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I Resumen

Las heridas externas provocadas por accidentes de transito son una de las

principales causas de muerte a nivel mundial. En estos traumas los primeros auxilios

son de crucial importancia, ya que implica disminuir la hemorragia externa 'y |
l posibles infecciones para asi permitirle al paciente llegar a un hospital y ser s

atendido.

I La ingenieria de tejidos ha demostrado ser una buena alternativa en el tratamiento I

l de estas lesiones, debido a su alta eficiencia, simple aplicacién y bajos costos.

Aunado a estas ventajas la implementacién de la nanotecnologia ha traido mejores I

5 resultados, ya que permite un crecimiento mas ordenado de los tejidos, asi como, a

de un buen fluido de nutrientes, deshechos células y biodegradacion.

[ En este trabajo, se plantea el desarrollo de una membrana de nanofibras de
l alginato de calcio y alcohol polivinilo (PVA, por sus siglas en inglés) por medio de
i la técnica de electrohilado, para que. intervenga en la cascada de senalizacion de
l la hemostasia, asi como una barrera fisica que detenga la hemorragia en el tejido
i herido. La caracterizacién del material involucré microscopia electrénica de barrido
A para determinar el tamano de las fibras, las cuales se encuentran dentro de la escala
f nanométrica; también se llevé acabo andlisis de espectroscopia de infrarrojo donde
I se identificé la interaccion electrostatica de los polimeros, asi como, el efecto que

tiene el entrecruzante en el composito; por dltimo, la evaluacion citotoxica dio

celular, es decir, presenta una buena viabilidad celular en comparacién con

|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
]
como resultado que las fibras obtenidas permiten la adherencia y crecimiento ]
|
|
peliculas de los mismo polimeros. |
|
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I Abstract

External injuries caused by traffic accidents are one of the leading causes of death

worldwide. In these traumas, first aid is of main importance, because it involves

decreased external bleeding and possible infections to allow the patient to reach

|
l a hospital and be treated. »

2 Tissue engineering has proven to be a good alternative in the treatment of these -

J
i injuries, due to its high efficiency, simple application and low costs. In addition to 1l
|

l these advantages, the implementation of nanotechnology has brought better

results, because it allows for a more orderly growth of tissues, as well as good I

i3 nutrient fluid, cell waste and biodegradation. .

i In this work, the development of a nanofiber membrane of calcium alginate and »

U polyvinyl alcohol (PVA) by the electrospinning technique is proposed, in order to
l intervene in the hemostasis process, as well as a physical barrier that stops bleeding
I in the injured tissue. The characterization of the material involved scanning electron
U% microscopy (SEM) to determine ‘the size of the fibers, which are within the
i nanometric scale; infrared spectroscopy analysis was carried on to identify the
s interaction of the polymers, that it results in a electrostatic interaction, by other
I hand, the effect of the crosslinker on the composition was evaluated. Finally, the
l cytotoxic evaluation resulted in the fibers allowing cell adhesion and growth, it

means, they have a good cell viability compared to films of the same polymers.
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| 1 INTRODUCCION ]

| Dentro de la ingenieria de tejidos, se ha buscado la aplicacién de biomateriales

que puedan ser aplicados de manera tépica en heridas que involucran dano en los

tejidos de un organismo [1]. Las lesiones en los tejidos provocan la activacion de la J

r% cascada de senalizacion hemostasica, el cual es un proceso que involucra ‘
| interacciones fisicas y quimicas para promover la agregaciéon plaquetaria y la |

formacién de un coagulo estable [2]. Los diferentes biomateriales se utilizan como

soporte o recubrimiento de diferentes materiales [3]; estos son sintetizados en

- diferentes estructuras (por diferentes técnicas, como el electrohilado para obtener

fibras [4].) dependiendo de la aplicacion deseada [5]. La implementacién de

materiales nanoestructurados ha demostrado ser una buena respuesta ya que las

estructuras pueden adaptarse a la aplicacion - que se desea, pueden ser |

% nanoparticulas, esponjas nanoporosas, nanofibras o nanoencapsulados [6].

Por lo anterior en este proyecto se plantea la sintesis de una membrana de
| nanofibras de alginato de calcio con polivinilo alcohol mediante la técnica de
electrohilado, para aplicar el biomaterial a procesos de regeneracion de tejidos en
| heridas hemorragicas externas. El proceso de sintesis de las nanofibras consistid
2 en encontrar los pardmetros correctos para obtener una membrana homogénea
I de fibras con tamaho nanométrico; lo cual mediante microscopia de barrido se |

L puedo comprobar, obteniéndose un didmetro de alrededor de 80 nm.

Por otro lado, las fibras entrecruzadas se obtuvieron agregando un sistema de

espectroscopia de infrarrojo se observd la interaccidn electrostética entre ambos
polimeros y el efecto de los iones de calcio para entrecruzar las cadenas

poliméricas. Por Gltimo, la evaluacién citotoxica del material demostré adherencia

El proyecto se concluye comprobando la hipotesis y objetivo al obtener una
membrana polimérica de nanofibras capaz de resistir en un medio acuoso y

|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
_ g . . . ]
bano de «coagulacién al equipo de electrohilado, con los diagramas de Il
1
|
|
|
|
|
|
|
|
. o |
promover la adherencia y proliferacién celular. |

|

|

|
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W celular a las fibras, asi como una viabilidad de mas del 50% a las 24 horas.
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I 2 ANTECEDENTES

I 2.1 HEMOSTASIA [

| La hemostasia es un mecanismo de defensa que protege al organismo de las |

pérdidas sanguineas que se producen tras una lesién vascular. Se ha dividido en

hemostasia primaria, en la que se lleva a cabo los procesos de .adhesion,

2 reclutamiento, activacién y agregacion para formar el tapon. hemostatico

plaquetario inicial, y la hemostasia secundaria, la cual corresponde a la fase de

coagulacion sanguinea [7].

La hemostasia es un proceso complejo en el que intervienen factores del propio

vaso (pared celular, endotelio y subendotelio) ademas de factores plasmaticos y
las plaquetas. Estas mismas estructuras se ven implicadas en el mantenimiento de
| la fluidez de la sangre, la integridad y permeabilidad del arbol vascular, es lo que

podriamos llamar hemostasia preventiva y hemostasia correctiva.

Las células juegan un papel importante dentro de proceso de coagulacion, debido
| a que el Factor Tisular (FT)esté presente en la membrana de diversas células, como

% fibroblastos [7], es por eso que las plaquetas son muy importantes en el proceso. &

El Sistema de coagulacién es normalmente inactivo, pero se activa en pocos
segundos después de la lesion. El estimulo que desencadenaré el proceso de la
hemostasia es la lesién a nivel del endotelio, provocando el contacto de la sangre

con el tejido conectivo subendotelial [8].
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2.1.1 Hemostasia primaria

La respuesta inicial del organismo a una lesion vascular, por accién del propio vaso
y de la plaqueta, se comienza la hemostasia primaria, que finaliza con la activacién

del factor X y la activacién del sistema de coagulacién.

La hemostasia primaria es el proceso de formacion del tapdn plaquetario iniciado
antes una lesién vascular, llevandose a cabo una interaccidn entre el endotelioy la
plaqueta. Para llevarse a cabo ocurre una serie de mecanismo: la adhesion y la

agregacion plaquetaria.

2.1.1.1 Adhesion plaquetaria

El proceso de adhesidon comprende el transporte por difusion de las plaquetas

hacia la superficie reactiva y la interaccion de los receptores de la membrana

plaquetaria con sus ligados en las estructuras de la pared lesionada.

