planas. Su funcién es la fabricacion y
mantenimiento de las fibras dérmicas y de la hipodermis por medio de la produccion
de colageno. Ante traumatismos y lesiones se vuelven mas activos lo que favorece

a la cicatrizacion mediante la sintesis de matriz extracelular.

Macréfagos: Células de gran tamafio, de forma esférica y con un nucleo
arrinonado, estas células participan en la deteccion, fagocitosis y destruccion de
agentes extrafios, ademas forman parte de la defensa del organismo. Actdan en el
proceso inflamatorio como presentador de antigenos mediante la liberacion de

citosinas.

Células Plasmaticas: Son células de pequefio tamafio, con nucleo grande,
redondeado y abundante reticulo endoplasmico rugoso. Derivan de los linfocitos y

su funcion es fabricar anticuerpos en procesos infecciosos.

Células Cebadas: Células de defensa actian ante la presencia de anticuerpos con
la secrecion de sustancias inflamatorias 0 compuestos quimicos activando la

respuesta inmunoldgica ante invasiones.

Adipocitos: Células encargadas del almacenamiento de lipidos, morfolégicamente
son células redondeadas de tamafio grande con una gota de grasa en su
citoplasma, su funcién es de almacenamiento de energia, regulacién corporal y

como amortiguador ante traumatismo.
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1.3.1.3 Hipodermis

Esta localizado por debajo de la dermis reticular y esta constituido por tejido adiposo
gue estan inmersos en una maya fibrosa, por lo tanto segun esta disposicion se
habla de I6bulos adiposos, que no son mas que un conjunto de adipocitos rodeados
de tabiques de tejido conjuntivo, sus fibras se comunican con la dermis, es su
mayoria encontramos acumulos de células grasas (adipocitos). Otro nombre que
recibe es tejido celular subcutaneo). Dentro de sus funciones esta el movimiento de
la piel sobre estructuras subyacentes, y el acumulo de células adiposas en zonas
como el abdomen y los gluteos [11].

1.4 Biomateriales

Se denomina biomaterial a los productos empleados para reproducir la funcién de
tejidos vivos en los sistemas bioldgicos de forma segura, mecanicamente funcional
y aceptable fisiolégicamente, que son temporal o permanentemente implantados en
el cuerpo y que tratan de restaurar el defecto existente y, en algin caso, conseguir
la regeneracion tisular [12,13]. El biomaterial en contacto con tejidos vivos no debe
producir en ellos ningun tipo de alteracion, lo que limita las materias primas con las
gue se puede abordar su disefio. Sin embargo, los biomateriales constituyen un
conjunto de materiales cuya principal caracteristica es su gran diversidad. Entre
ellos se incluyen metales, cerdmicas, vidrios, acero y otras aleaciones metalicas,
polimeros sintéticos de multiples clases, polimeros naturales, tejidos biol6gicos

modificados, etc. [14].

Cualquier biomaterial, para poder ser implantado, debe cumplir unos requisitos
generales que se engloban en el concepto de biocompatibilidad, en el que se
considera la tolerancia de dicho material, su bioestabilidad tanto a corto como a
largo plazo, o el mantenimiento de sus propiedades y estructura quimico-fisica en
el entorno biolégico durante el tiempo que permanezca en el organismo [12,14].
Ademas, deben poseer unas propiedades mecanicas y quimicas especificas que
aseguren la funcion para la cual se disefian. Esta viabilidad funcional es critica y

esta relacionada con la capacidad del material para desempefiar su papel en una
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aplicacion concreta, quedando garantizada a largo plazo la funcion del érgano o
tejido donde se implanta. Para asegurar el éxito de un nuevo biomaterial se requiere
que éste supere una serie ensayos que preceden a las pruebas clinicas:
simulaciones biomecéanicas, modelos in vitro, ensayos toxicologicos y de

biocompatibilidad, e implantacion en animales de experimentacion [15,7].

Los requisitos que debe cumplir un biomaterial se pueden resumir en: 1) ser
biocompatible, aceptado por el organismo receptor, y no provocar que éste
desarrolle mecanismos de rechazo ante la presencia del biomaterial, 2) no ser
téxico, ni carcindégeno, 3) ser quimicamente estable, o biodegradable en productos
no toéxicos, al menos durante el tiempo programado, ya que hay biomateriales
biodegradables y biomateriales permanentes, 4) que la resistencia y propiedades
mecanicas, caracteristicas superficiales, el tiempo de fatiga, y el peso sean los
adecuados, y 5) su disefio, el tamafio y la forma del implante deben ser los

adecuados.

1.4.1 Biomateriales como apoésitos activos para regeneracion cutanea

El trabajo pionero de Martin y Cockshoot en 1974 [16] da origen a la relacion entre
la fabricacibn de membranas por electrohilado [17,18] y la invencién de nuevos
materiales que sirven como barrera antimicrobiana, favorecen el intercambio de
oxigeno, irrigacion de fluidos, adsorcién de células muertas y toxinas (apositos
activos) en el proceso de regeneracion cutanea a base de biopolimeros. Se
establece que existen biopolimeros naturales y artificiales para la fabricacion de

membranas con funcionalidad de apdsitos activos.

No obstante, membranas con este tipo de comportamiento de apdsitos activos son
biomateriales de tercera generacion (BTG) [19] a los cuales no solamente se les
exige ser biocompatibles (no toxicos) y biodegradables, sino también se desea que
sean apropiadamente hidrofilicos y con resistencia mecanica adecuada. Estas
propiedades creadas bajo disefio para el apdésito activo mimetizan la matriz
extracelular de la piel, la cual se encarga de proliferar, migrar y diferenciar las

células dermales y epiteliales.
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Los polimeros mas utilizados en el electrohilado de nanofibras para aplicaciones
biomédicas. Ejemplos de apdsitos activos que potencialmente cumplen con esta
finalidad a base de biopolimeros naturales y artificiales. En estudios recientes [20]
son obtenidas por primera vez membranas poliméricas de PLA/PVA, pero se
enfocan en determinar: pardmetros de control para obtener fibras de PLA o PVA
con un diametro especifico [20], control de la microestructura de la membrana a
partir de la velocidad de flujo y extrusion [21], asi como poder controlar el

mecanismo de hilado a partir de los pardmetros del dispositivo de electrohilado [21].

A continuacion se presenta la Tabla 2, la cual contiene las caracteristicas que deben
cumplir los biomaterial y las combinaciones que pueden tener cada biomaterial para

cumplir con estas caracteristicas requeridas:

Tabla 2. Caracteristicas de los biopolimeros mas utilizados en aplicaciones
biomedicas.

Propiedades de Biodegradables Fuerza
Polimero Superficie Mecanica | Integracion
de las
Hidrofilica | Hidrofobica | Hidrolitica | Enzimético | Alto | Bajo células
Naturales
Quitosano X X X
Colageno X X X X
Acido X X X
Hialuronico
Elastina X X X X
Alginato X X X
Fibrinbgeno X X X X
Celulosa X X X
Laminina X X X X
Gelatina X X X X X
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Sintéticos

PVA X X X
PEO X X X
PCL X X X X

PGA X X X
PLGA X X X X

PVP X X X
Combinacion

PVA/Quitosano X X X X X
PVA/PLA X X X X X | X
PEO/PLGA X X X X X | X
PVA/PCL X X X X X | X
PVA/PGA X X X X X | X

Otros ejemplos de apdsitos activos que potencialmente cumplen con esta finalidad
a base de biopolimeros naturales son membranas poliméricas de
poli(hidroxibutirato)-plurénico [17]; membranas mixtas antibacteriales a base de
celulosa/sulfatiacina [18] o compuestas de poli(e-caprolactona)/quitosano/acido
cafeico [19] o a base de quitosano/cinamaldehido/plata metalica (Ag) [20] o bien,
aceite de menta con nanoparticulas de silice/digluconato de clorhexidina/PVA [21]
0 mixta doble capa a base de PVA/quitosano y Ag/polivinil polipirridona (PVP) [22]
para imitar con mayor semejanza la piel y sus funciones; mientras que ejemplos de
apositos de biopolimeros sintéticos son membranas de polivinil alcohol (PVA)/PVP
[22] 0 a base PVA [23] o/y nanoparticulas de tri-etilamina con benceno axadiazol
(TBO) [24] o &cido polilactico (PLA) [25] o membranas mixtas con funcionalidad
antibacterial hechas de PLC/Ag [26] o PVA/PLC/sulfatiazina [27] o PVA/Pluronic®
F127/nanoparticulas de TiO2 [28] o membranas de triple capa constituidas de

cloruro de polivinilideno, curcumina/PLA y enrofloxacina/PLA [29].
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1.5 Cicatrizacion
El proceso de cicatrizacion es un proceso fisioldgico donde ocurre una secuencia

de eventos que depende de la dinamica celular del tejido celular lesionado y
circundante. Estas células permiten la liberacion de factores de crecimiento y
citosinas para llevar a cabo la reparacion en cuatro fases: Hemostasia
(coagulacién), inflamatoria, proliferacion celular y remodelacion tisular asi como se

muestra en la Figura 5.

