UNVERS!

1AD AL TONOMA D= QUERETARD)

Universidad Autdonoma de
Quereétaro

Facultad de Ingenieria

Desarrollo de membranas de quitosano-aloe veray
guitosano-triticum vulgare con posibles aplicaciones
biomédicas

Tesis

Que como parte de los requisitos para obtener el
grado de

Ingeniero Biomédico

Presenta
Fausto Sanabria Romero

Dirigido por
Dr. Eduardo Arturo Elizalde Peia




Desarrollo de membranas de quitosano-aloe vera'y
quitosano-friticum vulgare con posibles aplicaciones
biomédicas

Tesis
Que como parte de los requisitos para obtener el grado de
Ingeniero Biomédico

Presenta

Fausto Sanabria Romero

Dirigido por
Dr. Eduardo Arturo Elizalde Peiia

Sinodales
Dr. Eduardo Arturo Elizalde Peiia

Presidente

Dr. Carlos Guzman Martinez

Secretario

Dra. Vanessa Vallejo Becerra ’

e

Vocal |
M.C. Maria Carolina Espinosa Arzate W‘?\A’

Suplente




Resumen

Aunque existen muchos esfuerzos para desarrollar terapias y biomateriales que promuevan
el proceso de cicatrizacién en una herida, los apdsitos mas comunes tienen un rol pasivo en
dicho proceso de curacion. El uso de la técnica de electrospinning para el desarrollo de
materiales en la ingenieria de tejidos ha sido ampliamente utilizado debido a las
caracteristicas y propiedades de los materiales electrohilados. En el presente trabajo se
realizd la sintesis de apdsitos mediante la técnica de electrospinning, fabricados con
Quitosano, PEO, Aloe Vera y Triticum Vulgare, materiales naturales biocompatibles cuyas
propiedades han sido probadas en la ingenieria de tejidos. Se obtuvieron imagenes SEM
gue indican que la adicion de PEO al quitosano mejora su capacidad para formar fibras mas
uniformes en el electrospinning obteniendo fibras uniformes con un didmetro promedio de
100 nm para las fibras de Aloe Vera y para el Triticum Vulgare de 119 nm resultado exitoso
ya que esta comprobado que apdsitos disefiados con fibras en un rango de 50 a 300 nm son

favorables para una buena viabilidad celular

Mediante el analisis del espectro FT-IR se comprobd la presencia de los precursores en los
apositos y con las interacciones observadas se observé la manera en la que relacionan los
materiales, resultados que respaldan las caracterizaciones fisicas de los materiales

electrohilados.

Con el resultado obtenido de las pruebas de viabilidad celular es posible concluir que
apositos disefiados tienen una alta viabilidad celular, especificamente en el caso del

Triticum Vulgare dentro de un periodo menor a 48 horas.
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Capitulo |

Introduccion

Planteamiento del problema

La cicatrizacidn es un proceso dinamico multicelular que tiene como objetivo la restauracion
de la barrera que representa la piel (1); consta de cuatro fases continuas que se
superponen; los eventos en cada fase deben de ocurrir en el orden preciso, interrupciones,
aberraciones o prolongaciones en dichas fases pueden provocar un retraso en la
cicatrizacion de una herida o una herida crénica que no cicatrice (2). Es una preocupacion
médica global con varios desafios incluida la creciente incidencia de obesidad, una
poblacién que envejece y la necesidad de apdsitos mas efectivos, pero a su vez rentables
(3).

En un intento para reducir el impacto que tienen las heridas y su cuidado, el esfuerzo se ha
concentrado en comprender el mecanismo de cicatrizacién en busca de nuevos enfoques
terapéuticos y el desarrollo continuo de tecnologias para su tratamiento, es por lo que en
la dltima década el cuidado de las heridas ha progresado, de utilizarse tratamientos
convencionales como unglientos y gasas al uso de apdsitos, substitutos de tejido, cdAmaras
hiperbaricas, etc.

El Instituto Nacional de Imagenes Biomédicas y Bioingenieria define a la ingenieria de
tejidos como “un area de rapido crecimiento que busca crear, reparar y/o reemplazar
tejidos y érganos mediante el uso de combinaciones de células, biomateriales y/o moléculas
biolégicamente activas”. El uso de apdsitos para mejorar el proceso de cicatrizacion ha sido
un campo estudiado desde hace cientos de afios, pasaron de ser materiales que sélo cubrian
la herida para evitar des-hidratacién y prevenir infecciones, a materiales que mejoran todas
las condiciones para potenciar el proceso de cicatrizacion (4).

Los apodsitos y distintos métodos para tratamiento de heridas forman un importante

segmento del sector farmacéutico en el mundo. En el pasado se utilizaban apdsitos



tradicionales, como vendajes naturales o sintéticos, algodones y gasas; y su funcion
principal formar una barrera para la herida permitiendo la evaporacion de exudados (5).
Actualmente existen distintos tipos de apdsitos, membranas, hidrocoloides, hidrogeles,
micro / nano fibras, etc., y se han desarrollado con la intencién de proporcionar un mejor
ambiente para la herida, que produzca la proliferacién celular para mejorar el proceso de
cicatrizacion.

En esta investigacién se pretende establecer una metodologia para la sintesis de
membranas nano fibrosas de quitosano — aloe vera y quitosano triticum vulgare para que
sean utilizadas como apdsitos ya que los precursores han sido utilizados, por separado como
parte de la medicina tradicional desde hace cientos de aifos dando resultados favorables.
El proyecto de centra en el desarrollo del material, su caracterizacion y acondicionamiento

para su aplicacién como apdsitos.



Capitulo 2

Marco teodrico

2.1 Heridas

La piel estd compuesta de dos capas, la epidermis, capa superficial de epitelio estratificado
gue consiste principalmente en queratinocitos, y la dermis, capa mas profunda compuesta
de tejido conectivo rico en coldgeno. El papel de la epidermis es el de proteger el cuerpo de

agentes externos y el de la dermis brindar soporte mecénico.

Una herida puede definirse como una lesién o disrupcion de la estructura anatémica y
funcién resultantes de una ruptura simple o severa de una o las dos capas de la piel; es una
discontinuidad en el tejido, provocada por una laceracién externa en la piel causando un
trauma (6); este puede extenderse a otros tejidos y estructuras como tejido subcutaneo,

musculos, tendones, nervios, vasos e incluso huesos (1,7).

Las heridas suelen clasificarse en dos categorias: heridas agudas y croénicas; las del primer
tipo son causadas por traumas, pero el tiempo de recuperacioén varia de 8 a 12 semanas (8),
siendo provocadas por daino mecanico, exposicidn a calor extremo, irradiacién, descargas
eléctricas y exposicién a quimicos corrosivos (9). Las heridas crénicas son aquellas
resultantes de enfermedades especificas como diabetes, tumores, etc. El proceso de
cicatrizacion de estas heridas puede durar mas de 12 semanas (10) y es posible que las

heridas de este tipo se vuelvan a abrir.



Cuando se produce una lesidon cutanea la cicatrizacién permite la reconstruccién de los
tejidos dafiados y su vascularizacién, la aparicién de una alteracidén durante la cicatrizacién
puede conducir a un retraso en el proceso, generar una herida crénica, o la formacion de

una cicatriz patoldgica (11).

Las infecciones en la piel y tejido blando son el tipo mds comun de infecciones y afectan a
millones de personas en el mundo; dependiendo de la severidad del dafo, las infecciones

pueden ser desde superficiales hasta poner en riesgo extremidades o la vida.

En un humano sano, las infecciones son evitadas mediante la activacién del sistema inmune
para eliminar los agentes patégenos, aunque si el sistema inmune no es capaz de remover
el patdgeno ocurre la infeccion causando dafio y granulacién al tejido, factores de
crecimiento y componentes de la matriz extracelular (coldgeno, elastina y fibrina) son

agentes que comprometen un proceso de cicatrizacion normal (12).
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2.1.1 Proceso de cicatrizacion

La respuesta a una lesidn cutdanea desencadena un proceso complejo con la finalidad
de reparar los tejidos danados y recuperar las funciones de la piel; dicho proceso estd
compuesto de cuatro fases que se solapan, hemostasis, fase inflamatoria, proliferacién
y remodelacidn; en estas fases intervienen muchos tipos de células, procesos celulares

y moléculas; estas se describen a continuacién:

Hemostasis

Esta fase comienza inmediatamente después de la lesién, su objetivo provocar el cese
de la hemorragia mediante la coagulacién, para proteger el sistema vascular, tiene una
duracién de 15 minutos; las plaquetas circulantes al tejido dafiado lo que provoca su
activacion, y adhesion al endotelio (13); se activa el proceso de coagulacidon donde
participa fibrinégeno en la formacién del trombo. El trombo formado propicia la
activacion celular y sirve de andamiaje para las células que intervienen en la fase de
inflamacién y regeneracion del tejido (12).

Inflamacién

La siguiente fase comienza aproximadamente a los 16 minutos de que se origind la
herida y puede durar hasta seis dias, esta etapa es una respuesta protectora del tejido
en la cual se activan macréfagos para eliminar bacterias, cuerpos extrafios vy
componentes del tejido dafiado (13). Otras células que participan en esta etapa son los
mastocitos y linfocitos T, que se encargan de modular la actividad de remodelacion de
la matriz extracelular (14).