Flujo normal

Adhesién Activacion, secrecion y
o000 ...... cambio de forma
5 9\
GP Ib/IXa e
FvW Secrecion
Colagenos tipo 1 y Il *
P47 P04 S ‘

Araqundonato
T %b%e
”ﬂsa
Fosfalipasa C P47 Gaai

Agregacion
Fosfatidil inositol
S \ T \ Miosina fosforilada
R

Inositol trisfosfato
Mio: sma
| \ T
; N 5

Agonlstas

GP lIb/lla
Fibrindgeno

Figura 1. Mecanismo de la respuesta plaquetaria a la lesién vascular (extraido de [9)).
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¥ La pared de los vasos sanguineos estéa constituida por varias capas que, de dentro

S
o, o
9o %

hacia fuera, son: capa endotelial (en contacto directo con la sangre), capa J

o,
T

o
%0

subendotelial (rica en coldgeno y proteinas adhesivas), capa media o muscular y

L, adventicia (capa de tejido conectivo) [10]. o

. A pocos segundos de la lesién, las plaquetas de adhieren a las fibrillas de colageno pl

I del subendotelio vascular (Figura 1) a través de un receptor de la colagena \

l especifico para las plaquetas y presente en su estructura terciaria. Esta interaccion

estd estabilizada por el factor de Von Willebrand, que es una glicoproteina

|
l adhesiva (GPIb/IX) que permite a las plaquetas permanecer unidas ala pared del i

vaso a pesar de las elevadas fuerzas tangenciales que se generan en el interior de

la luz vascular. J

Una vez adheridas al subendotelio, las plaquetas se extienden sobre la superficie y ]

plaquetas adicionales aportadas por el flujo'sanguineo se unen, formando las

| masas de agregados plaquetarios.

2.1.1.2 Agregacion plaquetaria

La unién de las plaquetas entre si y de las ya fijadas al subendotelio determina la
| formacién de agregados plaquetarios. La agregacion plaquetaria se debe
esencialmente al adenosindifosfato (ADP) y como se observa en la esquina inferior
izquierda de la Figura 1 de otras sustancias liberadas de los granulos
(Glucoproteico llb/ lla) de las propias plaquetas. Al mismo tiempo las plaquetas
generan una sustancia de alto poder vasoconstrictor, el tromboxano A2, el cual, a
su vez, favorece la agregacion plaquetaria. Todo este proceso conduce a la
formacion del trombo plaquetario. Para estabilizar el trombo plaquetario se

procede a la formacién de trombina.




I 2.1.2 Hemostasia secundaria

La etapa de hemostasia secundaria es también conocida como coagulacién, que [

5 es la interaccién de las proteinas plasmaticas o factores de coagulaciéon entre si, “

que se activan en una serie de reacciones en cascada conduciendo a la formacién

de fibrina.

l Intervienen en el proceso una serie de proteinas procoagulantes (los doce factores

de coagulacidon responsables de la formacion de fibrina) -y  proteinas

l anticoagulantes (regulan y controlan la coagulacion evitando que los factores ¢
activados en un punto concreto se dispersen y produzcan una coagulacion

generalizada (Tabla 1) [10]. |

De acuerdo con el modelo celular se divide en tres fases: iniciaciéon, amplificacion ‘

y propagacion.

I 2.1.2.1 Iniciacion

rf El FT es sintetizado por diferentes tipos celulares y expresado en la membrana &
| celular. El Factor VIl en el plasma se une estrechamente al FT activado rapidamente
ﬂ% a proteasas procoagulantes y anticoagulantes. El complejo FT/Vlla puede activar
I al factor X y IX, donde el factor X activa al factor V y a otras proteasas no
coagulantes. Cabe mencionar que el complejo FT/Vlla puede autoactivarse asi
mismo, mientras que el factor Vlla libre no puede ser inactivado, pero tienen una

vida-media de dos horas [10].

Por otro lado, el factor Xa que se encuentra en la superficie celular puede

Il
Il
i
Il
i
Il
i
Il
i
i
i
Il
i
i
I
| combinarse con el factor Va para producir pequenas cantidades de trombina, lo
I
: cual es importante para la activaciéon plaquetaria.

i

i
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i

i
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U% Tabla 1. Factores de coagulacién (extraido de [11]).

| Factores de coagulacion.

|

|

|

|

|

|

|

l Grupos Factores de Nombre Lugar de Sintesis ‘
2 coagulacion -
U Factores Vitamina |l Protrombina Higado (hepatico). ‘
i K dependientes X Factor Stuart \
! IX Factor J
| Christmas 1
H Proteina C "~ ‘
- Proteina S Cofactor de o\ &
U Proteina C v /] ‘
U Vi Proconcertina .~ Higado (hemostasia, ‘
i “tranfusiones, ]
H | hepaHemorragia). \
l, Cofactores \Y Proacelerina  Higado,  plaqueta, ‘
l células endoteliales. ‘
“ 11 | Trombplastina i
U ( (Factor Tisular) ‘
I VIIVIN:C " Factor Células ]
H antihemofilico/  endotelialaes. \
H Factor Von \
g% Willebrand ‘
ﬁ% Activadores  del XI. - Higado. :
i sistema de ' Xl Factor ‘
i contacto | Hageman Il
Precalicreina Factor Fletcher I

Kininégeno |

Fibrino-formacién | Fibinbgeno Higado (hepatico). |

Xl Estabilizador ~ Higado y plaqueta. |

de la Fibrina

\% Calcio |

|

|

|

|

|

|

|

|

|

|



¥ 2.1.2.2 Ampilificacion

La trombina es un potente activador plaquetario a través de la via de los |

I receptores activados por proteasas. El periodo protrombdtico ascendente es ;‘

L referido como la fase de amplificacion y resulta en la activacidon de las plaquetas ]

I con exposicion de los fosfolipidos de membrana y la creaciéon de una membrana ‘

| procoagulante con liberacién del contenido de sus granulos.

Por otro lado, la trombina escinde al factor de von Willebrand, factor VI, para

“’f’ activarlo posteriormente.

2.1.2.3 Propagacion ‘

i En esta etapa el factor IXa junto con el Villa se unen a la membrana de las
I plaquetas, formando el complejo de tenasa. Este Gltimo complejo activa el factor
I X, resultando en una formacién de Xa con los factores [Xa, Vllla, X y IV, solamente
¥ se puede llevar a cabo en presencia de iones de Ca?. El factor Xa inicia el ensamble
l del complejo de protrombinas (factor Ila), el cual es constituido por el factor Va, Xa
I y IV, este complejo tiene la funcién de convertir la protrombina a trombina, la cual

L contribuye a formacién de fibrina y la formacion del coagulo [9].

La trombina convierte el fibrinbgeno, una proteina soluble, en fibrina que

fibrindgeno en dos de sus cadenas, liberandose los monémeros de fibrina al lisar
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|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
polimeriza. formando una malla, trombo; la trombina hidroliza la molécula de
|
los fibrinopéptidos A y B.
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|




Figura 2. Modelo de cascada de coagulacién (modificado de [12])
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i 2.2 TRASTORNOS DE LA HEMOSTASIA

2.2.1 Manifestaciones clinicas de las alteraciones de la hemostasia )

5 Los términos mas comunes que se usan frecuentemente para describir_las .

I manifestaciones de sangrado son las siguientes: ‘

i e Petequias: son lesiones hemorragicas cutaneas puntiformes producidas por 1l

la dilatacion de vasos de pequeno calibre, de modo que se separan las

células endoteliales con la consecuentes extravasacion de sangre. |

% e Purpura: lesiones hemorréagicas producida por la confluencia de petequias.

e Equimosis: drea mayor de sangre extravasas, que se localiza a nivel cutaneo.

Normalmente, es el resultado de un traumatismo.

| e Hematomas: corresponden a extravasacion mayor que infiltra el tejido
subcutaneo y los musculos.

| e Hemartrosis: es el sangramiento intraarticular, espontdneo o ante un
i traumatismo. Se presenta en defectos graves de factores de coagulacién,
| como hemofilias.

°° e Hemorragias de las mucosas: como hematurias, hemorragias digestivas, &

| epistaxis.

La hemorragia es la extravasacion de sangre desde los vasos en el espacio
extravascular. La ruptura de las grandes arterias o venas produce una hemorragia
grave, y casi siempre se debe a una lesion vascular, incluyendo traumatismo,

aterosclerosis, o erosiones inflamatorias o neoplasicas en la pared del vaso.




i La hemorragia puede ser externa o estar limitada a un tejido; también conocido

como hematoma. Estas heridas pueden ser relativamente insignificantes o pueden !

producir un sangrado tan grande que provoque la muerte. Mientras las I

b hemorragias minimas se denominan petequias, descritas anteriormente; estas se a

asocian a una presion vascular localmente aumentada, recuento bajo de plaquetas

o deficiencias en los factores de coagulacion. En casos extremo, los pacientes con

I hemorragia extensa a veces desarrollan ictericia por la rotura masiva de los

L hematies y el aumento sistémico de la bilirrubina [13]. Los sangrados crénicos o ]

I recurrentes extremo pueden producir una pérdida neta de ‘hierro, que ‘

| frecuentemente acaba con una anemia ferropénica.