1.5.1 Fases de la cicatrizacion

1.5.1.1 Hemostasia

La hemostasia es el primer proceso de cicatrizacion, inicia con la liberacion
quimiotactica en el sitio 0 zona de la herida, al romperse la continuidad de los tejidos,
ocasionando rompimiento de vasos sanguineos, y exponiendo la matriz extracelular
a las plaquetas sitio, comienza inmediatamente después de presentarse la lesion y
el objetivo es detener la hemorragia. En esta fase, el cuerpo activa su sistema de
reparacién de emergencia, el sistema de coagulacién de la sangre, y forma una
especie de dique para bloquear el drenaje del fluido sanguineo. Durante este
proceso, las plaquetas entran en contacto con el colageno, lo que da como resultado
la activacion y la agregacion. Una enzima llamada ‘trombina’ se encuentra en el
centro, e inicia la formacion de una malla de fibrina, fortaleciendo los grupos de

plaguetas para formar un coagulo estable [30].

1.5.1.2 Inflamatoria

Si la Fase 1 trata principalmente de la coagulacién, la segunda fase, llamada fase
de inflamacion o defensiva, se enfoca en destruir bacterias y eliminar residuos,
esencialmente preparando el lecho de la herida para el crecimiento de tejido nuevo.
Durante la Fase 2, un tipo de glébulos blancos llamados neutrdfilos ingresan a la
herida para destruir las bacterias y eliminar los agentes nocivos. Estas células a
menudo alcanzan su poblacién maxima entre 24 y 48 horas después de producida
la lesion, reduciéndose en gran medida en niumero a los tres dias. A medida que los

glébulos blancos desaparecen, unas células especificas llamadas macrofagos
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llegan para continuar limpiando los agentes nocivos. Estas células también secretan
factores de crecimiento y proteinas que atraen células del sistema inmune a la
herida para facilitar la reparacion tisular. Esta fase a menudo dura de cuatro a seis
dias y puede presentarse edema, eritema (enrojecimiento de la piel), calor y dolor
[31].

1.5.1.3 Proliferativa

Una vez que se limpia la herida, se ingresa en la Fase 3, la proliferacién, donde el
objetivo es regenerar el tejido y cubrir la herida. La fase de proliferacion presenta
tres etapas distintas: 1) regenerar el tejido de la herida; 2) contraer los margenes de
la herida; y 3) cubrir la herida (epitelizacion). Durante la primera etapa, el tejido de
granulacién de color rojo intenso y brillante llena el lecho de la herida de tejido
conjuntivo y se forman nuevos vasos sanguineos. Durante la contraccion, los
margenes de la herida se contraen y tiran hacia el centro de la herida. En la tercera
etapa, las células epiteliales surgen del lecho o los margenes de la herida y
comienzan a migrar saltando a través del lecho de la herida hasta que la herida se
cubre con epitelio. La fase de proliferacion suele durar de cuatro a 12 dias [30-31].

1.5.1.4 Remodelacion

La maduracién y remodelacion inicia en la fase fibroblasticas, proceso que se da en
el dia 14 y dura hasta 6 meses o0 un afio donde se logra cicatrizar completa. Este
proceso es marcado por la reorganizacion del colageno, es decir, el colageno es
degradado por las metaloproteinasas de la matriz dando como resultado la lisis y
sintesis del colageno. Siendo asi que el reordenamiento de la matriz extracelular va
en relacién a la sintesis de colageno, por lo que encontraremos una cicatriz con

abundantes fibras en colageno y carente de células [31].

Para comprender la fuerza de tension y la integridad mecanica de la herida debemos
hablar de los depdésitos de colageno en el sitio de la herida, teniendo en cuenta que
la fibronectina y el colageno tipo Il es el sustento de la misma, que al interactuar

con los glicosaminoglicanos y proteoglicanos daran como resultado una matriz
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extracelular rica en coladgeno del tipo I. La remodelacién continuara por varias meses

mas aproximadamente de 6 a 12 meses posterior a la injuria [31].

Etapas de la Cicatrizacion

Hemostasia - Coagulacion

=

H Proliferacion - Migracion

P

-J N -
Le” Remodelacion

Figura 5. Representacion esquematica de las fases de la cicatrizacién (Wound Healing
photos 2017).

1.6 Regeneracion de tejido por electrohilado (andamios)
La medicina regenerativa o ingenieria de tejidos, es la rama de la bioingenieria que
combina otras areas para mejorar, restaurar, reemplazar o imitar funciones de

tejidos biolégicos usando conceptos de biologia celular, microbiologia y ciencia de
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materiales para disefiar y fabricar sustitutos biol6gicos del cuerpo humano como
organos y tejidos [32].

El uso de estructuras micrométricas para la fabricacion de “andamios” o matrices
extracelulares, permite el crecimiento celular a través de materiales no toxicos,
biocompatibles y biodegradables que asemejan funciones del tejido original
teniendo en cuenta los requerimientos necesarios como oxigeno, temperatura, pH,
presibn osmdtica, nutrientes y antibioticos, garantizando el crecimiento,
supervivencia y funcionalidad. Por lo que se opta por una matriz altamente porosa
hecha de fibras entrecruzadas que permiten la infiltracion de nutrientes y
biomoléculas, que facilitan la migracion y adhesiéon celular a comparacion de una

superficie lisa, como la de los materiales que actualmente se emplean [32].

1.7 Pruebas de biocompatibilidad

El concepto de biocompatibilidad se refiere a la interaccidn entre los tejidos y los
sistemas fisioldgicos del paciente que esta siendo tratado con un dispositivo médico.
La evaluacion de biocompatibilidad es parte de la evaluacion de seguridad general
de un dispositivo.

La biocompatibilidad de los dispositivos médicos se esta investigando utilizando
quimica analitica, pruebas in vitro y animales. La biocompatibilidad de un dispositivo
gue depende principalmente de los siguientes factores:

« Estructura quimica y fisica de los materiales componentes.
« Tipos de tejido del paciente a exponer al dispositivo.
o Tiempo de exposicién a este dispositivo.

La evaluacién de biocompatibilidad de un dispositivo médico se realiza realmente
para garantizar la seguridad del paciente. Al programar una prueba de
biocompatibilidad, los fabricantes deben considerar sus objetivos y riesgos de
cumplimiento. De hecho, evaluar la biocompatibilidad de un dispositivo médico es

un estudio de evaluacion de riesgos. Todos los dispositivos médicos tienen algun
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grado de riesgo. Las compafiias que disefian dispositivos médicos estan tratando
de maximizar los beneficios que brindan a los pacientes mientras minimizan estos

riesgos.

El principal estandar en pruebas de biocompatibilidad es el estandar ISO 10993.
Esta norma ha sido publicada en nuestro pais por el Instituto de Estandares Turco
(TSE) con el siguiente titulo: TS EN ISO 10993 Evaluacion biologica de dispositivos

meédicos. La primera parte de este estandar es la guia de seleccion de prueba.

1.8 Membranas poliméricas que se emplean en la actualidad

En bUsqueda de nuevas alternativas el empleo de membranas ha sido de gran
importancia debido a la versatilidad con la que cuentan, para el cuidado y
tratamiento de pacientes con enfermedades o traumas, se ha optado por la
bioingenieria o ingenieria de sistemas bioldgicos. Un ejemplo de ello es el uso de
membranas obtenidas por ingenieria y con fin medico como en la reconstruccion de
laminas vasculares combinadas con matrices electro-dispersion (electrospun),
mismas que funcionan como sustitutos de matrices en la reconstruccion de vasos
sanguineos, valvulas cardiacas y similares, haciendo que los vasos se vuelvan a
endotelizar gracias al lumen de los andamios vasculares, aportados por los

biomateriales [3]

La matriz extracelular representa una red tridimensional que engloba todos los
organos, tejidos y células del organismo, debido a que constituye un filtro biofisico
de proteccion, nutricién e inervacion celular, el terreno para la respuesta inmune,

angiogénesis, fibrosis y regeneracion tisular.