Proliferacién

La tercera etapa es derivada de la inflamacidn inicia en el tercer dia y dura de 15 a 25
dias, se caracteriza por dos procesos angiogénesis y migracién de fibroblastos (15),
comienza con la disminucion de la inflamaciéon con la accion de macrdéfagos, la
angiogénesis depende de factores pro angiogénicos como el factor del crecimiento de

fibroblastos y de factores anti angiogénicos que actian sobre las células endoteliales.
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Los fibroblastos a través de un proceso llamado fibroplasia dan lugar al tejido de
granulacién, este es un agregado temporal de células y proteinas que actdan como
material de fusion (13).

e Remodelacion
Fase caracterizada por la formacién, organizacion y resistencia que obtiene el tejido al
formar la cicatriz, comienza después de 2 o 3 semanas del daio inicial; el tejido de
granulacién evoluciona gradualmente en un tejido maduro que cicatriza y disminuyen

los vasos sanguineos (16).

Para asegurar una correcta cicatrizacion de la herida es muy importante que se controlen
las condiciones en el tejido dafiado; sin embargo, heridas crénicas, quemaduras, ulceras
diabéticas, y heridas post cirugia suelen tener tiempos de recuperacién mas tardados y
presentan situaciones que requieren mads control; por ejemplo, las quemaduras,
generalmente tienen niveles mas altos de exudado, lo que provoca un ambiente propicio

para la proliferacion bacteriana (12).
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2.1.2 Tratamiento de heridas

El concepto de mantener una herida limpia y cubierta se ha conocido por mucho tiempo;
documentacion que data del 2100 a.C. en las famosas tablas Sumerias indica que las heridas
se lavaban con agua caliente y se untaban con mezclas de hierbas, aceites y unglientos (17).
En 1550 a.C. el papiro de Ebers, documentaba una mezcla de grasa (como barrera), miel
(como antibacterial) y pelusas (como absorbente) como un ungiiento para el tratamiento
de heridas (18). En el 600 a.C. estd documentado que en la india se usaba un ungiiento a
base de semillas de mostaza, hojas de Neem (una planta originaria de la zona), y mantequilla
de vaca con sal, que en estudios recientes estd mostrado que tiene propiedades
antibacterianas y antifdngicas (19).

Asi es como desde la antigliedad los humanos han reconocido la importancia del
tratamiento de las heridas utilizando materiales para cubrirlas; estos vendajes si promovian
una mejor cicatrizacion, pero al requerir cambios frecuentemente para prevenir
maceracién en la piel, en algunas ocasiones se provocaban nuevas lesiones al ser
reemplazados constantemente (20).

El uso de matrices de coberturas de heridas data desde 1880, cuando Joseph Gamgee usé
un apdsito absorbente de lana de algoddén en medio de capas de gasa (21) y desde 1980
como membranas/esponjas, hidrogeles, peliculas, nano geles y micro geles,
andamios/vendajes han sido investigados en el campo del tratamiento de heridas. No fue
hasta los sucesos de la primera y segunda guerra mundial en donde el uso de proyectiles
metalicos dio origen a nuevos tipos de heridas y los contaminados campos de batalla hacian
mas susceptibles las infecciones donde la demanda apdsitos quirdrgicos incrementé por el

uso de armas y municiones mas peligrosas (17).

De entre los ejemplos mencionados, las nano y microfibras relnen las caracteristicas
necesarias para un material efectivo en el tratamiento de heridas, como absorcién de
exudado, permeabilidad de oxigeno y propiedades antibacterianas, lo cual ha sido atribuido

a la evolucién de la nanotecnologia (6).
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2.1.3 Antecedentes nacionales e internacionales

Aunque existen muchos estudios realizados por clinicas e instituciones de salud de varios
paises alrededor del mundo, las heridas son en varios aspectos un problema de salud poco
reportado (22), y dependiendo del tipo de herida del que se esté hablando se han vuelto un
desafio para los sistemas de salud de todo el mundo.

El costo promedio anual global para el cuidado de heridas en 2014 fue de $2.8 Billones de
dédlares y se proyecta que para 2021 suba a $3.5 billones (23); por otro lado, un estudio de
mercado realizado en 2018 predice que el mercado de productos para el cuidado de heridas
exceda los $15 billones de ddlares en 2022 (24).

En México de acuerdo con un estudio realizado en 2017 en el que se describen los costos
de atencion de heridas en una muestra de 357 pacientes de 14 unidades médicas de primer
nivel de atencién, muestran que el mayor porcentaje de atencidn esta orientado al cuidado
de heridas traumaticas (59%), después dehiscencias quirudrgicas (12%), ulceras de pierna
(11%), ulceras de pie diabético (10%), quemaduras (4%), lesiones por presidn (3%) y heridas
de ano y periné (1%)(25).

En este contexto es evidente que la incidencia de heridas agudas y crdnicas representa un

problema de salud para la poblacion y para el sistema de salud.
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2.1.4 Biomateriales

Los biomateriales se definen como materiales con la capacidad de restaurar o reemplazar
funciones naturales de los tejidos y érganos del cuerpo humano sin causar dafios en este.
Estos materiales muchas ocasiones tienen un papel importante para solucionar distintos
problemas de salud y su estudio ha propiciado mejoras en distintas aplicaciones

biomédicas, como ingenieria de tejidos, implantes, liberacion de farmacos, etc.

El uso de materiales exdgenos al cuerpo para aplicaciones de salud puede rastrearse hasta
la prehistoria, desde la civilizacion Maya usando proétesis dentales hechas de conchas
marinas (26); hasta las protesis disefiadas con la tecnologia actual. Durante cientos de afios
la implementacidon de estos materiales se realizé sin el conocimiento necesario de las
limitaciones y problemas que implica (27), pero su uso exitoso muestra la capacidad del

cuerpo de adaptarse a materiales externos.

2.1.4.1 Biomateriales poliméricos

Debido a su gran versatilidad, abundancia y a caracteristicas, mecanicas, fisicoquimicas y
bioldgicas los polimeros naturales o sintéticos han sido de relevante importancia en los
ultimos afios; ademas, la trascendencia del estudio en este tipo de materiales se puede
observar en el mercado de polimeros para aplicaciones médicas, valuado en 1 mil millones

de délares anuales con un crecimiento anual del 10 al 20% (28).

El uso de polimeros naturales para aplicaciones biomédicas es altamente benéfico debido
a su alta biocompatibilidad, su cinética de biodegradacién y su facil manipulaciéon de

propiedades quimicas (29).

En contraste los polimeros sintéticos son facilmente producidos en gran escala, tienen bajo
costo de produccién, sin embargo, el principal inconveniente es la no biocompatibilidad que

presentan en ocasiones estos materiales
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2.1.5 Apdsitos

Un apdsito es cualquier material empleado para cubrir, proteger y curar heridas, estan
disefiados para estar en contacto con el tejido dafiado (20,30), lo cual es distinto de un
vendaje ya que este Ultimo sostiene el apdsito en su lugar. Los apdsitos tradicionales
incluyen gazas, vendajes (naturales o sintéticos) y son utilizados cominmente para proteger
a las heridas de agentes contaminantes; las gasas hechas de fibras de algoddn, rayén y
poliéster ofrecen cierta proteccion contra infecciones bacterianas.

Debe de contar con las siguientes propiedades: absorber exudados y componentes téxicos,
preservar un alto nivel de humedad en la superficie de la herida, permitir el intercambio
gaseoso, proporcionar aislamiento térmico, proteger a la herida de entrada de bacterias,
ser no téxico, promover la regeneracion y el crecimiento del tejido nuevo y ser eliminado
facilmente sin causar mas dafio a la herida y el tejido circundante (30).

El avance de la tecnologia ha permitido que los apésitos modernos se desarrollen con el
objetivo no sélo de cubrir la herida sino de proporcionar un ambiente que acelere el proceso
de cicatrizacién y elimine organismos que puedan causar latentes infecciones.
Generalmente estan basados en polimeros sintéticos y naturales y estan clasificados en

pasivos, interactivos y bioactivos (20).
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2.1.5.1 Apésitos de polimeros naturales

Los materiales para apdsitos incluyen naturales y sintéticos, asi como sus combinaciones,
en la forma de peliculas, esponjas, hidrogeles e hidrocoloides (31). Recientemente los
polimeros naturales han recibido mucha atencién debido a su alta biocompatibilidad, gran

existencia en todo el mundo y propiedades ambientales.

Los apdsitos preparados con materiales naturales son elaborados principalmente con
polisacaridos, proteinas y lipidos, y son generalmente biodegradables. Los polisacaridos
poliméricos son los mds importantes de estos sistemas, porque su uso no representa
problemas ambientales ni econdmicos (32), por sus propiedades mecanicas, quimicas,
biolégicas, su similitud con la matriz extracelular y porque no tienen reacciones

inmunolédgicas frecuentemente detectadas por polimeros sintéticos (30,32).

Actualmente existe una gran variedad de polimeros utilizados para preparar apdsitos,
quitina, quitosano, gelatin, celulosa, acido hialurdnico, colageno y sus derivados, con estos
se ha logrado imitar la matriz de la piel, obteniendo mejores resultados en el cuidado de

heridas
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2.2 Quitosano

Entre los derivados de polimeros naturales se presta especial atencidén a un derivado de la
quitina, el segundo polisacarido mas abundante después de la celulosa y tiene una
estructura similar (33), el quitosano, el cual es un polimero semisintético de la familia de las
poliaminoglucosas obtenido mediante la desacetilacion parcial de la quitina (34).