Hemorragias durante una operacion y post-operacién son complicaciones comunes )

I en cirugia. Desangrase excesivamente durante una operacion podria deberse a un I

| desorden existente que no fue detectado con anterioridad, o a anormalidades en )i

I la coagulacion causando una pérdida masiva de sangre, sin embargo, puede
l también relacionarse con la naturaleza de la operacién. Llevandonos a realizar

I trasfusiones de sangre como resultado de una operacién.

¥ Ante una hemorragia, el primer paso para llegar a un buen diagndstico es la
| exploracién fisica. Una hemorragia de piel y mucosas, con petequias y equimosis,
i simétrica y difusa, hemorragia digestiva, o bien un sangrado inmediato a un
i traumatismo o a la cirugia, indicarad una alteracién de la hemostasia primaria. Por
otra parte, hematomas subcutdneas o musculares, son grandes equimosis,
hemorragias retroperitoneales o viscerales o bien un sangrado de horas o dias
posteriores al traumatismo o a la cirugia, involucra una alteracién de la hemostasia

secundaria [14].

Por estos trastornos hemostasicos son causantes de muchas defunciones a nivel
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- mundial, adn mas cuando no son tratados correctamente.
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1§ 2.2.2 Defunciones por alteraciones de la hemostasia

Las alteraciones de la hemostasia asociadas a hemorragias no controladas ocupan [

5 un variado grupo de presentaciones, siendo una causa importante de I

complicaciones y mortalidad en trauma, en cirugia mayor u en el uso de

medicamentos anticoagulantes. Aproximadamente el 1.5% de la poblacion

ﬂ% mundial es tratada con antagonistas de la vitamina K, siendo el sangrado la

5 principal complicacién asociada al tratamiento tanto en el contexto de trauma o .

)
i cirugia como el sangrado espontaneo [15]. I
|

Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) los accidentes de transito

cobraron 1.4 millones de vidas, siendo esta la décima causa de defuncidn en el J

mundo en 2016, aumentando 0.1 millones en un ano. Las lesiones en los pacientes I

: accidentados pueden ser desde un simple golpe hasta heridas, laceraciones u s

I objetos empalmados que ponen en riesgo la vida.

Los traumatismos causaron 4.9 millones de muertes en 2016, mas de una cuarta
l parte como consecuencia de accidentes de transito. La mortalidad por estos
¥ accidentes, que a nivel mundial 'es de 18.8 defunciones por cada 100 000
| habitantes, es mas acusada en los paises de ingresos bajos, donde alcanza las 29.4
i defunciones por cada 100 000 habitantes [16]. En México, de acuerdo con el INEGI, |

& alrededor de 36 215 muertes por accidentes ocurrié en el pais en el 2018 [17].

La OMS ha definido a un trauma como aquellos eventos o acontecimientos

provocados por una fuerza exterior que actla con rapidez y que se manifiesta

mediante un dafo corporal o mental.

Alrededor de un 40% de las muertes por traumatismo de deben a sangrados
masivos que ocurren durante las primeras horas tras el accidente, es debido a esto
que el tratamiento inicial adecuado de las heridas penetrantes o contundentes le
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fortuitos, por lo general daninos, independientemente de la voluntad humana, ‘
|
|
|
|
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concede al paciente una mayor posibilidad de sobrevivencia. |
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i 2.3 TRATAMIENTO DE HEMORRAGIAS

Algunos de los métodos implementados actualmente por rescatistas, paramédicos, )

T técnicos en urgencias médicas (TUM), técnico en urgencias médicas avanzadas ‘

(TUMA) implica principalmente en la estabilizacién adecuada del paciente para que

i mediante su traslado a una unidad hospitalaria éste pueda incrementar la ‘

! posibilidad de supervivencia.

Se denomina la hora dorada al momento entre la presentacion del accidente y la

i instalacion de los cuidados definitivos, mientras que a la atencién prehospitalaria “

en el sitio del accidente en los primeros 10 minutos se considera la hora platino.

i En la atencion prehospitalaria primero se realiza una evaluacion de la escena del

evento, donde se obtienen datos importantes acerca de las posibles lesiones que

puede tener el paciente; posteriormente se realiza un reconocimiento primario,
i que implica el ABC del trauma que consiste en una serie de pasos. El paso A, es el
H aseguramiento de la via aérea que implica el control de la columna cervical con
apertura aérea; en el paso B, se evalua el estado ventilatorio; en el paso C, se
| comienza con una vigilancia del estado circulatorio, que implica la deteccién del
°o pulso, en este punto se realiza también la identificacién temprana y control de
| hemorragias para evitar deterioro en el sistema; finalmente en el paso D se realiza |
una revision neurolégica, asi como una Gltima revision por si en un principio alguna

lesion quedo desapercibida [18].

blandos y. hemorragias; las heridas cerradas donde no se produce una irrupcién de
la piel pueden presentar contusiones que se producen cuando el objeto comprime

el tejido por debajo de la piel.

Por otro lado, la base para el tratamiento de las heridas abiertas suele basarse en
el principio del control de la hemorragia, prevenir su contaminacién e inmovilizar
la parte afecta. Esto puede lograse con técnicas de vendaje y colocacién de férulas
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¥ Algunos de los tratamientos mas comunes que se realizan al paciente cuando se

encuentra hospitalizado es la aplicacién del acido tranexamico (ATX), que es un !

analogo de la lisina que inhibe directamente la activacidon del plasminégeno y la I

L actividad de la plasmina. Esta accién evita la ruptura del coadgulo en lugar de s

promover la formacién de nuevos coagulos. Es un antifibrinolitico potente que con

seguridad se ha utilizado desde la década de 1960 y aproximadamente muestra

W’ una reduccién de hasta el 30% de la necesidad de transfusion [19]. Se recomienda

l el uso de acido tranexdmico para el manejo temprano (menos de 3 horas) del ]

I sangrado en trauma a una dosis de carga de 1 g en infusién durante 10 min, ‘

l seguida de una infusién continua intravenosa de 1 g durante 8 h.

Otros tratamientos que se realizan pueden depender de la condicién del paciente, )

I en el caso de pacientes con choque hemorragico se sugiere la administracion de ;‘

L plasma fresco congelado; para el manejo del sangrado potencialmente fatal en )i

I trauma de con uso de Warfarina se recomienda el uso de concentrado de complejo

I protrombinico [15].

i 2.3.1 Materiales para promover la hemostasia

| A través de los afos se han empleado diferentes materiales para promover la
hemostasia o controlarla, actualmente existen estudios mas recientes de diferentes
materiales como: nanoparticulas de silice organicamente modificadas con y sin
polietilenglicol que presentaron una importante actividad procoagulante [20]
estudios de nanoparticulas de poliestireno demostraron tener tanto una actividad
coagulante como una actividad anticoagulante, esto debido al tamafno de las
nanoparticulas y al recubrimiento utilizado (modificadas con radicales amino o

carboxilo) [21].
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¥ Las nanoparticulas de carbono, como particulas catidnicas, también presentaron
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una buena actividad dependiente el tamano y la superficie de las NP's, l
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demostrando que nanotubos de carbono de capa multiple inducen a activacion y

5 agregacion plaquetaria [22] (acompanado por una elevacion en los niveles .

extracelulares de Ca?!). Otras investigaciones utilizan sustitutos sanguineos

artificiales como las plaquetas sintéticas, que contribuyen en la agregacion

W’ plaquetaria; algunas de estas plaquetas estdn compuestas de nanoesferas del

copolimero PGLA-poly-L-lysine y modificadas con algunos péptidos para lograr una ]

I mejor interaccidn algunos receptores plaquetarios [23]. Il
|

Otros estudios los cuales, debido a la naturaleza del alginato y sus propiedades

antes mencionadas, han sido reportados varios articulos sobre el uso de alginato )

I en modelo animal. En 2013 Taskin [24] utilizaron 32 ratas que dividieron en 4 }‘