Lo estudios para comprender y sustituir algunos sistemas naturales, nos han llevado
a desarrollar diversos trabajos de investigacion como la creacion de nanofibras
derivadas del &cido hialurénico para la reconstruccion de cartilago, en este proceso
se hicieron es investigaciones de esté en las articulaciones que cuentan con capsula
sinovial, como ya se coment6 el acido hialurénico es un componente fundamental

de la matriz cartilaginosa y del liquido sinovial. Por lo que se crearon fibras por hilado
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que actian directamente en la capsula articular como lubricante viscoso en
movimientos lentos y en movimientos rapidos como amortiguador evitando traumas
0 micro traumas por el impacto que tiene la articulacion, este tipo de tratamientos
son empleados en pacientes que tienen enfermedades crénico degenerativas en
donde el desgaste de la camara articular por pérdida progresiva de cartilago
articular como es el caso de la Osteoporosis [33].

Dentro de los usos que se relacionan con este trabajo, se encuentran el empleo de
injertos modificados a partir de tejidos vivos con potencial para desarrollar foliculos
modificados a partir de estructuras multicapa parecidos a la piel de una alfombra
formada por nanofibras alternas en las que se incrustan multicapas de fibroblastos,
para posteriormente cultivarlos y diferenciarlos en queratinocitos y células propias
de la papila dérmica, esta técnica ayuda a crear un injerto de piel, el cual contiene
capas dérmicas y epidérmicas generando un entorno biomimético para promover la
curacion y el crecimiento del foliculo piloso [34]. Asi mismo la creacién de
armazones porosos, fibrosos con forma tridimensional por técnicas de electrohilado
para la regeneracion de tejido, donde se emplean estructuras biomimeticas
establecidas usando electro-hilado (electrospinning). El principio de este trabajo se
basa en el empleo de un armazdn poroso, que actda en la regeneracion tisular del
tejido haciendo que el area superficial propicie un adhesiéon celular que favorecera

el crecimiento y regeneracion del tejido [35].

Otro trabajo relacionado con este estudio es en el que emplearon andamios
sintéticos que forman un armazon sintético en 6rganos o tejido sélidos y/o huecos.
Proponiendo métodos que implican ensamblar un armazoén sintético partiendo de
un primer material como componente estructural y un segundo material como
componente estructural que atribuya a un camino de perfusion, imitando un andamio

natural o varias caracteristicas de un andamio natural [36].

1.8.1 Polimeros Biodegradables

Los polimeros biodegradables pueden ser de origen natural como los polihidroxi-

alcanoatos, los polisacéaridos (celulosa, almidon, quitina) o pueden ser sintéticos
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como el acido polilactico, (PLA), el &cido poliglicélico, la policaprolactona, el alcohol
polivinilico (PVA), entre otros. Las principales aplicaciones de los polimeros
biodegradables estan orientadas hacia la produccion de empaques, suturas, mini-
implantes bioabsorbibles, como tornillos y stents [37], la liberacion controlada de

farmacos y la ingenieria de tejidos.

Desde hace algun tiempo se encontrd que las matrices poliméricas podian estimular
la regeneracion de tejidos con tamafos y formas definidas, este hallazgo llevo, por
ejemplo, al desarrollo de injertos vasculares obtenidos a partir de células
endoteliales y politetrafluoroetileno expandido, cartilago fabricado de condrocitos y
acidos polilactico y poliglicélico, aplicaciones para higado a partir de hepatocitos y

acido poliglicdlico, y tubos intestinales de acido poliglicélico y enterocitos [38].

1.8.1.1 Acido Polilactico (PLA)

El acido polilactico es producido a partir del acido lactico, un producto natural,
obtenido por fermentacién de fuentes renovables. El acido lactico es un compuesto
quiral. La polimerizacion del acido lactico se puede controlar para obtener diferentes
pesos moleculares y diferentes grados de cristalinidad mediante una seleccion
apropiada de los parametros de reaccidbn como temperatura, presion, tiempo de
reaccion y seleccién del catalizador. A su vez, el grado de cristalinidad y las
propiedades fisicas y mecanicas del producto dependen del peso molecular y del
isbmero escogido para realizar la polimerizacién. Mientras el PLA y el PDLA son

semi-cristalinos el PDLLA es amorfo.

El PLA es biodegradable, posee propiedades tensoactivas excelentes y es
biocompatible ademas tiene una gran cantidad de aplicaciones industriales, asi
como en el campo biomédico. Este acido tiene muchas caracteristicas equivalentes
e incluso mejores que muchos plasticos derivados del petroleo, lo que hace que sea
eficaz para una gran variedad de usos. En la Figura 6 se muestra la molécula del

Acido Polilactico.
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Figura 6. Acido Polilactico (PLA).

1.8.1.2 Alcohol Polivinilico (PVA)

La materia prima utilizada en la fabricacion del alcohol Polivinilico es un monémero
de acetato de vinilo. EI PVA es un polimero hidrosoluble, util en trastornos oculares
que presentan deficiente flujo lagrimal. Contiene diferentes residuos de grupos
acetatos, lo cual explica su viscosidad. Esta caracteristica fisicoquimica da lugar a
la formacion de una capa protectora precorneal, posiblemente por arrastrar y
extender el agua sobre la superficie ocular mediante el parpadeo. Estas
propiedades pueden justificar que este agente sea incorporado a preparaciones
oftalmicas para prolongar el tiempo de contacto de la superficie ocular con diversos

medicamentos.

El PVA'y sus copolimeros se han usado en medicamentos de liberacion controlada.
A pesar de su alto contenido de agua los hidrogeles de PVA son Uutiles tanto para
farmacos hidrofilicos como hidrofébicos. También se ha utilizado para la liberacién
de polipéptidos, para liberacion de teofilina, y ultimamente en microesferas
cargadas con sulfato de bario y metil-iotalamato como marcadores de embolizacion

endovascular. En la Figura 7 se muestra la molécula del Alcohol Polivinilico (PVA).
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Figura 7. Alcohol Polivinilico (PVA).
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CAPITULO 2
METODOLOGIA EXPERIMENTAL

2.1 Preparacion de soluciones poliméricas

Para el procesamiento de membranas de PLA/PVA se siguié la metodologia
descrita en base a trabajos previos [3-6], se sabe que el Acido Polilactico (PLA)
tiene una buena solubilidad en cloroformo y el Alcohol Polivinilico (PVA) en una
solucion agua-etanol en un porcentaje en peso de 1:3, respectivamente. Este
porcentaje en peso es el apropiado para inyectar mediante el electrohilado las

disoluciones poliméricas.
Para la disolucién de polimeros (PVA/PLA) se usé una proporcion en peso 1:3.

Obteniendo como resultado una solucion de PLA al 8% en (p/v) y PVA al 24% en

(p/v) basados en la siguiente formula:
Concentracion en masa:

., Masa masa del soluto(gr)

* 100

*Volumen _ volumen de disolucion(mlL)

2.1.1 Solucién del Acido Polilactico - PLA

El polimero utilizado es PLA Fig.8 1.75m, incoloro de la marca 3D Printer Filament
Gold Award.

Figura 8. Polimero Acido Polilactico (PLA).

25



Utilizando la férmula para p/v:

p (8)(10ml)
=8y -=—" =
PLA 8/017 100ml .8gr de PLA

Para hacer las soluciones se calentaron los polimeros teniendo presente el principio
de disolucion, viscosidad y homogeneidad para el sistema de inyeccion del equipo
de electrohilado [3].

Preparacion de la solucion del PLA para el uso en el sistema de inyeccion del equipo

de electrohilado:

1.- Se pesaron 0.8 gr de PLA y se cort6 en fracciones pequefias para colocarlos en

un matraz Erlenmeyer de 50 mL.
2.- En el matraz se coloco:

+ 10 mL de Cloroformo al 99.8% de pureza
+ 0.8 grde PLA

+ Un agitador magnético
Ademas de que el matraz se coloca en una parrilla con agitaciéon magnética.

3.- Para evitar que el cloroformo se volatilice se le coloca papel aluminio a la boca

del matraz como medida de sellado.

4.- El matraz se coloca en la parrilla con agitacion magnética a una temperatura de
85°C subiendo esta gradualmente y una agitaciéon constante, durante 35 minutos

como se muestra en la figura 12.

Una vez transcurrido este tiempo se deja enfriar para después utilizarla en el

sistema de inyeccioén del electrohilado.

2.1.2 Solucion de PVA

El polimero utilizado es alcohol polivinilico Figura 9., 1.7mm, con una apariencia

opaca de la marca Color Plus Premium Quality.
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Figura 9. Polimero Alcohol Polivinilico (PVA).