Quimicamente el quitosano se trata de un polimero lineal compuesto por unidades
ensambladas covalentemente de D-glucosamina (unidad desacetilada) unida
aleatoriamente a la N-Acetil-D-glucosamina (unidad acetilada) (2-Amino-2-deoxy-B-D-
glucopiranosa), Figura 1. Cuando el nimero de unidades desacetiladas en la quitina es
50%, pasa de ser completamente insoluble a soluble en medios acuosos acidos, siendo
entonces considerado quitosano. La presencia de grupos amino le brinda al quitosano
caracteristicas singulares haciendo a este material uno de los recursos mas prometedores
para sustituir polimeros sintéticos en muchas aplicaciones tecnoldgicas, biomédicas vy

farmacéuticas (35).

_Chitosan

H
HO H NH; :

CH,OH

Figura 1: Unidad del Quitosano (36)
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Presenta biocompatibilidad, capacidad quelante, efectos antimicrobianos contra una
amplia gama de bacterias gram positivas y gram negativas y hongos (37); tiene también
propiedades autoadhesivas, analgésicas y hemostaticas (38). Otras de las ventajas del
quitosano son su rdpida degradacidn, no es toxico, es biodegradable y promueve la unién
celular, es un polimero que contiene citosina, un compuesto que promueve la regeneracién
de tejidos (39); fue aprobado por la FDA para ser utilizado como piel artificial y como
material para apdsitos (38). Uno de los efectos mas interesantes del quitosano es la
formacién de tejido de granulaciéon con angiogénesis (40). Se ha comprobado que el
quitosano induce fibroblastos a liberar interleucina, sustancia vinculada a la migracion y
proliferacion de fibroblastos (41).

Los solventes comUnmente usados para disolver quitosano son acidos diluidos debido a la
protonacidn de los grupos amino (38); acido férmico, acético, oxalico, lactico e hidroclérico,
la solubilidad depende del peso molecular del quitosano, la concentracién del polimero en

la solucidn y de la concentracién del acido, generalmente disminuye con la concentracion.
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2.3 Polidxido de etileno

El Polioxido de etileno es un polimero sintético, neutral, no toxico, biocompatible y
biodegradable que es soluble en agua al que se le han encontrado muchas aplicaciones
como en compuestos conductivos, cosmetologia, ingenieria de tejidos, sistemas de
liberacion de farmacos e implantes biomédicos (42,43).

Sus propiedades quimicas son apropiadas para las aplicaciones médicas debido a que es
resistente a la adhesion de proteinas, por lo tanto, no interfiere con funciones celulares o
que su objetivo sean células del sistema inmune (42). Las propiedades no inmunolégicas
del material reducen el riesgo a presentar citotoxicidad y que sea rechazado por el cuerpo,
ademas se ha demostrado que suprime la adherencia plaquetaria y la formacion de
trombos (44).

Existen numerosos estudios donde se ha combinado con quitosano para aplicaciones como
las mencionadas anteriormente, sobre todo en la fabricacidon de nano fibras; esto debido a

gue mejora las propiedades de las soluciones utilizadas en los procesos de hilado.

0
H \/\.;OH

Figura 2: Unidad del PEO (45)
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2.4 Aloe Vera

Aloe Vera (Aloe barbadensis Miller), es conocido como la hoja terapéutica mas antigua, es
una especie de suculenta de la familia de las Xantoroedceas proveniente de Africa
meridional, esta planta crece adaptada a regiones semiaridas donde las temperaturas van
desde los 6°C en las noches hasta 32° como temperatura maxima del dia. Es uno de los
biopolimeros mas abundantes en la tierra y ha sido utilizado por cientos de afios para
propdsitos farmacéuticos, cosmetologia, medicacion y efectos nutricionales (46). Existen
mas de 200 especies de aloe vera en el mundo, de las cuales la barbadensis Miller es

conocida por ser la mds utilizada en materiales para curacion (47).

Las hojas de aloe consisten en una epidermis (piel) gruesa cubierta por una cuticula que
rodea el mesdfilo que incluye células de clorénquima y células de paredes mas delgadas que
forman el parénquima (filete), como se puede apreciar en la Figura 3. El mesdfilo las células
contienen una gelatina mucilaginosa transparente llamada gel de Aloe vera (46), este gel
cristalino estd compuesto 99.5% por agua y el resto son ingredientes activos como pectina,
celulosa, hemicelulosa, glucomanano, acemanano, y derivados de la manosa (48). La
cantidad de agua y de ingredientes activos en el gel depende de la distribucién geografica,

la calidad del suelo, radiacién solar, temperatura, y disponibilidad del agua en el ambiente.

Figura 3: Corte transversal planta de Aloe Vera
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En biomateriales ha sido utilizado como aditivo en apdsitos para promover la cicatrizacién,
también ha sido utilizado en tratamiento de quemaduras por muchas décadas, como
antimicrobiano y para farmacos con efectos antiinflamatorios (49); ademas derivados del
Aloe Vera son aplicados en actividades antitumorales para ocho lineas de cancer junto con
pectina citrica modificada por pH y por alta temperatura (50). Se usa ademas con propdsitos
de proteccion de la piel contra rayos UV y gamma, tratamiento de psoriasis y efectos
laxantes (51). El gel de aloe vera es comercializado como polvo concentrado y se utiliza

como agente curativo en heridas y estimulante del sistema inmunoldégico (52).

Los componentes del gel como el acemanano y el lactato de magnesio tienen efectos
antinflamatorios, debido a que bloquean la produccién de prostaglandina y tromboxano
(37). El gel muestra también efectos benéficos en la formacién de tejidos de granulacién
para producir cicatrices con una mejor forma (37); incrementa la actividad de macrdéfagos,
monocitos y linfocitos T, células que secretan moléculas que controlan la respuesta
inmunitaria especifica y contribuyen a la reparacién del dafio tisular eliminando tejido

muerto o dafiado.
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2.5 Triticum vulgare

Triticum vulgare es el nombre cientifico de una planta de la familia de las gramineas, que es
comunmente conocida como trigo. La planta tiene una envergadura de 30 hasta 150 cm El
extracto se obtiene mediante un procedimiento de germinado bajo condiciones

controladas patentado por Riccio (2012).

El extracto de Triticum vulgare ha sido extensamente utilizado en la medicina tradicional en
el tratamiento de diferentes condiciones patoldgicas de la piel, Ulceras, quemaduras y

enfermedades distréficas (53)

Existe un extracto de Triticum vulgare manufacturado por la farmacéutica DAMOR
(Napoles, Italia) que es un componente activo en el producto farmacéutico llamado
Fitoestimulina®, es utilizado comunmente para el tratamiento de problemas en la re -
epitelializacion o regeneracién del tejido (54). Existe también evidencia cientifica que
documenta que aceite de brotes de trigo se ha utilizado en la medicina tradicional irani para

tratamientos dermotonicos, reparacion de poros en la piel y pecas (55).

Esta demostrado que el extracto de triticum vulgare tiene la capacidad de promover la
proliferaciéon y maduracién de fibroblastos (56) y de células endoteliales, puntos cruciales
para el proceso de reparacién de tejidos dafiados; existe también evidencias de que el
extracto es capaz de reducir la reaccién inflamatoria para prevenir dainos en el proceso de

cicatrizacion. (57).
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2.6 Nanofibras

Las nanofibras son uno de los grupos mas interesantes de materiales en la actualidad, son
filamentos que tienen diametros que van desde unas cuantas decenas hasta 100 nm. La
industria textil define fibra como un filamento natural o sintético como el nylon y algodén

con la capacidad de ser hilado (58).

Han sido ampliamente estudiadas en la actualidad debido a sus propiedades quimicas,
eléctricas, térmicas, mecanicas, su amplio rango de seleccién de material y a sus
remarcables caracteristicas como su gran drea, facil funcionalizacién, porosidad,
rendimiento mecanico superior y similitud con la matriz extracelular lo cual promueve su

uso como apodsito (58—60).

La tecnologia de nano fibras ha sido incorporada en distintas dreas como baterias y celdas
de combustibles, diodos y transistores, sistemas de transferencia de energia, compuestos
para estructuras aeroespaciales (58); en el area de la salud las aplicaciones incluyen
ingenieria de tejidos (61-63), sistemas de liberacién de farmacos (64), biosensores,

filtracion (60), etc.

Han sido ampliamente utilizadas en el area de ingenieria de tejidos y tratamiento de heridas
debido a que existe una gran variedad de materiales biodegradables y no degradables que
pueden elegirse para hilar nanofibras, esto facilita su uso como material para liberacién de
farmacos. Presentan también facilidad para ser cargadas o inmovilizar en ellas
componentes bioactivos lo cual promueve un buen ambiente para tratar infecciones de
heridas, evitar la proliferacién bacteriana, controlar el tiempo de liberacién de farmacos,

etc.
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2.7 Métodos de sintesis de nanofibras

Existen muchos métodos de fabricacidn de nanofibras y a su vez distintas clasificaciones de
estas técnicas; una de las maneras de clasificarlas en técnicas fisicas, quimicas y bioldgicas
basados en la fuerza o accidon aplicada para producir las fibras, cada una de las técnicas tiene

ventajas y desventajas.