L grupos: el grupo | se trataba del grupo control en el que no se realizé laparotomia, )i

I el grupo Il se realizé laparotomia y, seguidamente se cerrd, el grupo lll se realizd
L laparotomia con posterior lesidén esplénica tratada con gasa empapada en suero
I fisiolégico y compresion durante 3 minutos y el grupo IV se realizd exactamente
H como en el grupo Ill pero se aplicé a la gasa alginato célcico. Al comparar el valor
i del hematocrito tras la cirugia, el grupo IV mostraba un mayor porcentaje y un
i menos sangrado peroperatorio, el cual median con una bolsa de Poliéster en la

rf que se acumulaba el sangrado. &

Mientras que, en 2015, Aydin y sus colaboradores [25] utilizaron 39 ratas a las
cuales se les realizé laparotomia con laceracién hepatica, tratandose en un grupo
con una gasa impregnada en suero fisiolégico, un segundo grupo con el
hemostatico Ankaferd y un tercer grupo con una gasa impregnada en alginato
célcico. Se midi6 la cantidad de sangrado peroperatorio y postoperatorio, al igual
que los niveles de hematocrito antes, durante y después de la cirugia; obteniendo
como resultado un menor sangrado en los grupos dos y tres con respecto al
control. Ademas, en el grupo del alginato presentaban areas de fibrosis en la linea
de incisién hepética, lo cual no se apreciaba en el grupo control. En el grupo

Ankaferd se apreciaban areas de necrosis focal.




¥ El polivinilo alcohol ha sido utilizado por si solo como una esponja, debido a que

es una sustancia relativamente inerte y puede ser implantada subcutaneamente y l

puede ser expresado durante todas las fases del proceso [26]. Por otro lado, en I

L, 2010 Karaca y sus colaboradores [27] realizaron una material nanofibroso de o

alginato de sodio y polivinilo alcohol como tratamiento de heridas, la relacién

utilizada fue de 1:2, respectivamente, una vez obtenidas sus fibras fueron

ﬂ% entrecruzadas con glutaraldehido, acido hidroclérico y etanol, finalmente las fibras

l fueron implementadas a heridas de ratas mostrando una mejora notable en la ]
i herida. ‘

2.3.2 Ingenieria de tejidos

La ingenieria de tejidos ha demostrado ser un.campo prometedor dentro de los
tratamientos de dano o perdida de tejido o alguna parte del organismo. Esta
| ciencia parte de la capacidad del cuerpo animal para curarse a si mismo; esta
capacidad depende de auto reparacidon y regeneracién depende del tejido u
H 6rgano y estan limitadas por el grado del dafno, perdida de la funcién y del nimero

U% de tejidos involucrados [28]:.

- -m

Figura 3. Molécula de Alginato de Calcio.




Dentro de los puntos importante que se deben comprender en la ingenieria de

tejidos es la relacion entre la estructura, la funcién de las células, tejidos y 6rganos, !

asi como combinar conocimientos de biologia, materiales, ingenieria y cirugia [29]. [

s El punto basico en el cual se basa la ingenieria de tejidos es la implementacién de i

I células vivas, cultivadas dentro de un laboratorio, en la superficie de un andamio \

l que permitan una facil manipulacién e implantacién.

2.3.2.1 Biomateriales poliméricos

i Los tres materiales claves en la ingenieria de tejidos son las células, los andamios y i

los factores de crecimiento. Los andamios son los encargados de dar soporte al

sistema, asi como, facilitar el anclaje, la migracidon y diferenciacién celular;
| dependerad de la estructura que tenga para permitir la difusion de nutrientes
celulares y productos expresados. Es muy importante que el andamio imite la
| estructura y propiedades del tejido, debido a que ejerce influencia mecanica y

bioldégica para modificar el comportamiento de la fase celular.

I 2.3.2.1.1Alginato de calcio

pared celular de las algas marinas pardas; son los polisacaridos mas abundantes

presentes en las algas,

ya que comprenden hasta el 40% de su peso seco; tienen la funcidn principal de
dar rigidez, elasticidad, flexibilidad y capacidad de enlazar agua. En estado natural,
los alginatos se encuentran como una mezcla de sales de cationes como son Ca?,
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Los alginatos son sales del acido alginico, un compuesto quimico presente en la il
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Figura 4. Modelo de "caja de huevo" que describe la estructura del alginato (extraido de [30)). |

Los alginatos son un polisacérido anidnico lineal, que consiste en un enlace 1-4 \

entre B-D-mannurdnico (bloque M) y a-L-gulurénico (bloque G) unidos a varias J

composiciones y secuencias (Figura 3), las cuales dependen de donde se extraiga

l el compuesto.

| Las sales del 4cido alginico estan formadas por tres bloques M. G y MG. Cuando
I dos cadenas de bloque G se alinean, se forman sitios de coordinacién. Estas |
“ idad f i | tamafio adecuad dar al ion calci ‘
L cavidades que se forman tienen el tamafo adecuado para acomodar al ion calcio
i y ademas estan revestidas con grupos carboxilos y otros dtomos de oxigeno
l electronegativos (Figura 4), después de la adicién de iones de calcio, el alginato s

I de gelifica [30].

Los alginatos que presentan grandes regiones de bloques G forman un gel de

bloques M forman un gel de fuerza media, pero con una alta resistencia a la
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fuerza alta y exhiben una alta porosidad. Mientras los que presentan grandes .
|
sinéresis y exhiben poros mas pequenos que loa hacen mas suaves.
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¥ Las propiedades principales del alginato son: espesantes al ser disueltos en agua,

su amplia capacidad de tener agua, habilidad de formar gel y la cuarta capacidad !

de formar peliculas. Debido a estas propiedades ha sido utilizado como vendaje I

s de heridas, andamios y materiales de impresién dental o quirdrgicos, entre otros. o

Algunos alginatos como el de sodio, potasio, calcio y propilenglicol, son aditivos

alimenticios reconocidos como inocuos y seguros, segin la Food and. Drug

W’ Administration de los Estados Unidos (FDA) [31].

I 2.3.2.1.2Polivinilo alcohol

El Polivinilo alcohol (Figura 5), PVA por sus siglas en inglés, es un polimero

hidrofilico, no toxico, biocompatibles, el cual® contiene buenas propiedades

mecanicas y muy estable durante largos perfodos en diferentes condiciones de
temperatura y pH. A partir de este polimero se pueden obtener hidrogeles por
| entrecruzamiento fisico o quimico; las caracteristicas del hidrogel se determinan
por su concentracion, temperatura y los ciclos se

I congelamiento/descongelamiento [32].

| Debido a sus caracteristicas, el PVA es ampliamente utilizado en varias aplicaciones
% bioldgicas, con es la regeneracion de tejidos, ya sea por si solo o en su mayoria &
| como composito con otros polimeros, como son el éxido de polietileno (PEO),

celulosa, acido polilactico (PLA), acido poliglicélico (PGA), quitosano, entre otros.

S
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Figura 5. Estructura molecular del Polivinilo Alcohol (PVA).




I 2.3.2.2 Bionanometriales

Actualmente la nanotecnologia esta siendo ampliamente incorporada dentro de [

5 area de ciencia de materiales, debid a la gran variedad de propiedades que puede I

incorporar o mejor a los materiales. La aplicacién de los nanomateriales va desde

el area electrénica hasta la medicina, permitiendo la unién de diferentes ciencias

ﬂ% para encontrar soluciones a las diversas problematicas que atiende a la sociedad.

La aplicacién de los nanomateriales dentro de la medicina es considerada como la

l mejor soluciéon a varias problematicas dentro de la medicina, como son: eficiencia s

terapéutica, donde se busa implementar liberacidon controlada de farmacos

mediante vinculos de libracién nanométricos; diagnostico in vitro, donde los J

sensores basados en nanotecnologia permiten una deteccion mas rapida y a [

5 concentraciones mucho menores; imagen in vivo, se incorporan nanoparticulas i

I magnéticas o fluorescentes, para disminuir la invasion y mejorar las imagenes, y asi

l poder localizar con mas exactitud los tumores para su futura extraccion.

l Dentro del area de ingenieria de tejidos la intervencién de la nanotecnologia se
i enfoca en la modificacidon de los andamios utilizados como soporte, al otorgarles
l una nanoestructura se promueve una interaccion mas directa con el medio celular, il

I es decir, un mejor soporte y una mejor biomimética.