Utilizando la férmula para p/v:

p _ (24)(10ml)

— 0fy — = =
PVA = 24% " 100mi 2.4 grde PVA

Preparacion de la solucion de PVA para el uso en el sistema de inyeccién del

equipo de electrohilado:

1.- Se pesaron 2.4 gr de PVA y se cort6 en fracciones pequefias para colocarlos

en un matraz Erlenmeyer.
2.- En el matraz se coloco:

+ Solucion 6:4 (6 ml de etanol con 99% de pureza y 4 ml de agua destilada)
para hacer un volumen total de 10 mL.

+ 2.4 grde PVA

+ Un agitador magnético

Ademas de que el matraz se coloca en una parrilla con agitacion magnética.

3.- Para evitar que el etanol se volatilice se le coloca papel aluminio a la boca del

matraz como medida de sellado.

4.- El matraz se coloca en la parrilla con agitacion magnética a una temperatura de
120°C subiendo esta gradualmente y una agitacion constante, durante 45 minutos

como se muestra en la figura 10.
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Una vez transcurrido este tiempo se deja enfriar para después utilizarla en el
sistema de inyeccion del electrohilado.

Figura 10. Fotografia que muestra las soluciones de PVA'y PLA.

2.2 Obtencion de membranas PVA/PLA en el equipo de

electrohilado
Para la elaboraciébn de membranas poliméricas nos basamos en el principio del
electrohilado, mismo que se basa en la elongacion de un fluido, ocasionado por un

gradiente de potencial, entre el fluido (carga positiva) y el colector (carga negativa).



Este proceso inicia cuando hay una ruptura de la tension superficial del fluido por la
carga eléctrica, lo que da como resultado la formacion del cono de Taylor ver figura

11, lo que induce la formacion de fibras y su depdésito al colector.

Etapal Etapa2 Etapa3 Etapad4

>

+ o+
. N A + o+
rvt + +
++ + +

Figura 11. Representacion de las etapas de la formacion del cono de Taylor en un equipo

de electrohilado.

Al iniciar el proceso de electrohilado y tener la formacién del cono de Taylor, se
procede a la estabilizacion y deposicion de las membranas poliméricas como se
muestra en la Figura 12, tomando en cuentas los siguientes parametros
experimentales empleados en la técnica de electrohilado:

#+ Alto voltaje de la fuente de alimentacion de 16kV.

+ Distancia entre ajuga de inyeccion de la solucién polimérica y colector de
10cm o 7.5cm.

+ Velocidad de inyeccién manual y automatica.
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+ Tiempo de hilado: 30 a 40 minutos.
= Colector tipo cilindro con recubrimiento de papel encerado como material de

soporte.

Es importante mencionar que la variacion de los parametros de control escritos

anteriormente, implica un cambio de morfologia en la membrana polimérica.

Figura 12. Equipo de Electrohilado: Proceso de hilado de membrana.

2.2.1 Tipos de inyeccion
En el equipo de electrohilado se pueden manejar tres tipos de inyeccién: inyeccién
simple, doble inyeccién e inyeccion coaxial. En el presente trabajo se utilizaron dos

tipos: inyeccion simple e inyeccion doble.

En la Tabla 3 se describen los tres tipos de inyeccién en el equipo de electrohilado
también se muestra su representacion mediante una imagen. Los parametros que
se deben cuidar durante el proceso de hilado en cualquier tipo de inyeccién son los

siguientes:

» Voltaje PLA: 16 kV al 8% (p/v).
» Voltaje PVA: 20 a 25 kV al 24% (p/v).
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= Distancia entre aguja y colector: 10 cm a 7.5 cm.

* |nyeccion: Manual o Automatico.

= Tiempo de Hilado: 40 min.

= Colector tipo rodillo con papel encerado como material de soporte.

Tabla 3. Tipos de Inyeccion: Inyeccidn simple, doble y coaxial.

Tipo de
Inyeccion

Descripcion

Inyeccion Simple

En este tipo de inyeccién lo que se puede obtener es una
membrana Unica de solucién polimérica. Los parametros
gue variaran son el voltaje aplicado, dependiendo que
solucién es inyectada.

Inyecciéon Doble

Una doble inyeccién es una forma por la cual se obtiene
una membrana de dos soluciones poliméricas sin tener
gue mezclar estas soluciones en una.

Inyeccién Coaxial

La inyeccion coaxial, tiene la capacidad de crear
membranas con mas de un polimero en su morfologia, ya
gue la inyeccion se hace mediante una misma aguja,
mezclandose las soluciones poliméricas.

2.3 Sistema de control automatico de inyeccion para un equipo de

electrohilado por manufactura aditiva

El sistema esta dividido en dos partes: el control y la inyeccion del polimero. El

control: La parte de control se hace a través del software LabVIEW 2018, en el cual

se cre0d una herramienta virtual para controlar:

+ El movimiento de dos motores a pasos

+ Direccion en sentido a las manecillas del reloj para la inyeccién de la solucién

polimérica.

+ Tiempo entre pasos: 3s,3.5s,2s,25s,1s.
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4+ Angulo de giro de cada paso: 1/2, 1/4, 1/8, 1/16.

Ya con el programa realizado, usando una tarjeta de adquisicion de datos, las
sefales generadas en el programa se envian a los motores para inicial la parte de
inyeccion de la solucién polimérica es importante mencionar que este sistema de
control automético solo se utiliza para el método de inyeccion simple.

El prototipo de inyeccion se conforma de dos motores NEMA 17, cada uno con un
tornillo sinfin sujeto al rotor. Los motores se fijan paralelamente y los rotores se unen
a una pieza que sirve como eje el cual funciona para empujar el émbolo de la jeringa.
Adicionalmente se tienen bases con rodamientos para alinear los motores y
sostener los tornillos sinfin, ademéas de una base para asegurar el cilindro de la

aguja como se muestra en la Figura 13.

: y
Eje de tornillo sinfin:
para empujar la
jeringa e iniciar con
la inyeccion €=

Soporte
de
jeringa

Figura 13. Sistema de control automatico de inyeccion para un equipo de electrohilado.

2.4. Técnicas de Caracterizacion

Las técnicas de caracterizacion juegan un papel importante en los procesos de
materiales. Junto con la necesidad de crear y fabricar nuevos materiales, esta la
necesidad de poder caracterizarlos apropiadamente. Es imposible saber como
utilizar cualquier tipo de material si no tenemos la capacidad apropiada de poder
caracterizarlos con un conjunto de técnicas. Esto se debe a que comunmente la

composicion superficial de un material no es la misma a su interior. Hay técnicas
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que dan informacién mas del interior y otras que solo son superficiales. También,

podemos tener técnicas que permiten estudiar composicién y morfologia.

Las técnicas utilizadas en este trabajo son: Reologia, Microscopia electronica de

barrido (SEM) y Andlisis Termo-gravimétrico (TGA).

2.4.1 Reologia

Reologia es la ciencia que estudia la deformacion y flujo de un cuerpo sometido a
esfuerzos, de acuerdo con la teoria basica de mecanica de los fluidos, los fluidos
son deformados por esfuerzos cortantes originados por los gradientes de velocidad

0 tasa de cizalladura [41].

Se puede decir que la Reologia se encarga de estudiar la viscosidad, la plasticidad
y la elasticidad de los fluidos. Estas propiedades de los fluidos tienen una enorme
importancia en una multitud de fendmenos, como la fabricacion de pinturas,
cosméticos (dentifricos, cremas), productos alimenticios, farmacos, esmaltes,

suspensiones, tintas de impresion, detergentes etc.

Un estudio de la Reologia que nos importa destacar en este trabajo de investigacion
es la “Viscosidad” ya que dicha propiedad como bien ha sido mencionado antes
variara la morfologia y textura de las membranas al ser hiladas por el equipo de

electrohilado.

La viscosidad es una medida cuantitativa de la resistencia de un fluido al
movimiento. Mas concretamente, la viscosidad determina la velocidad de
deformacion del fluido que se produce cuando se le aplica un esfuerzo cortante
dado. La medicion se llevé a cabo mediante una técnica de inspeccion visual como

se muestra en la Figura 14.
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a) Posicidninicial

b) Rotacion del vial.

c) Rotacionde vial paratoma de
viscosidad (por tiempo).

Figura 14. Esquema: Técnica de inspeccion visual.

2.4.2 Microscopia electronica de barrido (SEM)

El microscopio electronico de barrido (SEM) es uno de los instrumentos mas
versatiles disponible para el examen y el andlisis de la microestructura y morfologia
(a escalas del orden de micrémetros (10 m) o inclusive nanémetros (10° m)) [42].
Los microscopios difieren principalmente en el tipo de haz, la longitud de onda de

iluminacion, las lentes y el procesamiento de datos de la muestra.