2.7.1 Técnicas fisicas

Estas técnicas provocan la fabricacién de fibras aprovechando distintos fenémenos que
ocurren por la aplicacién de energia de radiacion, presién mecdnica, energia eléctrica o
energia térmica.

Usando estos métodos es posible obtener distinta morfologia, tamafio, porosidad vy
superficie mediante la manipulacién de los pardmetros del proceso, dependiendo del tipo
de energia que se esté aplicando. Algunos de los métodos mas comunes son: deposicion

por vapor, ablacion laser y técnicas de hilado (60).

2.7.2 Técnicas quimicas

Los métodos quimicos involucran reacciones entre dos o mas especies para formar las
fibras, la reaccidén puede ocurrir simultaneamente o necesitar de alguna energia externa
como térmica o eléctrica (59).

Algunas de las técnicas mds comunes son: microemulsiéon, método sol-gel, deposicion de

vapor quimico, deposicidn electroquimica, separacion de fase, microemulsion, etc.
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2.7.3 Técnicas bioldgicas

Los métodos bioldgicos funcionan con reacciones entre el material del que estaran
fabricadas las fibras y especies bioactivas como bacterias o enzimas en presencia o no de
fuerzas externas que intervengan en el proceso como presién mecdnica, radiacién, energia
térmica, etc.

Se han realizado numerosos estudios donde nanofibras realizadas mediante este tipo de

técnicas han sido usadas para distintas aplicaciones, entre ellas aplicaciones biomédicas

2.8 Electrospinning

Los métodos tradicionales de produccién de fibras poliméricas como electrospinning por
fusidn, hilado en seco, hilado himedo y en gel se basan en utilizar fuerzas mecanicas para
extruir un polimero fundido a través de una hilera y posteriormente estirar los filamentos
restantes a medida que se solidifican o coagulan, los métodos mencionados permiten la
produccién de fibras con didmetros de entre 5 y 500 mm. En cambio, la tecnologia de
electrospinning permite la produccién de fibras con dimensiones mas pequenas, estas
fibras pueden tener diametros en el rango de nandmetros a micrones (tipicamente de 100

nm- 1 micrémetro) y longitudes de hasta kilémetros. (65)

El electrospinning es una técnica que utiliza un campo electromagnético para controlar la
deposiciéon de fibras de un polimero, ha sido ampliamente utilizada en las décadas pasadas
para preparar andamios de nanofibras que imiten matrices celulares. Se considera que las
fibras electrohiladas sirven, en ingenieria de tejidos, como andamios ideales por su gran
area de superficie, topologia y su facilidad de funcionalizacién (66); las fibras electrohiladas
también tienen aplicaciones en el disefio de catalizadores, baterias, sensores electrénicos,

membranas de filtracidn, implantes médicos, y sistemas de administracién de farmacos.

26



El proceso de electrospinning fue patentado por primera vez en 1902 por Morton y Cooley
en dos trabajos separados; desde entonces el proceso ha ido mejorando y fue modificado

por Formhals en 1930 (63,64).

Fibras
Electrohiladas

Solucion Polimérica

=

Colector

Figura 4: Esquema y componentes del electrospinning (67)

Los elementos requeridos para el electrospinning incluyen, como puede observarse en la
figura 4 fuente de alto voltaje, solucidén polimérica, jeringa eyectora con bomba y un plato
colector. Durante el proceso se utiliza la fuente de alto voltaje para polarizar una solucién
polimérica. El alto voltaje aes aplicado para estirar la solucién viscoelastica a una forma de
cono llamada “Cono de Taylor”. Cuando la fuerza del campo eléctrico sobrepasa la tension
superficial de la solucion, del menisco se expulsa un chorro de fibra viaja de la jeringa al
colector permitiendo que el solvente de la solucidn se evapore provocando la deposicion

de las nano fibras poliméricas en el colector.
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2.8.1 Ventajas

Entre las ventajas del electrospinning se encuentra que no requiere ningln proceso de
funcionalizacién, unicamente se requiere el solvente que pueda dispersar nanoparticulas y
el polimero (68).

Mediante el control de los pardametros del proceso de electrospinning como el voltaje
aplicado o el flujo de bombeo de la jeringa, se puede controlar la porosidad, area superficial

especifica, fuerza mecdnica, y morfologia de las fibras electrohiladas (61).

2.8.2 Desventajas

La efectividad del proceso depende de muchas variables que dificultan la replicacidon de
resultados.

En la ingenieria de tejidos y apodsitos para heridas la eleccion del polimero a ser
electrospinning es critica para lograr la funcidn objetivo. A pesar de que muchos polimeros
sintéticos son mecanicamente robustos, carecen de las propiedades intrinsecas de los

polimeros naturales que favorecen la unidn, el crecimiento y la diferenciacidn celular (38).
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2.8.3 Apadsitos disefiados mediante electrospinning.

Los apdsitos disefiados con nanofibras permiten una gran flexibilidad de seleccion de
materiales que proporcionen distintas propiedades como liberacion controlada de
farmacos; inmovilizar o cargar las fibras con enzimas, péptidos, antibidticos y hormonas
(60), esta ultima caracteristica es importante ya que los apdsitos disefiados previenen
infecciones.

En comparacién a los apdsitos tradicionales, los materiales electrohilados pueden
promover la fase de hemostasis del proceso de cicatrizacidon debido a la estructura y
porosidad de las membranas sin la necesidad del uso de agentes hemostaticos. Su
capacidad de absorber exudados y semi-permeabilidad permiten mantener un ambiente
controlado que mantenga himeda la herida, pero permitiendo los procesos celulares
presentes en la cicatrizacion (9).

Una de las caracteristicas mas prometedoras se ha observado en diversos estudios que
analizan el tejido regenerado con apésitos electrohilados con el objetivo de generar
cicatrices lo mas pequefias posibles.

La tecnologia del electrospinning aplicada a apdsitos ha atraido a gran cantidad de

investigadores e interés industrial en las ultimas décadas.
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2.8.4 Parametros para el electrospinning

A pesar de que el proceso del electrospinning es simple, existen una serie de parametros

que afectan la formacion y estructura de las fibras obtenidas mediante esta técnica.

Los parametros controlados en la técnica son voltaje aplicado, tasa de flujo de la solucién y
distancia entre el colector y la aguja capilar.

El voltaje y el flujo son menos eficaces en el control de la morfologia de las fibras en
comparacion de las caracteristicas de la solucidn, intensidades de campo electromagnético
por debajo de la necesaria puede provocar defectos de aglomeraciones en las fibras o fallas
en la formacidn del chorro (64). También pueden ocurrir cambios morfolégicos al cambiar
la distancia entre la aguja y el colector.

Las condiciones ambientales incluyen factores como humedad, temperatura, presion
atmosférica, la humedad influye principalmente en la formacion de poros debido a la
evaporacion del solvente. El aumento de la temperatura afecta la velocidad del proceso,
dependiendo de la volatilidad del solvente, aunque puede provocar la formacién de

aglomeraciones (61).

2.8.4.1 Propiedades de la solucion

Propiedades como viscosidad, conductividad, constante dieléctrica, tensidon determinan la
facilidad de electrohilar del material. La concentracion de la solucién afecta tanto a la
viscosidad como a la tensidon superficial, pardmetros que son muy importantes en el
proceso; la solucidn debe de estar lo suficientemente concentrada para la formacion de las
fibras, si la concentracidn es baja la fibra se puede romper debido a la fuerza del campo
electromagnético, al contrario, si la concentracion es tan alta que aumenta la viscosidad, la

fuerza del campo no puede vencer la tensién superficial.
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El didametro de las fibras producidas depende directamente de la concentracion, si la
concentracion es baja se producen fibras mds delgadas; si la concentracion disminuye
mucho provoca que la uniformidad de la fibra se rompa y se formen aglomeraciones. Se ha
demostrado que los factores principales que provocan la formacién de aglomeraciones en
el proceso de electrohilado son viscosidad, tensiéon superficial y la densidad de carga neta
(65).

La eleccidn del solvente es importante para las caracteristicas de las fibras electrohiladas,
para que se produzca evaporacién suficiente del disolvente entre la punta capilar y el

colector se debe usar un solvente volatil.
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2.9 Capacidad de electrospinning del quitosano

Es muy comun en el electrospinning que utilizando algunos polimeros se presenten
irregularidades como la formaciéon de cimulos o un inadecuado estiramiento de las fibras

electrohiladas provocando rupturas (69).

La capacidad de electrospinning del quitosano esta limitada debido a su naturaleza poli
catidnica la cual genera insolubilidad en la mayoria de solventes organicos comunes; es
practicamente soluble Unicamente en soluciones acidas (70). La formacién de enlaces de
hidrogeno en la estructura del quitosano limita el movimiento libre de la cadena polimérica,

provocando que la fibra se rompa durante el proceso de electrospinning (71).

Existen pocos reportes donde el quitosano puro ha sido utilizado en electrospinning con
éxito utilizando distintos solventes basados en acido acético como el acido trifluoroacido
acético (TFA) (50,51) en distintas concentraciones, 1,1,1,3,3,3-hexafltor-2-propanol
también ha sido usado como solvente (73) donde se necesitd una posterior purificaciéon

para retirar el solvente de las fibras (74).