I Con la implementacion de la nanotecnologia se espera que se reduzcan los

tiempos de curacién, la invasion bacteriolégica causante con infecciones multiple

tienen.una mayor biocompatibilidad, asi como una mas rapida biodegradabilidad.
Por otro lado, también hay mejora en las propiedades mecanicas, Oopticas,
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y la disminucién de uso de materiales. Ya se ha demostrado que los nanomateriales ]
]
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cataliticas y magnéticas, las cuales dependeran de la aplicaciéon deseada. |
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I 2.3.2.3 Estructura del andamio

Los andamios en ingenieria de tejidos pueden ser de diferentes categorias, como [

S son los fibrosos, porosos e hidrogeles [28].

s Los materiales porosos han demostrado ser efectivos dentro del campo, ya que ¢

I proveen un area de superficie grande para la adhesidn celular. Esta caracteristica ]

l permite una buena infiltracion de las células, ya que los poros se encuentran

interconectados, aumentando asi la proliferacién y diferenciacion celular.

I Por otro lado, los hidrogeles son geles hechos de cadenas poliméricas que se

“ hinchan en soluciones acuosas. Son mecanicamente estables, facilmente i

deformables debido a la unién covalente de los polimeros y la estabilizacion por

interacciones fisicas o quimicas entre las moléculas. ‘

Por Ultimo, tenemos a los materiales fibrosos cuya importancia es que su estructura
| y didmetro de fibra pueden afectar el comportamiento celular y el tamafia de poro
i de la matriz fibrosa regula la organizacién celular; esto se debe a que los andamios
I con esta estructura imitan facilmente la matriz extracelular nativa, la cual consiste
en proteinas fibrosas nanoestructuradas y adhesivas como el coldgeno, elastina,

i fibronectina y laminina.

I Las estructuras mencionadas pueden ser sintetizadas a nanoescala y de diferentes
l biomateriales para poder obtener propiedades diferentes y asi ser promotores de

diversos tejidos, ya sea 6seo, cartilagos, tejidos neuronales y/o vasculares.




| 2.4 SINTESIS DE BIOMATERIALES FIBROSOS

Existen diversa técnicas o métodos de sintesis de los andamios, entre los mas )

i utilizados se encuentra: evaporacion de solvente, lixiviacidon de particulas, inversion ‘

de fase, auto ensamblado molecular, espumado por gas, separacion de fases,

i emulsificacion, liofilizacion, coprecipitacion, entre otras. En este caso de estudio, ‘

! para la fabricacion especifica de fibras, las técnicas mas comunes son la tecnologia

* de fabricacion textil y el electrohilado. 8

T 2.4.1 Extrusion [

La técnica funciona bajo el principio de fibras contintas producidas por extrusién

de un polimero disuelto o una solucién de polimero a través de una hiladora y
I dibujandola mecanicamente en un bobinador, o una seria de bobinadoras, para asi
| ser colectados en un carrete. El didmetro de la fibra se determina por la razén de
I extrusidn y la velocidad de los bobinadores en una tasa constante para alcanzar el
L didmetro uniforme y las fibras-mecanicas. La extrusion afecta la cristalinidad del

: polimero, ademas de la fuerza mecanica y comportamiento de degradacién [28].




i 2.4.2 Técnica de Electrohilado (electrospining)

Jerinaa
i Solucion polimérica

Cono de Tavlor |

Ue, EV Fuente de

alto voltaje

Placa ;‘
recolectora

Figura 6. Esquema del funcionamiento del electrohilado (modificado de [33]).

I El proceso para obtencidén fibras mediante la técnica de electrohilado se lleva a i
l cabo por medio del estiramiento coaxial de una solucién viscoelastica, estas fibras
I posen diametros que van de algunas micras a los nanémetros, con las que es 3
i posible encontrar caracteristicas dptimas para su aplicaciéon en la ingenieria de
I biomateriales, tales como: una gran area superficial en relacién al volumen (en el
I caso de las nanofibras; esta relacion puede ser aproximadamente de 10° veces mas

que una microfibra, flexibilidad en la superficie, alta porosidad, poros

ya conocida del material [34]. Este proceso es capaz de fabricar nanofibras de un
amplio rango de materiales, es posible obtener nanofibras de polimeros,
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|

|

|

|

|
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interconectados y un rendimiento mecanico superior comparado con otras formas ]
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|
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compositos, semiconductores y ceramicos. i
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H Figura 7.Ejemplos del montaje del equipe de electrohilado (extraido de [34]).

| La técnica hace uso de las fuerzas electroestéaticas para estirar una solucién
g% mientras esta se solidifica, el fundamento se basa en aplicar un fuerte campo .
H eléctrico para lograr superar la fuerza de tensién superficial en la solucién de \
l polimero cargado eléctricamente [35]. Una vez que se tiene la solucién en la jeringa

se inicia la aplicacion de alto voltaje, cuando este potencial eléctrico se aplica, las
cargas se acumulan promoviendo la formacién de una gota en la punta del capilar,
a medida que la intensidad del campo eléctrico se incrementa, la gota se alarga
para crear una forma cénica conocida como cono de Taylor, de donde finos chorros
de solucién son expulsados desde el capilar hasta el plato colector, como se
observa en la Figura 6, mientras que los disolventes con un alto grado de presidn
de vapor comienzan a evaporarse, causando una disminucién en el didmetro del
chorro y la velocidad [36]. Una vez evaporado el solvente, los segmentos de fibras

son depositados al azar en un sustrato.




I El sustrato, tiene la caracteristica de ser de un material conductor, el mas utilizado

es el aluminio; asi mismo puede varias la forma del recolector, ya que puede ser un l

cilindro giratorio, electrodos paralelos, un cilindro giratorio de alambres o con I

s pequenos rastros, discos, anillos, entre otros arreglos [35]. o

s El montaje mas comUn para la ejecuciéon de la técnica de electrospining, se i

I muestra en la Figura 7, consta de un capilar a través del cual debe ser expulsada la J

L solucion polimérica (aguja, cono, etc.); una fuente de alto voltaje que posee dos

electrodos los cuales deben conectarse uno al lugar de salida de la solucidon y otro

l directamente al plato colector (lamina de metal conductor o mandril rotatorio) o

donde posterior a la evaporacion se depositan las fibras [34] [37].

Los polimeros son dieléctricos, en presencia de un ‘campo eléctrico pueden

considerarse como un arreglo de dipolos eléctricos microscépicos compuestos por ]

cargas positivas y negativas cuyos centros no  coinciden perfectamente, se

| mantienen en su lugar por accién de las fuerzas atémicas y moleculares, y solo
H pueden cambiar su posicidn ligeramente en respuesta a fuertes campos eléctricos

| externos, lo que explica por qué ocurre el estiramiento de la solucion en el proceso.

L Existen diversos parametros relacionados con cada uno de los componentes que
i involucran el equipo, los cuales determinan las propiedades y caracteristicas de las

| fibras [37], como son:

Pardmetros de la solucién polimérica

» Concentracion de la solucién, la cual estad directamente relacionada con la
viscosidad, es decir, incrementar la concentracidén involucra que la

viscosidad de la solucién sea suficientemente fuerte para oponerse a la

» Tension superficial, cuando se incrementa el campo eléctrico se intenta
reducir el area superficial por unidad de masa, para lograr chorros mas

Il
Il
i
Il
i
I
i
Il
i
Il
i
I
i
Il
I
ﬂ% estabilidad del depdsito y asi salpicar la solucién a grandes distancias.
I
i
I
I
i ~ . .
I pequenos y reducir la presencia de gotas o esferas.

i

Il

i

Il

i

Il

[




¥ » Conductividad de la solucién, entre mayor sea la conductividad de la

solucion mayor sera la capacidad de transportar las cargas de la misma. En

algunos casos de incorporan sales a incrementarla, ya que promueven la

5 fuerza eléctrica para el estiramiento del chorro.

» Efecto dieléctrico del disolvente, el disolvente ademas de disolver las

moléculas del polimero debe llevarlas hasta el colector, es por eso que se

U debe tomar en cuenta la constante dieléctrica del solvente.