Las principales ventajas del SEM son la resolucion, la profundidad del campo que
le da apariencia tridimensional a las imagenes y la sencilla preparacién de las
muestras. Para que las muestras puedan ser analizadas sin tener problemas de
acumulacion de carga en la superficie, es decir, que sean conductoras, de lo
contrario la acumulacion desvia al haz electronico y como consecuencia de ello

aparecen distorsiones en la imagen.

En esta técnica un haz de electrones (llamados electrones primarios) se hace incidir

sobre la muestra de interés con la finalidad de realizar un barrido sobre la superficie
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que se desea analizar. El haz que proviene del cafion, con energias desde unos
cientos eV hasta unas decenas de KeV, pasa por lentes electromagnéticas
(condensadoras y objetivas), y después bajo el control de una bobina de deflexion

gue se encarga de realizar el barrido sobre la superficie de la muestra.

Cuando el haz de electrones choca contra la muestra, ocurren interacciones entre
dichos electrones y los atomos que componen la muestra. En esta interaccion varios
de los siguientes fendmenos pueden ocurrir: los electrones incidentes pueden ser
absorbidos, emitidos, reflejados y/o trasmitidos. Este tipo de interacciones puedes
ser divididas en: interacciones elasticas e interacciones inelasticas. Las distintas

sefales que pueden surgir de tal interaccion se presentan en la Figura 15.

+ Dispersion Elastica donde existe un cambio de direccién con pérdida
insignificante de energia, causada por la interaccion del haz con los
electrones de los ultimos orbitales atdmicos parcialmente apantallados,
generandose asi los electrones retrodispersados. Es méas probable que
ocurra en materiales con nimero atémico (Z) elevado y con un haz de baja
energia.

+ Dispersion Inelastica que consiste en la perdida de energia con un cambio
insignificante en la direccion, causada por la transferencia de energia del haz
primario a los electrones secundarios, electrones de Auger, pares electron-

hueco, electrones transmitidos, rayos x caracteristicos, etc.
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Figura 15. Posibles sefiales generadas de la interaccion de un haz de electrones con la

muestra.

2.4.3 Andlisis Termogravimétrico (TGA/DSC)

Es una técnica en la cual la masa de una muestra es monitoreada en funcion de la
temperatura o el tiempo. Esta sujeto a un programa de temperatura controlada en
una atmosfera controlada.

La conformacién general del aparato de analisis térmico es:

+ Sensor de medicién de propiedades fisicas.
+ Una atmésfera controlada.
+ Horno.

+ Un programador de temperatura

Todo esto conectado a una computadora para procesar los datos obtenidos y asi
realizar la curva. Mide los cambios de peso en relacibn con los cambios de
temperatura. La curva de pérdida de peso medida proporciona informacion sobre:
Cambios en la composicion de la muestra, estabilidad térmica, parametros cinéticos

para reacciones quimicas en la muestra.
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En la Tabla 4 se describe la perdida y ganancia que se puede llevar a cabo en este

tipo de caracterizaciones.

Tabla 4.Pérdida y aumento en peso.

Pérdida en Peso Aumento en Peso

Descomposicion: la ruptura de los | Oxidacion: interaccion de la muestra
enlaces quimicos. con un oxidante atmaosfera.
Evaporacion: La pérdida agentes | Absorcidon o adsorcion.

volatiles con temperatura elevada.
Reduccion: interaccion de la muestra
con una atmosfera reductora
(Hidrogeno, amoniaco, etc.).

- Desorcion.

Todos estos son procesos cinéticos (es decir, hay una velocidad a la que ellos ocurren).

¢, Qué puede decir el estudio termogravimétrico -TGA?

*

Estabilidad térmica de los materiales: Mecanismo de descomposicion
explicito, materiales de huellas digitales para identificacion y control de
calidad.

Estabilidad oxidativa de los materiales: oxidacion de metales en el aire
descomposicion oxidativa de sustancias organicas en aire/Oz,
descomposicion térmica en atmésfera inerte.

Composicion de sistemas multi-componentes: se puede identificar
comportamientos suficientemente diferentes en la escala de temperatura y
formular un mecanismo de reaccion.

Vida util estimada de un producto: relacionada con la estabilidad térmica.
Cinética de descomposicion de materiales: velocidad de reaccion, energia de
activacion.

El efecto de las atmdésferas reactivas o corrosivas sobre materiales: estudios

de oxidacion y corrosion.
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Calorimetria diferencial de barrido (DSC)
¢,Qué mide un DSC?

En DSC se mide la diferencia en el flujo de calor o de potencia compensada. En el
primer caso se mide la variacion en el flujo de calor entre una muestra y una muestra

de referencia inerte esto en funcion de la temperatura en una atmosfera controlada.

En el segundo caso se mide la potencia que hay que aportar o retirar del sistema
para que la muestra y la muestra de referencia se mantenga a la misma temperatura
cuando dicha muestra se somete a un programa de temperatura en una atmosfera

controlada.

2.5 Prueba de Biocompatibilidad

2.5.1 Prueba de Hemocompatibilidad — Adherencia Plaquetaria

Por medio de plasma rico en plaguetas (PRP) se tomd una muestra sanguinea de
una persona sana (el investigador) en tubos impregnados con citrato de sodio, se
centrifug6 a 1,500rpm por 15 minutos, se separan los glébulos rojos y plaguetas,
obteniendo, el plasma pobre en plaquetas y el plasma rico en plaquetas este se

localiza en la zona del tercio medio del plasma como se muestra en la Figura 16.

El PRP se colocé a 300ul en 3 microtubos de la marca Eppendorf con capacidad de
1.5ml en condiciones estériles y en campana de flujo laminar. Posteriormente, se
colocé un fragmento del polimero de PLA, PVA y una membrana obtenida por
electrohilado de PLA/PVA cada uno en su respectivo microtubo. Se incub6 a una
temperatura de 37°C por 48 horas; posteriormente se procedio a lavar las muestras

con solucién salina al 0.9% para eliminar las plaguetas débilmente adheridas.
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Las muestras se observaron en un microscopio electronico de barrido (SEM) modelo
JEOL JSM-6610LV, con esto se determind si existe adhesion plaquetaria al material

de estudio, al igual valorar si existe agregacion plaquetaria.

’IIIIIIIIIIl Plasma pobre en

plaquetas

Plasma Rico en
Plaquetas

\. Glébulos rojos de
la sangre

'} Il/./ll

1. Recogida de sangre 2. La centrifugacién
de la sangre

Figura 16. Obtencion del Plasmas rico en plaquetas (PRP).

2.5.2 Cultivo de Fibroblastos y ensayo de cicatrizacién de heridas in

vitro.

Preparacion del medio

v' Se utiliza medio basal de fibroblastos (ATCC PCS-201-030) el cual se
prepara con el kit de crecimiento fibroblastico libre de suero (ATCC PCS-201-
040) de la siguiente forma (ATCC, 2018):

v' Todo el procedimiento se lleva a cabo en campana de flujo previamente
esterilizado con UV.
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v Se descongela el kit de crecimiento fibroblastico, la L-glutamina se
descongela en agua con una temperatura de 37 grados Celsius.
v' Sacar el medio basal de fibroblastos del refrigerador.

v' Descontaminar las superficies del kit y medio basal con etanol al 70%.

Se adiciona el kit al medio basal con los siguientes volumenes:

Componente Volumen Concentracion final
L-glutamina 18.75 ml 7.5 mM
Hidrocrotisona, 0.5 ml 1 pug/mL
hemisuccinato
1.25 ml HSA 500 pg/mL

Suplemento HLL Acido lenoleico 0.6 pM

Lectina 0.6 ug/mL
Rh FGF b 0.5 ml 5 ng/mL
Suplemento Rh 0.5 ml 5 ng/mL
EGF/TGF b-1 30 pg/mL
Rh insulina 0.5 ml 5 ug/mL
Acido ascorbico 0.5 ml 50 pg/mL

(ATCC, 2018)

v' Se adiciona 0.5ml de gentamicina-anfotericina B.

v" El volumen total se divide en 10 tubos Falcon de 50ml y se mantuvo en
refrigeracion.

v' Para iniciar el cultivd se descongelan las células PCS-201-012 con el
siguiente célculo se siembran 2,500 a 5,000 células por cada cm?,

v Se adicionan 5ml de medio previamente preparado por cada 2 cm? de
superficie y se mantienen en incubadora a 37°C con CO:2 del 5% por 30

minutos previamente al adicionar las células.
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v' Posteriormente al descongelamiento de las células se transfieren a los
recipientes correspondientes, distribuyéndolas de forma homogénea con el
medio y se mantienen por 72 horas en incubadora hasta obtener confluencia
del 80 al 100%. Posteriormente se realizan pases tripsinizando los frascos.

v Se tomaron alicuotas de varias muestras de medio con células y se congelan
a -60 °C para realizar subcultivos (ATCC, 2018).