Una de las soluciones cominmente usadas para este problema ha sido agregar agentes de
ayuda para electrospinning como sales u otros polimeros; en concreto, se han logrado
obtener fibras combinando el quitosano con bajas concentraciones de otros polimeros
como el polivinil alcohol (PVA)(69,75), gelatin o colageno, fibroina, policaprolactona (75,76),
pero principalmente con poli 6xido de etileno (77). Estos agentes de ayuda pueden proveer
mayor entrelazamiento de cadenas poliméricas y/o reducir interacciones electrostaticas

repulsivas.
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2.10 Surfactantes

Uno de los principales factores que afectan a la morfologia de las fibras resultantes del
electrospinning es la tension superficial de la solucion polimérica que se utilizard ya que de
eso dependera la magnitud de la diferencia de voltaje aplicada entre la aguja y el colector;
con un inadecuado estiramiento de la solucidn polimérica, se producen aglomeraciones del

material que se pueden identificar como defectos en las fibras.

Los surfactantes son moléculas anfifilicas o anfipaticas que se absorben facilmente en las
superficies y por lo tanto disminuyen la tensién superficial del medio en el que se

encuentran disueltos (78).

Han sido utilizados en el electrospinning como un componente que ayuda a reducir la
tensién superficial y aumentar la densidad de carga neta de las soluciones poliméricas
usadas (79); varios estudios han demostrado que la incorporacion de surfactantes
cationicos a dichas soluciones mejoran considerablemente la morfologia de las nanofibras;
y en algunos casos se ha encontrado que el voltaje requerido para electrohilar una solucién

polimérica disminuye con la adicion de éste tipo de compuestos (80).

Si bien son de gran ayuda para mejorar las condiciones de la técnica, es importante tener
en cuenta que por encima de una concentracién critica de surfactante en una solucién se

forman estructuras coloidales.
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2.11 Normas generales de bioseguridad en el
laboratorio

1.-

2.
3.
4.

10.

11.

Reconocer que la salud del personal es lo mds importante.

Limpiar y desinfectar las superficies de trabajo al iniciar y finalizar la jornada de trabajo.
Estd prohibido comer, beber, fumar y/o almacenar comida dentro del drea de trabajo.

Mantener el cabello corto o recogido.

. No pipetear sustancia alguna con la boca. En lugar de ello utilizar peras de plastico o

pipetas automaticos.

. Los tubos que se introduzcan a la centrifuga deben ir tapados; no se debe detener

manualmente la centrifuga ni destaparla antes de que cese de girar.

. Evitar contacto con agujas y elementos punzocortantes.

No permitir la entrada de personas ajenas al laboratorio y/o que no tengan sus
implementos de bioseguridad adecuados.

Cualquier accidente, por pequefio que sea debe comunicarse al responsable del
laboratorio.

Todos los desechos bioldgicos, ya sean liquidos o sélidos, tienen que ser
descontaminados por el personal del laboratorio antes de su recoleccion y eliminacion
por personal especializado.

Todos los desechos quimicos téxicos deben almacenarse en contenedores
debidamente etiquetados y mantenidos en un lugar especificado del laboratorio,

mientras son removidos del drea por personal especializado (81).
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2.12 Manejo y disposicion de materiales

Es responsabilidad de todo el personal del laboratorio separar, manipular y eliminar
adecuadamente todos los desechos desde que se generan hasta su disposicion final; de esta
manera, se previene que el personal auxiliar, que normalmente transporta estos desechos,

esté sujeto a riesgos no controlados (82).

El laboratorio donde se llevard a cabo la investigacién cuenta con el personal capacitado

para la disposicion final de los materiales de desecho del laboratorio, el papel de los

estudiantes es el de hacer la correcta clasificacion de los residuos para su adecuado manejo

en el laboratorio.

Debe de determinarse el contenedor en el que sera eliminado de acuerdo con el tipo de
residuo que se esté desechando: de origen bioldgico, acidos, bases, orgdnicos e inorganicos.
Para poder eliminarse los residuos, en los contenedores apropiados para cada caso el
volumen ocupado no debe de ser mayor a % de la capacidad del contenedor, esto con el fin

de evitar rupturas forzadas o derrames (82).
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Capitulo 3
Hipotesis y Objetivos

3.1 Hipotesis

Las combinaciones de quitosano con aloe vera, y quitosano con triticum vulgare, en forma de
membranas, generadas a partir de la técnica de electrospinning, tendran bajo porcentaje de
citotoxicidad y una alta viabilidad celular, que permitan sugerirlos como candidato potencial para

su aplicacion como acelerador de la cicatrizacidn.

3.2 Objetivos
3.2.1 Objetivo general

Desarrollar membranas basadas en mezcla de quitosano por la técnica de electrospinning que

permitan alta viabilidad celular comprobada mediante pruebas in vitro

3.2.2 Objetivos especificos

1.-Sintetizar nanofibras de Quitosano — Aloe Vera y Quitosano — Triticum Vulgare, mediante
la técnica de electrospinning para obtener las membranas.

2.-Sintesis de nano fibras de Quitosano-Triticum vulgare mediante la técnica de
electrospinning para obtener la membrana.

3.-Caracterizar las membranas mediante microscopia electrénica de barrido,
espectroscopia de infrarrojo y espectroscopia de ultravioleta visible para determinar la
morfologia y propiedades quimicas.

4.-Evaluar las membranas mediante pruebas in vitro para comprobar la viabilidad y

citotoxicidad del material.
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5. Justificacion

El cuidado de las heridas cutdneas es de gran importancia para la salud ya que la funcién
principal de la piel es servir como barrera protectora contra el medio ambiente (83), regular
la temperatura, participar en el funcionamiento del sistema nervioso, regulacion del
contenido de agua y proteger al organismo de lesiones mecanicas (84); por lo tanto, el
tratamiento de las heridas debe de ser realizado de la manera mas eficiente para que las

heridas cutdneas sanen y la piel cumpla con sus funciones normales.

Aunque existen muchos esfuerzos en el tema del cuidado de una herida, actualmente no se
ha desarrollado una terapia ideal que promueva proceso de curacién un rapido y eficiente;
los apdsitos mds comunes disponibles comercialmente estdn elaborados de polimeros
sintéticos o naturales en forma de gasas y vendajes que tiene un papel pasivo en el proceso
de cicatrizacién (85), es decir, solamente protegen el sitio herido de agentes

contaminantesy absorben exudados de manera no controlada.

La regeneracién de tejidos epiteliales abordada desde las nanofibras es ampliamente
utilizada debido a las similitudes entre las nano fibras y la membrana basal, la técnica del
electrospinning se ha convertido en un método sencillo, rapido y de bajo costo para
sintetizar membranas con una microestructura semejante a la matriz extracelular. En
comparacion con las membranas micro fibrosas y los andamios tradicionales los andamios
nano fibrosos pueden minimizar la respuesta inflamatoria cuando se implantan en el sitio

de defecto, acelerando asi la curacion y la regeneracién del tejido (66).

Para este tipo de aplicaciones es necesario que los apdsitos cubran ciertos requerimientos
para gue funcionen, para mejorar la cicatrizacién deben de ser no téxicos, no alergénicos y
presentar efectos antimicrobianos, ademas deben de promover la migracién y proliferacién
celular, previniendo el crecimiento celular dentro de las nano fibras ya que deben de estar
disefiados para ser removidos una vez que la herida sane.
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Tanto el quitosano como Aloe Vera y el extracto de triticum vulgare tienen propiedades que
permiten la proliferacidon y maduracién de muchas de las células involucradas en el proceso
de cicatrizacidon en sus distintas etapas como fibroblastos y macréfagos y estd demostrado

gue los compuestos utilizados no muestran problemas de biocompatibilidad.
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Capitulo 4
Metodologia

Para el procedimiento se usaron quitosano (CH) de medio peso molecular, poli (é6xido de
etileno) (PEO), ambos de la marca Sigma Aldrich, Aloe Vera liofilizado y pulverizado sin
purificacion adicional, aceite de Triticum Vulgare sin purificacion adicional, el dcido acético

glacial de la marca MEYER fue utilizado como solvente para las soluciones preparadas.

4.1 Extraccion de aceite de Triticum Vulgare

Triticum Vulgare es el nombre cientifico de la planta comUnmente llamada trigo, por lo cual
se utilizaron semillas de trigo comercial y fueron germinadas usando condiciones
controladas durante tres semanas.

Pasados los dias del crecimiento del germen se prensé en frio usando una prensa manual

hasta que se extrajera el aceite.

4.2 Extraccion de gel de Aloe vera

Se obtuvieron plantas de Aloe Vera cominmente llamado sabila en México, posteriormente
se separd con una espatula el gel de la corteza de la planta para liofilizarlo.
o Liofilizacién

Acorde con la literatura el gel de aloe vera tiene un porcentaje de agua que fluctia
entre 96-99 % (46,48,51,52) dependiendo de varios factores; para poder obtener un
porcentaje exacto el gel extraido se liofilizé.
Con el material (gel) previamente congelado y almacenado en recipientes tapadas
con Parafilm agujerado; utilizando el modo de refrigeracién manual, con
temperatura de -32°F y una presién menor a 0.5 Torr
El material resultante fue pulverizado y guardado para su posterior uso en un

espacio seco para evitar que absorbiera humedad.
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4.3 Sintesis de aposito de quitosano - aloe vera:

Para el procedimiento se usaron quitosano (CH) de medio peso molecular, poli (6xido de
etileno) (PEO), y polvo de aloe vera (AV) (previamente descrito). Acido acético glacial y agua

destilada fueron usados como solventes para las soluciones preparadas.