I Mientras que los pardametros relacionados con el proceso son:

» Voltaje, en la mayoria de los casos un voltaje alto permite un mayor

% estiramiento de la soluciéon debido a la presencia de mayor fuerza de

Coulomb. Es de los pardmetros mas importantes.

» Flujo de salida, determina la cantidad de solucién disponible dentro del
I proceso de electrohilado, un minimovalor de volumen de solucién a la salida
mantiene estable el cono de Taylor.

I > Efecto del colector, como ya se hizo mencién existen diversos colectores y
5 los cuales determinaras-el ordenamiento de las fibras y en algunos casos la
i forma de las mismas.

l > Distancia entre la punta de la aguja y el plato colector, se requiere de una
I distancia éptima para dar el suficiente tiempo a que el disolvente se evapore
antes de llegar al recolector, pero no mas allé para que se rompan las fibras

por efecto de su propio peso.
Pardametros ambientales

» Humedad, un pardmetro importante, debido a que, con un aumento en la
humedad se obtienen poros en las fibras o no se permite una constante

evaporacion del solvente.
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U 2.4.2.1 Modificaciones al proceso }
I Existen diferentes modificaciones al sistema de electrohilado, algunas se limitan I
rg solo modificar el recolector mientras que otras mejoran el proceso de hilado y el ‘
I rendimiento de las fibras.
I Entre los sistemas modificados se encuentra el sistema con multiples jeringas, el ]
“ | permite ob duccién de fibras y disminuir el i 3“
i3 cual permite obtener una mayor produccién de fibras y disminuir el taponamiento &
I de las jeringas. Como se puede observar también se puede cambiar de direccion I
5 (Figura 7b) o de una bomba de inyeccién a un cono (Figura 7c). i
‘o% Otra opcién es la modificacion de la jeringa, algunos utilizan una jeringa con pico ‘
I} lo que les permite hilar a distancias mas cortas; otra modificacion es el uso de una
l jeringa coaxial, la cual permite obtener una sola fibra, pero de dos diferentes ‘
T materiales que se pueden distinguir entre si, es decir, uno dentro del otro, y i
l dependera de la aplicacion ya que se pueden generar fibras huecas mediante 5

U procesos quimicos. l

15cm

Bafio de
coagulacion

= Colector

Figura 8. Esquema de electrohilado con un sistema de entrecruzado (modificado de [38]).
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l También es posible utilizar una jeringa de vidrio con chaqueta de gases, los cuales ‘
f’ son utilizados para obtener fibras lisas; otra es una jeringa de biocomponentes, la ‘
f cual permite electrohilar dos materiales diferentes, uno al lado del otro [37][39]. ‘
I : , g
- 2.4.2.1.1Sistema de entrecruzado (baino de coagulacién) s
ﬂ% Otra modificacion al proceso de electrohilado es la incorporaciéon de una caja de ‘
| coagulacion lo que involucra colocar verticalmente el sistema (Figura 8). El sistema |
‘°% consta de una caja o recipiente metélico con una solucion de un compuesto ‘
I quimico que permite al polimero electrohilado entrecruzarse para tener mejor
. estabilidad tanto fisica como quimica. ‘
ﬂ% Las soluciones utilizadas en el bano de coagulacién son soluciones idnicas, y la

| concentraciéon puede ser determinada por el gradiente de concentracién

solvente-coagulante [40], mediante la Ley de difusion de Fick.
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I 3 HIPOTESIS Y OBJETIVOS ]

3.1 HIPOTESIS

I Una membrana polimérica nanoestructurada de fibras de alginato de calcioy

| polivinilo alcohol mediante la técnica de electrohilado, podrd promover el )

crecimiento celular para regeneracion de tejidos sanguineos de organismos que

han sido heridos con hemorragia externa.

| 3.2 OBJETIVOS GENERAL

Sintetizar una membrana de nanofibras de alginato de calcio y polivinilo alcohol
I mediante la técnica de electrohilado que promueva el crecimiento celular de

| tejidos sanguineos.

| 3.2.1 Objetivos especificos &

5 » Sintetizar una membrana de fibras de alginato de sodio y polivinilo alcohol
mediante la técnica de electrohilado.

» Obtener membrana de nanofibras entrecruzadas de alginato de calcio y
polivinilo alcohol con una solucién de cloruro de calcio, para mejorar la
resistencia de la membrana a soluciones acuosas.

» Evaluar las propiedades morfolégicas de la membrana mediante
Microscopio Electrénico de Barrido (SEM), asi como su composicion quimica
utilizando la técnica de Espectroscopia Infrarroja con Transformada de
Fourier (FTIR).

» Evaluar el comportamiento citotoxico de la membrana como

potencializador en la coagulacién en un proceso in vitro.




I 4 METODOLOGIA ]

En esta seccion se describe el método utilizado en la sintesis de la membrana de

fibras de alginato de calcio (CaAlg) y polivinilo alcohol (PVA), asi como la J

I adaptacion de un deferente sistema para la obtencion de fibras entrecruzadas, asi

| mismo, se describen las diferentes caracterizaciones de las membranas y el J

procedimiento para su evaluacién citotdxica.

I El procedimiento consta de tres etapas: la primera etapa conta de definir los ‘

| parametros éptimos para la obtencion de fibras de alginato de sodio y polivinilo

i alcohol (NaAlg-PVA) con una mayor concentracion de alginate de sodio, asi como ‘

i compara diferentes concentraciones; la segunda etapa consiste en la obtencién de

fibras entrecruzadas para mejorar su resistencia fisica y mecénica, y la

implementacién de un sistema de coagulacidén en el proceso de electrohilado;
i finalmente la tercera etapa consta de la evaluaciéon in vivo de la citotoxicidad y
| viabilidad celular de la membrana mediante la Prueba de Bromuro de 3-(4,5

dimetiltiazol-2-ilo)-2, 5 difeniltetrazol (MTT).

i Los reactivos fueron utilizados sin purificacién adicional. El polivinilo alcohol (medio
i peso molecular), el kit de determinacién de crecimiento celular (Soluciéon de MTT)
" y el DMEM-F12 fueron obtenidos de Sigma-Aldrich, mientras que el alginato de “

sodio fue Golden Bell reactivos.




%

I 4.1 SINTESIS DE MEMBRANA DE NANOFIBRAS DE CAALG-PVA

4.1.1 Sintesis de nanofibras de NaAlg-PVA |

L Las disoluciones de los compuestos (NaAlg y PVA) se llevaron a cabo de la siguiente p

)
I manera: NaAlg en agua destilada para obtener una disoluciéon al 2 % m/vy se dejé Il
° |

l en agitacion magnética por 3 horas. Por otro lado, en un vaso de precipitado

aparte se realizé una solucién al 10 % m/v de polivinilo alcohol a una temperatura

|
| de 80 +5 °C con agitacién magnética durante 2. Las soluciones previamente J

mencionadas, se mezclaron en diferentes relaciones de NaAlg-PVA: 30:70, 50:50 y

70:30 para realizar el electrohilado de las mismas. )

Posteriormente se colocé cada solucién en una jeringa de 3 ml, con un didmetro ]

de 9 mm interno; a una aguja hipodérmica de 16 G'se le retird la punta hasta dejarla

| plana.

| Finalmente se montd la aguja en equipo de electrohilado; la jeringa se coloca en
i la bomba marca KD Scientific modelo 200, con un suministro de voltaje que se

b obtuvo por la Fuente de voltaje marca Bertan serie 230, y la placa recolectora.