Cicatrizacion in vitro

Para realizar este procedimiento se usara una placa de 2 pozos de cultivo 1bidi® la
cual tiene como ventaja que tiene una division de silicon con dimensiones
especificas, que se puede remover cuando las células alcanzaron la confluencia
deseada, en este caso se proliferaran fibroblastos humanos; se puede realizar el
ensayo de cicatrizacion de herida in vitro, ya que la placa de silicon que se puede
retirar y separar, simulando una herida limpia con bordes definidos a diferencia de
lo que ocurriria si se realiza el experimento del rasgufio que puede llegar afectar el
estudio por tener bordes irregulares y patrones de proliferacion celular irregular. A
continuacion, se explicara el proceso de cultivo y el experimento de cicatrizacion in

vitro:

1. Sembrado de células

v Preparar la suspension celular como usualmente se realiza. Se recomienda
gue se centrifugue para retirar células muertas y restos celulares. Ajustar la
suspension celular a una concentracion celular de 3X105 células/ml para
obtener una capa de confluencia celular después de 24 horas.

v' Agregar 70ul de las células suspendidas en cada pozo de la placa. Evitar que
se mueva la placa ya que puede tener una distribucién celular poco
homogénea.

v" Incubar las células a 37°C y 5% CO:2 por lo menos por 24 horas.

2. Formacioén del espacio
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Una capa de células confluentes es un prerrequisito para iniciar este ensayo,
nuevo medio es agregado después de retirar la placa de 2 pozos. Agregar la
membrana de PLA para valorar el efecto en el proceso de la cicatrizacion
contra una placa de control el cual no se le agregara la membrana.

Revisar la densidad celular después de 24 horas debajo del microscopio. En
el caso de que no exista una confluencia celular después de las 24 horas,
colocarlo en la placa de cultivo y nuevamente incubarlo por 12-horas. Revisar
la confluencia de forma regular.

Con cuidado usando unas pinzas estériles retirar la placa que divide los dos
pozos sujetandolo por la esquina.

Posteriormente al retiro, verificar que la capa celular siga adherido a la
superficie de la placa.

Lavar la capa celular con un medio acelular o PBS para la remocion de los
restos celulares y las células que no pudieron adherirse.

Llenar la placa con un medio acelular con un volumen recomendado de 2ml.
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CAPITULO 3
RESULTADOS Y DISCUSION

En este capitulo se presentan los resultados obtenidos del estudio de las
propiedades estructurales y biocompatibles de las membranas PLA/PVA obtenidas
por electrohilado, empleando las técnicas de: Microscopia Electronica de Barrido,
Andlisis termogravimétrico TGA/DSC. Ademas de analizar la sensibilidad
antimicrobiana y la adherencia plaquetaria que presentan las membranas de
PLA/PVA.

3.1 Caracterizacion: Microscopia Electronica de Barrido (SEM)

3.1.1 Micrografia de Membranas PLA

La morfologia de las membranas producidas se caracteriz6 mediante analisis SEM
con un recubrimiento de oro sobre la superficie de las membranas. Los parametros
gue se manejaron en dichas membranas son los que se muestran en la Tabla 5.,
donde se realizan variaciones en el procesamiento de las membranas con el equipo
de electrohilado. El tiempo de electrohilado de cada membrana fue de 20 a 30

minutos aproximadamente.

Tabla 5. Parametros de inyecciéon membranas PLA.

Membrana 1 Membrana 2 Membrana 3
Tipo de Manual Manual Inyeccién
inyeccion automatica
Voltaje 16 kV 18 kv 20 kV
Viscosidad Instantaneo 5 segundos 12 segundos
(Medianamente (Viscoso) (Muy Viscoso)
Viscoso0)
Distancia del 7cm 9cm 11 cm
colector y aguja
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| SEM \ Fig. 17 \ Fig. 18 \ Fig.19 \
Como resultado, se obtuvieron tres membranas a base de PLA con caracteristicas

diferentes entre si. En la Figura 17, se observa la primera membrana (Membrana 1)
con una estructura entrelazada lo que nos beneficia ya que imita la matriz
extracelular de la piel. Ademas, se presenta una morfologia en forma de fibras
homogénea con una diversidad de diametros aproximados de 50.06 pym en un

histograma donde se realiz6 el promedio de estos didmetros.
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Figura 17. Micrografia de membrana de Acido polilactico (PLA), a) obtenida a una escala
de 50 um y 500x, b) obtenida a una escala de 10 um y 1000x, c) histograma de diametro
promedio de filamento.



La Figura 18, presenta una segunda membrana (Membrana 2) de PLA con otros
pardmetros como se mostré en la Tabla 5. En esta se observa una morfologia
homogénea de fibras con un diametro aproximado de 1.008 uym obtenidos de un
histograma. Ademas se puede observar la depreciacion en los diametros de las
fibras con respecto a los de la membrana 1, esto debido a la variacion en los

parametros de procesamiento de la membrana.
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Figura 18.Micrografia de membrana de Acido polilactico (PLA) con variacion en los
parametros de inyeccion , a) obtenida a una escala de 10 um y 2000x, b) obtenida a una

escala de 5 um y 5000x, c) histograma de diametro promedio de filamento.



En la Figura 19, se observa la tercer membrana (Membrana 3 de la tabla 5) obtenida
por electrohilado con un sistema de inyeccion automatico cada uno con sus
respectivos histogramas del tamafio de diametro de fibra. En el inciso a) de esta
micrografia se presenta una morfologia lineal de las fibras con respecto a la
variacion de los parametros mencionados en la Tabla 5, con un diametro de 10.612
pm. En el inciso b) se puede observar que las fibras tienen una textura porosa con
un diametro de poro de 1.82 um obtenido de un histograma. Obtener ese tipo de
membranas lineales tienen otro tipo de aplicacion como fribras textiles con
propiedades hidrofébicas, ademas de que su obtenciébn no es muy peculiar. El
comportamiento tipico de este tipo de microfibras es gracias a su porosidad, en la

cual se podria funcionalizar su superficie para obtener el efecto loto.
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Figura 19. Micrografia de membrana de Acido polilactico (PLA) con sistema de inyeccion

automatico y sus respectivos histogramas, a) obtenida a una escala de 10 um y 2000x, b)

obtenida a una escala de 5 um y 5000x.
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Los parametros que mejor presentaron una morfologia entrecruzada para obtener
las membranas de PLA fueron los de la Membrana 2, la cual imita la morfologia de
la matriz extracelular. Ademas de presentar un tamafio micrométrico homogéneo
que ayuda a la propagacion de los fibroblastos, induciendo la produccion de

coldgeno que es muy importante para darle estabilidad a la matriz extracelular [26].

3.1.2 Micrografia de Membranas PVA

La morfologia de las membranas producidas se caracterizd mediante analisis SEM,
con un recubrimiento de oro sobre la superficie de las membranas, esto para una
mejor caracterizacion de las muestras. Los parametros que se manejaron en dichas
membranas son los que se muestran en la Tabla 6., donde se realizan variaciones
en el procesamiento de las membranas con el equipo de electrohilado. El tiempo de

electrohilado de cada membrana fue de 30 a 40 minutos aproximadamente.

Tabla 6. Parametros de inyeccion membranas PVA.