La solucion de quitosano al 1% (m/v) fue preparada disolviendo CH de bajo medio molecular
en acido acético al 70% y manteniéndolo en agitacién hasta obtener una mezcla
homogénea. Posteriormente se prepard una solucion de PEO al 2.5% usando como solvente
acido acético al 70%. Las soluciones de CH y PEO fueron mezcladas en una relacion 9:1 (v/v).
Ademas, se utilizé la misma solucién de CH para electrohilar sin afiadir PEO para utilizar

como punto de comparacion entre las membranas.

La solucion de Aloe Vera fue preparada al 2.5% en agua destilada usando el polvo liofilizado;
posteriormente se mezcld con la solucion anterior en una relacion CH-PEO y CH 5:1 AV (v/v)
respectivamente y se agregaron 0.15 mL de Triton x-100 por cada 2mL de solucién. Se

mantuvieron bajo agitacién constante hasta obtener una mezcla homogénea.

Para el electrohilar se utilizé una bomba New Era Pump Systems modelo NE-300, una fuente
DC con un maximo de 30 kV y un colector disefiado para el experimento. Se utilizaron los

siguientes pardmetros para la configuracion del equipo:

e Jeringa de plastico de 10 mL con un didmetro interno de 15mm y una punta de

aguja de Gauge (calibre) de 18 G.
e Distancia entre la punta de la aguja y el colector: 15 cm
e Velocidad del flujo: 0.89 mL/h

e Voltaje de la fuente: 23 KV.

Después de fabricar la membrana se expusieron durante 15 minutos en luz UV para realizar

entrecruzamiento.
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4.4 Sintesis de aposito de quitosano triticum vulgare:

Para el procedimiento se usaron quitosano (CH) de medio peso molecular, poli (6xido de
etileno) (PEO), aceite de Triticum Vulgare (previamente descrito). Acido acético glacial y
agua destilada fueron usados como solventes para las soluciones preparadas.

Las soluciones de CH, PEO y CH-PEO se realizaron siguiendo el mismo método que el
apartado anterior.

Las soluciones a electrohilar se prepararon al 1% de aceite de Triticum Vulgare,
disolviéndolo en las soluciones previamente preparada de CH-PEO y CH agregando 0.15 mL
de Triton X-100 por cada 2mL de solucion. Se mantuvieron bajo agitacién constante hasta
obtener una mezcla homogénea.

Para el proceso de electrohilado se utiliza el equipo descrito previamente, con los siguientes

parametros. Se utilizaron mismos parametros mencionados en la configuracién del equipo:

Después de fabricar la membrana se expusieron durante 15 minutos en luz UV para realizar

entrecruzamiento

4.5 Caracterizacion Aloe Vera.

Para comparar el Aloe Vera extraido con el reportado en la literatura se utilizd un

espectrofotémetro UV-Vis en un rango de 200 a 400 nm y una resolucion de 2nm.

4.6 Caracterizacion de las membranas.

Las muestras utilizadas fueron las siguientes:

Q- Membrana de quitosano
QP — Membrana de Quitosano, PEO
QPA — Membrana de Quitosano, PEO y Aloe Vera

QPT — Membrana de Quitosano, PEO y Triticum Vulgare

Se hicieron las siguientes pruebas:
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4.6.1 Microscopia electrénica de barrido

Para analizar la morfologia de las fibras obtenidas se utilizé6 un microscopio electrénico de

barrido con una potencia de 10 kV WD10 mmss45.

4.6.2 Pruebas de hinchamiento

El comportamiento del hinchamiento de los apdsitos disefiados fue probado introduciendo
las membranas del mismo tamafio aproximadamente en agua destilada durante 0, 1, 2, 3,
y 24 horas; antes de pesar cada una de las muestras hinchadas se retiré la mayor cantidad

de agua superficial posible y el indice de hinchamiento se realizé con la siguiente férmula:

Porcentaje de hinchamiento = W x 100 (1)

4.6.3 Pruebas mecanicas

Para observar el comportamiento mecanico de los apdsitos disefiados se realizaron pruebas
de resistencia a la ruptura observando asi el esfuerzo maximo que pueden soportar antes

de romperse.

El andlisis fue realizado usando tiras de 20 mm x 8 mm, se colgaron de ellas distintos pesos
hasta que la estructura del apdsito cediera y se realizaron los calculos usando la siguiente

formula.

F (N) (2)

Tension en la ruptura (MPa) =
Grosor(mm)xAncho(mm)
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4.6.4 Espectroscopia infrarroja

Para estudiar las caracteristicas quimicas y composicionales de las membranas disefiadas
se realizaron estudios de espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier en modo
reflexién total atenuada (ATR) usando un espectrémetro Spectrum Two™ FT-IR de la marca
PerkinElmer. Las muestras fueron montadas en el espejo y cada espécimen fue escaneado

entre 4000 y 400 cm™ con una resolucion de 4cm™

4.6.5 Pruebas de viabilidad celular (MTT)

Para evaluar la viabilidad de las membranas de nanofibras de quitosano, aloe vera y Triticum
vulgare.

En el estudio se analizaron 2 membranas contra un control, por 4 tiempos tiempos y por
triplicado cada uno: 24, 48, 96 y 168 horas.

Los materiales necesarios para el desarrollo del experimento fueron:

e Placas de 24 pozos realizar ensayo

e MTT

e Solvente MTT (isopropanol, reactivo comun)

e Tubos Falcon de 15 y 50 ml

e Placa de 96 pozos para medicién ELISA

e Medidor ELISA con longitudes de onda de 596 y 655 nm.
e Puntas de micropipeta (todos los tamafios) estériles.

e (Camarade Neubauer (hemocitdmetro), pipeteador automatico, bote para desechos

de puntas y medio de cultivo.
e Medio de cultivo DMEM, suero bovino, gentamicina y PBS.

e Pinzas estériles para manipular membranas.
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Preparacion de membranas:

Se cortaron membranas en cuadros de 1.0 cm? aproximadamente; posteriormente se lavo

en solucién de buffer de fosfato (PBS) con 1% v/v gentamicina (X2).

Membranas analizadas:

Quitosano/PEO y aloe vera (QPA)
Quitosano/PEOQ y Triticum (QPT)

Material de control:
Membrana de Quitosano/PEO (QP)

Un dia previo a la realizacion del experimento se descongelé y sembré un vial de células de
interés (fibroblastos). Llevar a cabo su crecimiento hasta que se alcanzé la densidad celular

deseada para el experimento (minimo de 12 x10%).

Preparacion de placa para experimento:

I.  Se atemperé el medio de cultivo (previamente esterilizado).

II.  Serealizd el lavado de los trozos de membranas en medio de cultivo DMEM (X2) o

hasta que no se observé ningun cambio de pH (pH neutro), es decir, se mantuvo la
coloracion roja del medio o ligeramente naranja.
lll.  Se colocaron las membranas previamente lavadas con PBS y antibidtico en la caja de

24 pozos, de acuerdo con el diagrama de la figura 5:
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. Membrana QPA W 2:ror
O Membrana de QPT [ sehorss
. Control de QP D 96

® = B 16

Figura 5: Diagrama de distribucion de pozos.

IV.  Después se colocaron las muestras en luz UV de la campana por 10 min (5 min de
un lado y 5 min con la caja volteada la caja)

V. Densidad celular: Para realizar el conteo previo se centrifugd la suspensién celular a
2000 rpm durante 8 min. Posteriormente se resuspendio el pellet en 5 ml de medio
nuevo y se realizaré el conteo por método directo (cdmara de Neubauer, por

triplicado).

# de células vivas B .
* 1000 = células vivas/ml (3)

# de campos

Densidad celular total: células/ml

VI.  Preparacion de células: Para obtener la densidad celular deseada (2 x103) se

procedio a calcular el volumen necesario de STOCK de células que se requierié para

cada uno de los pozos (ocupando un volumen de 0.1 ml c/u):
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VII.

2x103*x0.1ml _
Concentracion STOCK x10%

ml de STOCK (4)

Para cada pozo se colocaron 100 pL de la suspensidn celular sobre la membrana y

500 pL de medio de cultivo suplementado con suero bovino (medio

complementado) para dejarlos incubar por los tiempos mencionado anteriormente

en los diagramas de colocacién: 24,48, 96 y 168 horas.

Evaluacion MTT:

*Se atemperd medio de cultivo suplementario, solucién MTT y solvente MTT (isopropanol).

Pasado el tiempo determinado se retird el medio de los pozos a evaluar y se
desecho.

Se agregaron 10 plL de soluciéon MTT y 90 uL de medio de cultivo suplementario,

para dejarlo encubar por 4 horas a 37 °C en ausencia de luz.

Pasado el tiempo se retird la solucidn sin quitar la membrana y se agregaron 100 pL

de solvente MTT (isopropanol).

*Se agitd suavemente para retirar el MTT formazan de la mitocondria celular, si la
membrana lo permite, se puede resuspender por un lado sin romperla.
Se retird la solucién de cada pozo para después medir la absorbancia en un lector

de microplacas ELISA a las longitudes de onda de 595 y 655 nm.