i Se probaron las mismas condiciones con cada una de las soluciones, variando los
i diferentes parametros del equipo como se muestra en la Tabla 2, donde se observa
U% listados de los parametros utilizados; de estos valores se combinaron para obtener

un experimento 7x6x5.
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I Tabla 2. Listado de parametros del equipo de electrohilado. [
| ]
) ]
l d
| }
o i
I 0.3 12 10 N O;;J
: \/ J
i 0.5 15 12 i
I 0.7 18 e N4 ]
\L ~0 ]
I 0.9 20 18 Il
I 1.1 21 J 20 !
| at )
| 3 ]
| N\ )
| ]
l d
L 4.1.2 Entrecruzamiento de peliculas de NaAlg-PVA ]
| )
! ]
L, El procedimiento que se llevé a cabo fue reportado por Jeong [41], consistid en i
| }
i sumergir la membrana en agua destilada, posteriormente en etanol, después en la i
l solucién de CaCl; y nuevamente en etanol, para finalmente dejarla secar a una ]
Il |
\ . )
i temperatura de 40°C por 30 min. Il
i 3
i . . . )
I Se probaron diferentes tiempos con cada una de las soluciones NaAlg-PVA, Il
L dependiendo el comportamiento durante el procedimiento. Se realizé una solucién ]
i |
i . . )
W de CaCl; a diferentes concentraciones, entre 0.5 y 5.0 m/v% [42]. ‘
i
‘o‘% g‘j
i |
‘o‘% g‘j
i |
i )
i |
‘o‘% g‘j
i |
‘o‘% g‘j
i |
L‘% g‘j
i |
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i |
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i |
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i 4.1.3 Electrohilado de NaAlg y PVA por el sistema coaxial

En esta etapa se utilizaron las mismas soluciones descritas anteriormente en la [

5 seccién 4.1.1., a la solucién de NaAlg se le adicioné Triton X-100 0.05 % m/v [42].

5 Por otro lado, la aguja fue modificada por un sistema coaxial, el cual se construyd E

)
i con agujas de didmetro diferente, una de 18 G y la otra de 26 G. Con este sistema 1l
o |

l se coloco cada una de las soluciones en una diferente jeringa de 9 mm de didmetro

interno; la soluciéon de PVA se conect a la entrada interna de la aguja coaxial,

l, mientras que la solucién de NaAlg a la entrada externa. ¢

& Posteriormente se colocaron ambas jeringas en la bomba doble marca KD E

Scientific modelo 200, y se comenzd el electrohilado.  Se probaron las mismas

condiciones a cada solucidn variando los diferentes pardametros del equipo, como ‘

se muestra en la Tabla 2.

I 4.1.4 Sintesis de nanofibras entrecruzadas de CaAlg-PVA

U Se colocé la jeringa y la placa recolectora de forma vertical, sin embargo, la placa
i recolectora se encontrada sumergida en una caja Petri para poder llevar a cabo el

| bano de coagulacién y obtener fibras entrecruzadas.

Se disolvié CaCl; % 0.5 m/v en agua destilada con etanol en una relacién de 5:1

caja Petri dentro de la cual previamente se colocé la placa recolectora.

El sistema se llevd a cabo con una velocidad de flujo de 0.1 ml/h, una distancia de

|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
(segun los reportado Nie Huarong [43]). Posteriormente se colocaron 25 ml en una s
]
|
|
15 cm y el pardmetro que se varié fue el voltaje, entre 15 a 21 KV.
|

|

|

|

|

|

|

|

|




i 4.2 METODOS DE CARACTERIZACION

4.2.1 Microscopio electrénico de Barrido (SEM) )

3 El andlisis de Microscopia Electrénica de Barrido, SEM por sus siglas en inglés, se p

I realizd para obtener imagenes de la morfologia y el didmetro de las fibras, asi ‘

l como, las posibles impurezas y la uniformidad de las mismas. El analisis fue hecho

por el microscopio electrénico de barrido de emisién de campo (FE-SEM) marca
I JEOL JSM-7610F con un voltaje de 1.0 y 5.0 KV, aproximacién de 5 000, 10 000,

20 000 y 25 000 X. La muestra fue montada sobre una tira de 'carbono, la cual fue

colocada en los porta muestras para después ser banada con una capa de oro. )

4.2.2 Espectroscopia Infrarrojo

El analisis de Espectroscopia Infrarroja con Transformada de Fourier (FTIR por sus
[ siglas en inglés) se llevé acabo para la determinacién de los modos vibracionales e
identificacion de grupos funcionales a partir de comparacién bibliogréfica. El
| analisis fue hecho por un Espectrémetro Perkin Elmer GX (modelo Spectrum One),
L en el rango de 40002450 cm-1, con la técnica de reflectancia totalmente atenuada

I (ATR) con punta de diamante, 24 barridos, 4 cm-1 de resolucién.




i 4.3 PRUEBA DE EVALUACION CITOTOXICA

4.3.1 Cultivo celular )

L Primero se descongelaron las células y posteriormente se agregaron 3 ml de medio p

)
I de cultivo (DMEM-F12) suplementado con suero bovino; después de resuspender Il
° |

L la solucién para separar la monocapa de células formadas, se colocaron dentro de

un frasco Ty se dejaron incubar a 37 °C en oscuro.

4.3.2 Lavado de membranas |

Primero se cort6 cada una de las membranas de nanofibras y peliculas de NaAgly

PVA en pequenos pedazos (alrededor de 0.5 ¢cm?), y se lavaron con medio de
| cultivo y antibidtico al 1% (gentamicina), hasta que el cambio de color del medio

no fuera evidente, a un pH aproximado de 7.4.

¥ 4.3.3 Montaje de las membranas en las placas de cultivo 4

I En una placa de 24 pozos se colocaron dos experimentos por triplicado de cada

material (Figura 9), posteriormente se colocé en luz UV por 10 min (de cada lado

Pasado eltiempo se colocd en cada pozo 100 pl de la suspensién celular obtenida
de un Frasco T y 500 pl de medio de cultivo suplementado son suero de bovino y
antibidtico (medio completo) para después dejarlas incubar por el tiempo al que

|

|

|

|

|

|

|

|

|

|

|

|

|

. )
de la placa) para asegurar la muerte de bacterias y hongos. [
|

|

|

|

|

se quiera realizar la medida; para este caso fue de 24, 48 y 120 horas. |
|

|

|

|

|

|

|

|
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“’% Figura 9. Diagrama de la distribucién de los pozos para la prueba MTT, una placa para cada tiempo ‘
medido (Modificado de [44]). E
;
I
I 4.3.4 Prueba MTT
I
I
I De todos los pozos a analizar se retiré el medio completo, para posteriormente
101% agregar 10 pl de una solucién de MTT, del Kit para determinacidn de crecimiento B
|
I celular MTT, y 90 pl de medio de cultivo. Se deja incubar por 4 horas a 37 °C en
‘o‘o M o . Ve .7 . ‘
3 ausencia de luz, posteriormente se retird la solucién cuidadosamente para no

destruir la membrana. Una vez realizado esto se agregaron 100 pl de isopropanol
(solvente .del MTT) agitando suavemente para asegurar la salida del MTT de la
mitocondria de cada célula o garantizar la disolucién de los cristales de Formazan
MTT. Finalmente se retird la solucion de cada pozo, y se llevé a cabo la medicion
de la-absorbancia espectrofotométrica en un lector de microplacas ELISA (IMark) a

una longitud de onda de 595y 655 nm.




m 4.3.5 Conteo de células por hemocitémetro (Camara de Neubauer)

I Se preparo una solucién 1:1 de una suspensién celular en medio completo y azul
, de tripano, con un volumen final de 200 pl. Por medio de la cdmara de Neubauer
i se realizé el conteo en cada cuadrante para comparar el promedio con el cuadrante

U% central.



l 5 RESULTADOS Y DISCUSION

| 5.1 MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO (SEM)

l La sintesis de la membrana inicié con la basqueda de condiciones obtenidas que .
i permitieran obtener fibras a escala nanométrica y con buenas caracteristicas

) morfoldgicas. )

H e # |

v
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H Figura 10. Micrografias SEM de la mezcla de NaAlg:PVA con un razén de a) 30:70, b) 50:50 c) 70:30.
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i 5.1.1 Membranas de fibras de NaAlg-PVA

En la parte experimental se realizaron pruebas de una mezcla de ambos polimeros, [

s mediante los pasos ya especificados en la seccion de metodologia. Primero se -

utilizé una mezcla con concentracién mayor de PVA, 30:70 (NaAlg:PVA), partiendo

de los pardmetros establecidos por el centro de trabajo del laboratorio de

ﬂ% CIVESTAV Querétaro, donde finalmente se establecieron como parametros: 15 KV,

L 10 cm entre la placa recolectora y la punta de la jeringa y 0.3 ml/h; posteriormente s

I estos parametros se utilizaron para comparar el cambio respecto a la relacién de ‘

l los componentes.