Membrana 1 Membrana 2 Membrana 3
Tipo de Manual Doble inyeccién: Doble inyeccién:
inyeccion manual/ automatica/manual
automatica

Voltaje 18 kV 20 Kv 22 kV
Viscosidad Instantaneo 5 segundos 12 segundos
(Medianamente (viscosa) (muy viscosa)

Viscoso0)
Distancia del 7cm 9cm 11cm
colector y aguja
SEM Fig. 20 Fig. 21 Fig. 22

Como resultado, se obtuvieron tres membranas a base de PVA con caracteristicas
diferentes entre si. Las membranas a base de PVA no presentaron ningun tipo de

textura, en comparacion con las membranas de PLA antes mencionadas.
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En la Figura 20. Se observa la primera membrana con una morfologia heterogénea
y al azar, lo que nos ayuda a representar la matriz extracelular de la piel, donde sus
fibras no estan orientadas y presentan una buena distribucion de estas. Ademas de
que las fibras presentan diametros aproximados de 0.688 um obtenidos de un

histograma.
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Figura 20. Micrografia de membrana de Alcohol Polivinilico (PVA) con sistema de
inyeccion simple y manual, a) obtenidas a una escala de 10 um y 2000x, b) histograma de

diametro promedio de filamento.
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En la Figura 21, se presenta la segunda membrana, observando claramente una
falta de control de diametros de las fibras. En el inciso a) se puede observar algunas
fibras orientadas se realizo la medicion de diametros de todas las fibras obteniendo
un promedio de fibra de 7.743 um para la formacién de la membrana, ademas de
no presentar una morfologia entre cruzada. En el inciso b) se puede observar unas
fiboras mas finas estas con un didmetro de 0.635 ym. Concluyendo que los
parametros utilizados al realizar esta membrana no fueron los mejores para el
proceso de electrohilado ya que no hace una homogeneidad del diametro y

morfologia de la membrana.
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En la Figura 22, se puede observar algunas fibras orientadas de PVA con una
estructura cilindrica homogénea y un didmetro de 5.803 um obtenidos de un
histograma, detras de ellas se encuentran otras fibras que tienen una distribucion
entrecruzada y no presenta una estructura cilindrica homogénea. Esto se debe a
que el procesamiento de electrohilado se realiz6 con una doble inyeccién: una
manual y otra automatica, presentando este tipo de variaciones al crear la
membrana; ya que al hacer la inyeccion manual no hay control sobre la cantidad de
solucion polimérica inyectada y eso genera una variacion en el tamafo de la fibra.
La inyeccion automética como se observa claramente tiene una distribucion

homogénea en la cantidad de solucién polimérica que es inyectada.
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Figura 22. Micrografia de membrana de Alcohol polivinilico (PVA) con sistema de
inyeccion manual-automatica, a) obtenida a una escala de 50 um y 500x, b) histograma de

diametros promedio del filamento.

Los mejores parametros para la obtencion de la membrana PVA fueron con una
inyeccion manual con la finalidad de imitar la matriz extracelular; un voltaje de 18
kV, una solucién polimérica medianamente viscosa, a una distancia de 7cm entre

el colector y la aguja de inyeccion presentados en la Tabla 6. Membrana 1.
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3.1.3 Micrografia de Membranas PVA/PLA

La morfologia de las membranas producidas se caracteriz6 mediante analisis SEM,
con un recubrimiento de oro sobre la superficie de las membranas PVA/PLA. Para
realizar estas membranas se tomaron en cuenta todas las consideraciones de las
membranas realizadas anteriormente por separado, esto para ir descartando
variaciones de viscosidad (medianamente viscosa y muy viscosa) y morfologia
lineal. En el caso de la solucion polimérica PLA/PVA muy viscosa al inyectarlo con
el sistema automatico de control se obtenian aglomerados del polimero PLA/PVA
impidiendo el hilado como se muestra en la Figura 23 inciso a). Mientras que en el
caso de una solucion PLA/PVA medianamente viscosa se generan las fibras lineales
de PLA con aglomerados de la solucién polimérica de PVA como se muestra en la

Figura 23 inciso b).

Figura 23. Micrografia de la membrana PLA/PVA. Inciso a) Viscosidad alta, se observa un
rompimiento de las fibras a una escala de 5 um y 500x. Inciso b) Medianamente viscosa, se
observa una morfologia ordenada.



Una vez elegidos los pardmetros de inyeccién para la membrana PLA/PVA, se
efectué la inyecciébn doble con las soluciones poliméricas, a un tiempo de
electrohilado de 25 a 35 minutos aproximadamente, con un voltaje entre los 19 y los
22 kV, a una distancia de 7 cm entre el colector y la aguja de inyeccion, con una
solucion polimérica PLA y PVA viscosa. Obteniendo las siguientes micrografias de
la membrana. En la Figura 24. Se puede observar que las micrografias presentan
una morfologia entrecruzada imitando a la matriz extracelular, presentando un

tamafo de diametro aproximado de 0.621 um obtenidos de un histograma.
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Figura 24. Micrografia de la membrana PLA/PVA. Inciso a) con una escala de 10 um y
1000x, inciso b) con una escala de 2 um y 7000x e inciso c) histograma de diametros

promedio del filamento.



En los resultados obtenidos por medio de la técnica de caracterizacion por SEM, se
muestra la mimetizacion de la morfologia de la matriz extracelular de la piel [43] en
la Figura 25, en comparacion con las membranas de PLA, PVA y PLA/PVA

mostradas en las figuras anteriores.

Concluimos que influye mucho los parametros de las Tablas: 5 y 6, las cuales
muestran la influencia de los parametros experimentales en la morfologia: diametro

de la membrana y morfologia de la misma.

Membrana
PLA

Membrana
PVA

N
5

Membrana
PLA/PVA

Figura 25. Matriz extracelular de la piel, inciso @) Membrana PLA, inciso b) Membrana
PVA e inciso ¢c) Membrana PLA/PVA.



3.2 Andlisis Termogravimeétrico TGA/DSC de las membranas

3.2.1 Andlisis Termogravimeétrico TGA

En la técnica de caracterizacion del analisis termogravimétrico generalmente
registran el comportamiento de la masa en funcién del tiempo y la temperatura. La
pérdida de peso se debe a dos razones, reacciones quimicas y transformaciones
fisicas.

En la grafica 1, se puede observar la pérdida de masa de las membranas: PLA, PVA
y la membrana de la mezcla PLA/PVA. En la gréafica 1, I- Membrana) en el inciso a)
PLA, muestra el comportamiento de la membrana PLA con respecto a la
temperatura mostrando una descomposicion multi-etapa donde los productos
intermedios no son estables por ello no es posible obtener datos sobre la
estequiometria de la reaccién. La primera pérdida de peso se hace presente a los
70 °C que es una pérdida de masa rapida inicial caracteristica de un proceso de
desorcion, debido al solvente con el cual se hizo la solucién polimérica. La segunda
pérdida de masa es a los 196°C y la tercera mas importante se hace presente a los
288°C ya que se encuentra en una pérdida de masa total hasta llegar a los 380°C.
A comparacion con la grafica 1, ll- Filamento) que es el material polimérico PLA
simple, donde la curva representa una descomposicién simple. Y su mayor pérdida
de masa se hace presente a los 290°C hasta 390°C donde ya no hay huella del

material.

En la misma grafica 1, I- Membrana) en el inciso b) PVA, se muestra la reaccion de
la membrana de PVA con respecto a la temperatura, teniendo un mismo
comportamiento de multi-etapa al igual que la membrana PLA, la primera
descomposicion inmediata se presenta a los 47 °C esto debido a los solventes
utilizados en la realizacién de la solucion polimérica, seguida de una mayor pérdida
de masa a los 171°C, por ultimo se observa que a la temperatura de 378°C se
requiric de mayor energia para efectuar la ultima pérdida de masa por el
rompimiento de las fuerzas de Van der Wall. En la grafica 1, Il Filamento) a la
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temperatura de 164°C se muestra la primera pérdida de masa hasta presentar el
mismo comportamiento que el de la membrana de PVA a los 378°C.

En el inciso c) PLA/PVA membrana, se muestra la reaccion de la membrana
combinada con los dos polimeros mostrando una descomposicion multi-etapa, la
primera perdida en peso se presenta a los 145°C esto debido a un proceso de
desorcion por parte de los solventes, posteriormente se presenta la segunda perdida
alos 254 °C y por ultimo a los 366°C se observa un mayor requerimiento de energia

para efectuar la Ultima perdida en peso.
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Grafica 1. Curvas TGA de las membranas a base de PLA, PVA'y su combinacién PLA/PVA
en atmosfera controlada de nitrégeno, con un incremento de 10°C por min.

3.2.2 Calorimetria diferencial de barrido (DSC)
Se presentan las gréficas de Calorimetria diferencial de barrido de las membranas
PLA, PVAy la membrana de la mezcla PLA/PVA.