Se realiz6 cambio de medio de cultivo de los pozos que se conservaran por mas

tiempo.
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Capitulo 5
Resultados y discusion
5.1 Espectroscopia UV-VIS

En la figura 6 puede observarse el espectro UV-VIS de el extracto de aloe vera antes de ser

liofilizado y pulverizado.

4.5—-
40-
3.5—-
3.0—-
2.5—-

2.0

Absorbancia

1.5
1.0 5

0.5

. | .
250 300 350 400
Longitud de onda (nm)

Figura 6: Espectro UV-Vis Extracto de Aloe Vera

En el espectro UV-VIS es posible observar tres zonas donde el Aloe Vera presenta
absorbancia a 250, 270 nm , longitudes de onda que posiblemente pertenezcan a la Aloina
y que han sido anteriormente reportadas (92) ademas de la mayor absorbancia alrededor

de los 210 nm debido a la presencia de moléculas de agua.

Es mediante este analisis que es posible confirmar que el gel extraido es Aloe Vera puro ya

gue las caracteristicas principales coinciden con las reportas
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5.2 Microscopia electrdnica de barrido

En las figuras 7 y 8 correspondientes a las micrografias de las muestras electrohiladas de
Quitosano-Aloe Vera y Quitosano-Triticum Vulgare se pueden observar marcadas en
circulos rojos claras imperfecciones en las fibras, como acumulacién de material,
grandes zonas con residuos y fibras con morfologia poco uniforme; esto provocado por
la incapacidad de las condiciones utilizadas de propiciar un estiramiento uniforme del
material al no ser capaz el campo magnético de romper la tensién superficial de la
solucion polimérica bombeada debido a la naturaleza de las cargas del quitosano

impidiendo la correcta polarizacién del material para la técnica del electrospinning.
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Figura 8: Aposito electrohilado de Quitosano - Triticum Vulgare

Para intentar solucionar el problema de la capacidad de electrospinning se agregd poli
(6xido de etileno), en la figura 9 se muestran las fibras electro hiladas de este apdsito
pudiendo observar muy pocas imperfecciones y fibras con didmetros uniformes con un

promedio de 128 nm y una distribucién mayoritaria entre los 50 y los 100 nm.

Sep,21, 2013

Figura 9: Apdsito electro hilado Quitosano - PEO
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En las figuras 10 a) y 10 b) correspondientes a las imagenes SEM de los apdsitos
electrohilados de Quitosano-PEO- Aloe Vera y Quitosano-PEO-Triticum Vulgare
respectivamente; las nano fibras electrohiladas para ambos apdsitos muestran diametros

uniformes con muchas menos imperfecciones y una alta porosidad.

El didmetro de las fibras fue analizado usando el software ImagelJ haciendo 100 mediciones
en cada una de las imagenes SEM, los resultados se pueden observar en la figuras 11 a) y
11 b) que corresponden a los apdsitos electrohilados QPA y QPT respectivamente; el
diametro promedio de las fibras de Aloe Vera es de 100 nm y la mayor concentracién de
didmetros se encuentra por debajo de los 110 nm; para las fibras de Triticum Vulgare el
diametro promedio es de 119 nm y la mayor concentracién de diametros se encuentra por
debajo de los 110 nm. Este resultado es favorable debido a que esta reportado por distintas
investigaciones que fibras de hasta en el rango de 50 a 300 nm promueven la proliferacién
celular significativamente en comparacion con fibras de mayor tamafio, posiblemente por

su parecido con los componentes de la matriz extracelular (86—88).

1500 nm

a) b)

Figura 10: a) Microscopia electrénica de barrido de apésito Quitosano — PEO — Aloe Vera b)

Microscopia electrénica de barrido de apdsito Quitosano — PEO — Triticum Vulgare
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Figura 11: a) Distribucidn de didmetros de membrana Quitosano — PEO — Aloe Vera e b)

Distribucion de didametros de membrana Quitosano — PEO — Triticum Vulgare
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5.3 Hinchamiento

La capacidad de absorber agua para un biomaterial es especificamente importante para
este tipo de aplicaciones; es un factor importante ya que afecta la distribucion de la
suspension celular y la transferencia de nutrientes, es por eso por lo que entre mayor sea

la capacidad de hinchamiento de un apdsito se espera una mejora en su desempeiio.

Se puede observar en los apdsitos disefiados un comportamiento en el que absorben
grandes cantidades de agua, esto debido a la presencia del quitosano cuyas propiedades de
hinchamiento han sido reportadas anteriormente, ademas de que los valores de
hinchamiento obtenidos para el blanco QP concuerdan con los valores reportados para el
quitosano. Como se puede apreciar en la figura 12 donde se muestra el porcentaje de

hinchamiento a distintos tiempos éste aumenta en grandes cantidades desde el momento
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Figura 12: Porcentaje de hinchamiento en 24 horas QPA) Quitosano - PEO - Aloe Vera, QPT)

Quitosano - PEO - Triticum Vulgare, QP) Quitosano PEO
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0 llegando a tener un hinchamiento del 701% para el caso del apésito QP, un 737% para el

aposito QPA y un 682% para QPT.

Existe evidencia de que las nanofibras fabricadas con quitosano mediante esta técnica
pierden su estructura fibrosa debido a la alta capacidad de hinchamiento; este
comportamiento las vuelve inapropiadas para ser utilizados en sistemas bioldgicos sin tener
un tratamiento de entrecruzamiento para mejorar las propiedades mecdnicas de las fibras
fabricadas; el entrecruzamiento es una manera de mejorar la estabilidad en medios acuosos

de las nanofibras de quitosano.

A pesar de que ambos apdsitos tienen un alto indice de hinchamiento, es notorio un mayor
incremento de este indice en el caso de las muestras de Quitosano — PEO — Aloe Vera; este
comportamiento es debido a la naturaleza hidrofilica del extracto de Aloe Vera, el cual por
si mismo tiene un alto porcentaje de hinchamiento al contrario del aceite extraido del

germen de trigo.

El porcentaje y el indice de hinchamiento mostrados indican que ambos apdsitos tienen la
capacidad de absorber gran cantidad de exudados en un corto periodo de tiempo y de
propiciar un ambiente himedo necesario para la regeneracion del tejido durante el proceso

de cicatrizacion.
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5.4 Pruebas mecanicas

La figura 13 muestra la grafica donde se pueden observar las tensiones en la ruptura de los
apositos disefiados, QP) para el apdsito usado como blanco (Quitosano - PEQO) con una
tensién de 0.115 MPa, QPA) para el caso del Aloe vera con 0.112 y QPT) para el caso de
Triticum Vulgare con 0.097 MPa;

0.14

Tension en la ruptura (MPa)

QPA QP QPT
Apositos

Figura 13: Tension en la ruptura de los apdsitos disefiados QPA) Quitosano - PEO - Aloe

Vera, QP) Quitosano - PEO, QPT) Quitosano - PEO - Triticum Vulgare

Aunque el desempefio de los tres es muy parecido, el apdsito con mejor comportamiento
mecanico es el QP esta propiedad puede ser atribuida a la homogeneidad de las fibras

mostrada en la figura 6, en el apartado de microscopia electrénica de barrido.

Diversos estudios reportan propiedades mecdnicas similares de las nanofibras fabricadas
mediante electrospinning con quitosano cuando éste interactia con bajas concentraciones
de otros materiales (89,90), obteniendo la menor tensidon en la ruptura cuando las
nanofibras se fabrican con quitosano puro. Por lo que es comprensible que las propiedades
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mecanicas de los apdsitos disefiados concuerden con esta afirmacién ya que el contenido
de PEO, agente utilizado para mejorar la capacidad de electrospinning del quitosano, es

muy bajo (0.25%).

La reduccion de la tensidén en la ruptura en el caso del apdsito QPA puede deberse a la
interferencia de los grupos funcionales con la cadena polimérica de quitosano — PEO,
fendmeno que presenta la adicion de Aloe Vera con quitosano y otros polimeros usando la

técnica de electrospinning (91) .

Observando las imagenes SEM (figuras 6 — 8) se puede observar la relacién de la morfologia
de las fibras disefiadas con la tensién en la ruptura reportando que las fibras con didmetros
mas uniformes correspondientes al apdsito QP tiene una mayor tensién en la ruptura.
Comparando los apdsitos QPA y QPT se observa que el que tiene una distribucién de
diametros menos concentrada, es decir, que tiene didmetros muy delgados y gruesos

(figura 9) tiene una tension en la ruptura mas débil.
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5.5 Espectroscopia infrarroja

Los espectros infrarrojos del apésito electro hilado de Quitosano - PEO y del Quitosano puro
se muestran en la Figura 14: Analizando el espectro del Quitosano puro se pueden
identificar bandas caracteristicas y los grupos funcionales a los que corresponden
principalmente una amplia banda de 3000 a 3500 cm™ atribuida principalmente a
vibraciones de estiramiento de grupos -OH vy posibles enlaces de hidrégeno
intermoleculares (93), dos bandas a 1650 y 1590 cm™ correspondientes a C=O-NHR y NHz 0

amida | y Il respectivamente (78,94).