En la grafica 2. Inciso a) PLA presentan una ligera reaccién endotérmica a la

temperatura de 64°C asociada a la temperatura de transicion vitrea (Tg) [44], al
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igual que la evaporacion del solvente que se empled, Tg puede entenderse como
una temperatura en la que el polimero disminuye su densidad, dureza y rigidez, asi
como el porcentaje de alargamiento drasticamente. Seguido de una reaccidn
endotérmica a la temperatura de 141°C debido a la temperatura de cristalizacion y
la modificacion por el solvente, por ultimo se genera una reaccion endotérmica a la

temperatura de 362°C relacionada con la pérdida total de masa

En la gréfica 2. Inciso b) PVA presentan una reaccién endotérmica a la temperatura
de 206°C lo que simboliza un cambio de la estructura presentando una
reorganizacion interna, asociandola a la temperatura de transicion vitrea. Seguido
de una reaccidén endotérmica a la temperatura de 314°C asociado a la mayor
pérdida de masa debido a la descomposicion de la molécula polimérica. En la
grafica 2. Inciso ¢) PLA-PVA presenta un comportamiento similar a la membrana
PVA, se presenta una reaccion endotérmica a la temperatura de 202°C coligada con
la temperatura de transicion vitrea del PVA después a los 318°C se presenta
nuevamente la reaccion endotérmica relacionada a la mayor pérdida de masa de la

membrana combinada.
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Graéfica 2. Curvas DSC de las membranas a base de: a) PLA, b) PVA y su combinacion c)

PLA/PVA en atmosfera controlada de nitrdgeno, con un incremento de 10°C por min.

3.3 Adherencia plaquetaria: Microscopia electronica de barrido

(SEM)

En este apartado se mostraran las micrografias de la adherencia plaquetaria en las

membranas de PLA y el material PVA. El experimento se realiz6 a nivel estéril para

evitar agentes externos garantizando la impregnacion neta del plasma rico en

plaguetas, las plaquetas tienen una forma redonda u ovoide con un tamafio

aproximado de 0.5 a 2.5 ym [45].
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En la Figura 26, se muestran la micrografia de la membrana PLA, en ella se puede
observar la distribucién del plasma rico en plaquetas con un diametro de 2.41 um

obtenidos de un histograma.

.| Diametro de
particula PLA

Diametro de particula (um)

Figura 26. Micrografia de la membrana PLA: En el inciso a) se puede observar la
distribucion de las plaquetas adheridas, inciso b) se observa una forma ovoide de una

plaqueta adherida e inciso c) histograma del diametro promedio de la particula.

El experimento de adherencia plaquetaria se realiz6 en el filamento de PVA ya que
la membrana por si sola se desintegraba al ponerla en contacto con el plasma rico
en plaquetas. En la Figura 27, se muestra la micrografia del material PVA, en ella
se puede observar la distribucion del plasma rico en plaquetas con un didmetro
aproximado de 1.26 um obtenidos de un histograma. Sin embargo, queda para

estudios futuros realizar una técnica para estabilizar la estructura de la membrana



de PVA como en la referencia [46]. En esta referencia se explica que para darle
estabilidad a la membrana de PVA se necesita darle un bafio en metanol (96% de
pureza) durante 24 horas después se deja secar. Posteriormente a este tratamiento,

se estabiliza aplicando calor en seco a una temperatura de 160°C durante 30 min.
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Figura 27. Micrografia del filamento PVA: En el inciso a), b) se puede observar la
distribucién de las plaquetas adheridas, inciso c) histograma del diametro promedio de la
particula.

Con esta prueba de adherencia plaguetaria se puede demostrar la biocompatibilidad

e interaccion celular con los biopolimeros.

3.4 Cultivo de Fibroblastos y ensayo de cicatrizacion de heridas in-
vitro

En este experimento se evaluaron tres aspectos importantes: cultivo de fibroblastos,
curva de crecimiento y pruebas de Ibidi®.
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3.4.1 Cultivo de Fibroblasto

En la curva de crecimiento de los fibroblastos se evalué su reproduccion y su
adherencia en caja Petri. Este experimento se realizd en tres cajas Petri donde
fueron depositados 50 mL de medio con los fibroblastos y se dejaron incubar
durante 24, 48 y 72 horas. Posteriormente a los tiempos mencionados se observo
que a las 72 horas las células fibroblasticas eran confluentes, es decir, que se
reprodujeron ocupando mas del 80 % de la caja Petri ademas de presentar una
buena adherencia. En la Figura 28, se puede observar la reproduccién de los

fibroblastos a las 24,48 y 72 horas.
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Figura 28. Inciso a) Fibroblastos inmaduros, inciso b) Fibroblastos durante 24 horas,

inciso ¢) Fibroblastos durante 48 horas e inciso d) Fibroblastos durante 72 horas.
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3.4.2 Ensayo de cicatrizacion de heridas in-vitro pruebas de 1bidi®

Se realizo6 el ensayo de cicatrizacion de heridas in-vitro con la prueba Ibidi®.

Este ensayo busca simular una lesién en la piel a nivel in-vitro, este dispositivo de
Ibidi® contiene dos pozos en donde se depositaron 70 uL de medio con células
fibroblasticas y una membrana desmontable, que al retirarla simula una lesion de la

piel dejando un area acelular, como se muestra en la Figura 29.

70 ul de Zona 70 ul de
fibroblastos acelular fibroblastos

Figura 29. Esquema del dispositivo Ibidi®

En esta prueba se valora cuanto tiempo es que las células fibroblasticas tardan en
cerrar el espacio acelular simulando el tiempo de cicatrizacion de una herida. Mas
puntualmente, se queria observar si las membranas tienen alguna influencia en
donde las células fibroblasticas pudieran adherirse y propagarse haciendo funcién

de soporte para una mayor proliferacion y asi acelerar el proceso de cicatrizacion.

En la Figura 30, se observa el inciso a) en donde se encuentran los fibroblastos a
un tiempo 0 siendo este nuestro control, inciso b) muestra la propagacion después
de 48 horas los fibroblastos empiezan a migran en la parte acelular. Sin embargo,
no se llegoé a la confluencia, ni proliferacion deseada. En el inciso c) se muestra la

membrana en contacto con el medio celular de fibroblastos observando un inicio de
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propagacion. No obstante, no se pudo caracterizar correctamente la propagacion
en la membrana, por cuestiones ajenas a la universidad como lo es la propagacion
del virus COVID-19. Queda para estudios futuros realizar la caracterizacion de las

membranas sometidas a este estudio.

Figura 30. Control de proliferacion de fibroblastos. Inciso a) Fibroblastos en tiempo 0, b)
Fibroblastos proliferando después de 48 hrsy c) fibroblastos en contacto con membrana
PLA/PVA.



4. CONCLUSIONES

1.- La evaluacion de las membranas a base de los polimeros PLA/PVA, demuestran
la versatilidad de su aplicacion en funcién de su estructura y morfologia que puede
llegar a variar a partir de los parametros de control experimental como: tipo de
inyeccion, voltaje, viscosidad y distancia del colector a la punta de inyeccién. Y las
combinaciones que se pueden llegar a hacer directo a la inyeccion: manual y

automatica.

2.- La membrana, debido a la ilimitacion de la matriz extracelular, favorece la
adhesion y proliferacion celular. Por lo tanto, las membranas poliméricas se

comportan como un biomaterial de 3ra generacion.

3.- El tamafio micrométrico obtenido en las membranas ayuda a la adhesién de los
fibroblastos. Y aunque no se alcanzo a obtener una membrana con una estructura
nandémetrica (debido a que la contingencia sanitaria no permiti6 mayor tiempo de
experimentacion), hipotéticamente, con un voltaje alrededor de los 18 kV, a una
distancia de 7 cm del colector a la fuente de inyeccién de los polimeros, para unas
disoluciones medianamente viscosas y con un tipo de inyeccién doble automatica,

deberian ser obtenidas membranas con tamaro de fibra nanométrica.

4.- En cuanto al equipo de electrohilado, se pudieron realizar varios experimentos
con modificaciones en los parametros de control, viscosidad de las soluciones
poliméricas, control de inyeccién: manual y automatica, obteniendo membranas con

distintas caracteristicas.

5.- Se observa que hay biocompatibilidad con el cuerpo debido a la prueba de
adherencia plaquetaria donde se mostro que las plaquetas se adhieren a ambos
polimeros de PLA y PVA. Asi mismo, las membranas de PLA, PVA y la mezcla
PLA/PVA mostraron no ser téxicas a micro-organismos [49]. Se atribuye éste tipo
de comportamiento a sus propiedades hidrofébicas-hidrofilicas debido a la mezcla
de PLA/PVA. Respecto a la biocompatibilidad de membranas de tamafo de fibra
nanometrica, para el caso del PVA fue encontrado que tiene menor capacidad de
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adherencia celular y proliferacion para queratinocitos [46]. Sin embargo,
hipotéticamente debido a que su estructura nanométrica y propiedades de
hidrofobicidad-hidrofilicidad no deberia afectar la adhesion celular y proliferacion

celular para el caso de los fibroblastos.

6.- En trabajos recientes [47, 48] con estas membranas poliméricas, fue encontrado
en experimentos in-vivo que permiten regeneracion tisular dérmica completa. Por lo
tanto, el comportamiento de estas membranas es el de un biomaterial de tercera

generacion.
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