——QP
——PEO

Absorbancia (u.a.)
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Figura 14: Espectro infrarrojo del Q) Quitosano puro PEO) Poli (6xido de etileno) puro y QP)

Apdsito electro hilado de Quitosano - PEO

56



En el caso del PEO las bandas caracteristicas empezando por la banda a 2875 que
corresponden a estiramientos simétricos y asimétricos de grupos CH;(95), a 1470 banda
atribuida a grupos CH (78) y a 1150, 1110 y 1070 correspondientes a estiramientos C-O-C

de la cadena del polimero (93).

Una de las interacciones mds importantes observadas en la comparaciéon de los espectros
de Quitosano y Quitosano PEO, es la disminucién de la absorbancia y el desplazamiento a
nimero de onda menores en la banda de 3500 a 3100 cm™ la cual puede ser atribuida a la
formacién de enlaces de hidrégeno entre los dos componentes disminuyendo la cantidad
de grupos -OH. De la misma manera es observable una disminucién de la banda en 1650
cm™ de los grupos amida | ademds un desplazamiento de la banda en 1590 cm™ en el
espectro del quitosano, correspondiente a grupos NH; (amida Il), hacia nimero de onda

menor (1567cm™), fendmeno que indica la reaccidon de estos dos grupos con el PEO (71).

Estas interacciones son las causantes del mejoramiento de la capacidad de electrospinning
del Quitosano, debido a la naturaleza de sus cargas que sin presencia del PEO interactuan
con la misma cadena polimérica evitando un correcto estiramiento con la técnica utilizada;
al contrario que en presencia de éste con los enlaces mencionados evita que el Quitosano

tenga interacciones con su misma cadenay la polarizacion sea correcta para la técnica.
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La figura 15 muestra los espectros IR del Aloe Vera Puro, el apésito disefiado con Quitosano

—PEO vy el apdsito Quitosano — PEO — Aloe Vera.

Las bandas caracteristicas del Aloe Vera se encuentran: alrededor de los 3370 cm™
usualmente atribuida al estiramiento de enlaces N-H, caracteristico de aminoacidos
presentes en el gel extraido de la planta (91) ademds del estiramiento de grupos OH
caracteristico de los mondmeros en los carbohidratos como la manosa y el acido
galacturénico (96). Una banda a 2915 correspondiente a estiramientos simétricos y
asimétricos de C-H (97); otra banda en 1640 cm™ la cual es caracteristica del estiramiento
doble enlace C=0 indicando la presencia de grupos carbonilos (91) presentes en los
derivados antraquindnicos en macerados acuosos de las plantas como el Aloe Vera, en éste
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caso la aloina (98) y a los 1720 cm™ una fuerte banda atribuida al estiramiento los enlaces
C=C presentes en los mismos compuestos. La fuerte banda a 1646 cm™ indica el
estiramiento de enlaces C=C presentes en compuestos como la aloina, un monosacarido
presente en el gel; y a 1030 debido a las unidades de glucanos (99), la banda a 1060 puede
deberse a enlaces C-O asociados a los distintos polisacaridos que se encuentran en el gel
como ramnogalacturonan (96). Estd también reportada una banda a 876 cm

correspondiente la vibracién C-H en el anillo de las piranosas y a 806 cm™ asociada a la

manosa (99).

La principal interaccién mostrada es la disminuciéon de la absorbancia en la banda
correspondiente al C=0 indicando de esta manera su interaccion con el Quitosano y el PEO,
posiblemente con los grupos amino cuya intensidad de absorbancia se ve disminuida
cuando estd en contacto con el Aloe Vera. Ademads de presentar también un corrimiento
hacia numeros de onda menor en la zona de los grupos -OH relacionado con la interacciéon

mediante enlaces de hidrégeno.
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Figura 16: Espectro FTIR de, QP) Apdsito Quitosano — PEO, QPT) Apdsito Qutosano - PEO - Triticum

vulgare
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En el caso del apdsito Quitosano — PEO — Triticum Vulgare, mostrado en la figura 16 es
importante analizar las diferencias encontradas en la regién de 1750 a 1700 cm™, la banda
presente en 1745 cm™ atribuida a las vibraciones de enlace C=0 del enlace tipo éster de los

lipidos (100).

Comparando los espectros de los apdsitos Quitosano — PEO — Aloe Vera y Quitosano — PEO
— Triticum vulgare con respecto al Quitosano — PEO se puede observar disminucion en la
absorbancia a los nimeros de onda correspondientes a los grupos aminos, grupos
funcionales que en la estructura del quitosano son los responsables de la gran capacidad de
hinchamiento del polimero, dicha disminucién indica la cantidad de grupos disponibles por
lo que disminuye su capacidad de retener agua; por otro lado el Aloe Vera tiene una gran
capacidad de hinchamiento por si sdlo, esto comprueba los resultados obtenidos en las

pruebas de hinchamiento realizadas mostrados en la figura 11.
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5.6 Viabilidad celular

Para evaluar el potencial de los apdsitos disefiados se realizé en ensayo MTT usando células
3T3 (fibroblastos) para comparar QP (Quitosano — PEO), QPA (Quitosano - PEO — Aloe Vera)
y QPT (Quitosano - PEO — Triticum Vulgare); el ensayo se realizo a 4 tiempos 24, 48, 96 y

168 h. y los resultados se pueden observar en la Figura 17.
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Figura 17: Porcentaje de viabilidad celular evaluado mediante el ensayo MTT

Como puede observarse en la figura durante las primeras 48 horas del experimento el
material tiene altos porcentajes de viabilidad celular, a 24 horas, 119% para QP, 97% para
QPA y 187% para QPT; a 48 horas 97% para QP, 76% para QPA y 119% para QPT, segun la
norma ISO 10993-5: 1999 muestras con un porcentaje de viabilidad celular mayor a 75%

pueden ser consideradas como no toxicas (101).
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La primera caracteristica notoria es que en los tiempos anteriormente mencionados el
aposito QPT es el que muestra un mejor desempeiio, un resultado esperado debido a que
ha sido probado anteriormente su uso clinico y la alta capacidad de proliferaciéon de

fibroblastos que presenta.

Es importante observar también no existe una diferencia significativa entre la viabilidad
celular de QP y QPA en las primeras 48 horas, lo cual indica que el Aloe Vera no induce
citotoxicidad y mantiene un alto porcentaje de viabilidad celular como ha sido reportado

por distintas investigaciones (91,102—-104).

Debido a la naturaleza catidnica del quitosano, esta esperado que la respuesta con cultivo
celulares sea una viabilidad celular favorable y que el material presente una alta adhesidn
celular, sin embargo, ha habido pocos estudios donde el quitosano en conjunto con el PEO

no presenta caracteristicas tan prometedoras.

Existen algunos reportes donde el PEO en concentraciones en el rango de 0.25 a 0.4 %
utilizado en conjunto con el Quitosano muestra una inhibicién de la proliferacion celular a

una exposicién mayor a 72 horas (105,106).

Por todo lo anterior es posible decir que los apdsitos disefiados tienen una alta viabilidad
celular, especificamente en el caso del Triticum Vulgare dentro de un periodo menor a 48

horas.
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Capitulo 6
Conclusiones

En esta investigacion se realizo el disefio exitoso de apdsitos de nano fibras compuestos de
Quitosano — PEO — Aloe Vera y Quitosano — PEO — Triticum Vulgare mediante la técnica de
electrospinning; comparando las imagenes SEM de las membranas sin la presencia del poli
oxido de etileno se puede comprobar el efecto positivo que tiene para la fabricacion de las
nano fibras obteniendo pocas aglomeraciones de material no electro hilado y fibras con
didmetros uniformes, para el caso de QPA con un didmetro promedio de 100 nmy para QPT
de 119 nm resultado exitoso ya que esta comprobado que apésitos disefiados con fibras en

un rango de 50 a 300 nm son favorables para una buena viabilidad celular.

Haciendo uso de la espectroscopia UV-Vis es posible comprobar el uso de Aloe Vera puro

comparando el espectro con el reportado en la literatura.

Mediante el andlisis de espectroscopia infrarroja de los materiales utilizados y de los
apositos disefiados es posible observar sus interacciones siendo de las mds importantes la
disminucidon de la absorbancia en 3100-3500 cm™, dicha interaccion indica la disminucién
de grupos OH del quitosano y la formacién de enlaces de hidrégeno con el PEO, de esta
manera se ve mejorada la capacidad de electrospinning del quitosano confirmandolo con

las imagenes SEM mencionadas (Figura 10).

Mediante las pruebas de hinchamiento se comprobd la alta capacidad de retencién de agua
de las membranas fabricadas los porcentajes de hinchamiento fueron: 737% para QPA,
701% para QPT y 682% para QPT; mostrando la alta capacidad de absorcién de agua del
Aloe vera, del quitosano y mediante el andlisis del espectro FTIR del apdsito QPT se observa
la disminuciéon de grupos amino relacionados a la alta capacidad de hinchamiento del
quitosano pudiendo explicar la disminucién en QPT. Debido al alto porcentaje de

hinchamiento los apdsitos disenados tienen la capacidad de absorber gran cantidad de
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exudados en un corto periodo de tiempo y de propiciar un ambiente humedo necesario

para la regeneracion del tejido durante el proceso de cicatrizacién.

Con el resultado obtenido de las pruebas de viabilidad celular es posible concluir que

apositos disefados tienen una alta viabilidad celular, especificamente en el caso del

Triticum Vulgare dentro de un periodo menor a 48 horas, lo cual permite sugerirlos como

candidatos potenciales para su aplicacién como acelerador de cicatrizacién.
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