En la Figura 10a) se muestran las fibras obtenidas con una concentracién 30:70, por J

medio del software Image J, se determiné que el tamaho promedio de las fibras, I

: obteniéndose un didmetro de 244.80 = 100 nm, asi mismo se puede observar que

I el tamano no es homogéneo.

Tabla 3. Pardmetros significativos de nanofibras por el método coaxial. :
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19 20 0.1 112.34
21 15 0.1 206.9
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U Por otro lado, en la Figura 10 b) la concentracion de la muestra es de 50:50, en la |
i3 imagen se pueden observar una gran cantidad de impurezas en las fibras, ya que ;
U se formaron cimulos a través de la pelicula, con un tamano de 857 + 594 nm2. ]
Posteriormente se utilizé una concentracién 70:30, en donde la pelicula muestra o;u
fibras mas homogéneas, con un tamano de 182 %= 80 nm, sin embargo, se 0)“
| encuentran mas desordenadas. J
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Figura 11. Morfologia de membrana obtenida por sistema coaxial a 19 Kv, 0.1 ml/h y con a)10 cm, b) 15 d
cm, )18 cm y d) 20 cm. |
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I Posteriormente se procedié a entrecruzar las fibras, sin embargo, al final del

proceso las fibras perdian su morfologia, y terminaban como pelicula. Esto se !

puede atribuir a un hinchamiento del polimero PVA, lo que provoca que las fibras I

L se unan una con otra y se pierda la morfologia. Asi mismo la atribuimos a la s

solubilidad de ambos polimeros en el agua.

5.1.2 Membrana de fibras del sistema coaxial NaAlg y PVA

) Se decidié implementar el sistema coaxial de agujas, con el fin-de que el alginato

% este mas en contacto con la solucién de CaCl. y evitar la pérdida de las fibras.

‘°% En este proceso, se utilizé una velocidad de flujo de 0.1 ml/h, debido a que durante ‘

las pruebas con este pardametro se observé un mejor comportamiento del chorro,

asi como la formacién del cono de Taylor, porque es mejor tener una minima
| velocidad de flujo para mantener el balance entre la solucién polimérica que sale

de la puntay la solucién de se queda en el chorro [45].

En las membranas obtenidas por este sistema coaxial los primeros parametros
| dieron como resultado fibras'con muchas cuencas, como se observa en la Figura
11a), las cuales corresponden a un voltaje de 19 KV, un flujo de 0.1 ml/h y una
| distancia entre la punta de la aguja y la placa recolectora de 10 cm. El tamafo
promedio de estas fibras es de 142.19 + 200 nm, mientras que el diametro de las
cuentas es dealrededor de 514 + 300 nm (con 615 = 200 nm? de area). Esto puede
ser porque a las fibras no termina de evaporar el solvente, lo que provoca que al
llegar a la placa recolectora, estas colapsen y forman una cuenta, no obstante aln
continua la fibra; en cambio, las esferas que llegan a la placa las podemos atribuir
a-un flujo no constante, debido a que el alginato se conglomera en la punta del
chorro y después es lanzado a la placa, estos fenémenos ocurren cuando el campo

eléctrico no es suficiente para romper la tensidn superficial del polimero [46].
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Figura 12. Histograma de nanofibras por el método coaxial. [

Para evitar la presencia de las gotas y cuencas se modificd la distancia en las
| siguientes muestras. La Figura 11 b) corresponde a pardmetros de 19 KV, 15 cm y
0.1 ml/h, donde se puede observar la disminucién de gotas en las fibras, con un
| tamano alrededor de 520 + 150 nm?(con didametro de 800 * 150 nm). Sin embargo,
% las fibras tienen un tamafo mas-homogéneo como se puede observar en la Figura

I 12, donde el 57% de las fibras se encuentran entre un tamano de 41.6 a 89.6 nm.

| En la bisqueda de dejar en ceros la presencia de cuencas en nuestra membrana se

prosiguié a aumentar la distancia entre el recolector entre la aguja. En la Figura 11

de lasfibras no vario por mucho a comparacién de la Figura 11b), ya que es de

104.85 nm = 90 nm, sin embargo, los tamanos no son tan homogéneos.

Por otro lado, ya no hay presencia de gotas, lo que implica que se esta evaporando
el solvente antes de llegar a la placa recolectora; en cambio se percibe una delgada
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Por Gltimo, en la Figura 11 d) se prosiguié modificando la distancia entre la placa

recolectora y la punta de la aguja para ver el efecto que este pardmetro degenera !

en nuestras fibras. Y como se observa el tamano de las fibras es aumento [

S ligeramente a 112.34 + 70 nm, ademas de un incremento en la presencia de la s

I malla que cubre a las fibras; mientras que el tamano de las impurezas esféricas es I
| de 594 + 479 nm2. |

Por lo anterior, se hizo evidente que conforme aumenta el voltaje disminuye el

U didmetro de las fibras; y lo mismo ocurre al aumentar la distancia, sin embargo,

5 también hay un aumento de la delgada malla que cubre a las fibras; estos defectos pl

se presentan comunmente con un aumento en la distancia entre el recolector y la

aguja [45] [47]. J

L 5.1.3 Membrana de fibras entrecruzada de CaAlg-PVA

| Para mantener la morfologia de las fibras, aumentar su resistencia mecanica y evitar
su solubilidad en agua, es importante entrecruzar las fibras, sin embargo, el
| proceso descrito de entrecruzamiento no mostro una buena conservacion de la

- morfologia de las mismas. £

Por lo anterior se buscé modificar el sistema de electrohilado para utilizar el mismo
coagulante idnico y no utilizar solventes citotdxicos como es el glutaraldehido [27]

o el 4cido citrico [48].

El sistema que se montd se muestra en la Figura 13, donde se observa que las
fibras entran en contacto con la solucién de CaCl; antes de llegar a la placa

recolectora, formandose la membrana de fibras entrecruzadas sobre la solucién.
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ﬂ" Figura 13. llustracién del sistema de electrohilado con'banoe de coagulacién montado en el laboratorio. “
H [
) |
g% Las imagenes de microscopia de la Figura 14, muestran la morfologia de las fibras s
L
I obtenidas con el método simple y los pardmetros de 0.1 ml/h, 15 cm y 19 KV I
i . . - . . . i
ﬁ% (Figura 14a)) y 21 Kv (Figura 14 b y c)). El tamafio promedio de las fibras (Figura 14 p
|

ﬂ% a)) en la parte ancha es de 160 + 100 nm de didametro de las fibras, mientras que ‘
l la parte mas delgadatiene un promedio de 31 + 15 nm de diametro. Por otro lado, s
los cimulos de fibras que se observan son de un tamano de 158.00 = 10 nm de i

didmetro, es decir, un drea promedio de 3.14 + 1.5 pm?2.
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Figura 14. Morfologia obtenida a 0.1 ml/h y 15 em a) 19 KV con magnificacién de 25 000X, b) 21 KV con
magnificacion de 20 000Xy c)21 KV con magnificacién de 5 000X.

Las fibras en la Figura 14 b) y c) tienen un tamafio mas homogéneo y ademas de

mayor porosidad, el didmetro promedio de las fibras es de 70 = 31 nm. Mientras

que los cristales que aparecen en la imagen los atribuimos a cristales de CaCl..

Sin embargo, las membranas que se obtuvieron no fueron homogéneamente

entrecruzadas; en el Figura 14c) se pueden ver de cimulos donde las fibras se ven

o estan mas delgadas, lo que implica que no se hincharon porque no entraron en

contacto con la solucién de CaCl; y que no estan entrecruzadas, ademas hay zonas

donde se pierde la morfologia de las fibras, lo que podemos atribuir a un

hinchamiento muy alto que provoca que se unan las fibras y se pierda la morfologia.
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Figura 15. Morfologia obtenida del sistema coaxial a 15 cmy 0.1 mi/h y 21 KV.

Por ultimo, se realizaron pruebas con el sistema coaxial, los parametros con los que
se obtuvieron las fibras entrecruzadas con una morfologia mas homogénea se
muestran en la Figura 15; donde se observan fibras con un tamafno de 179.87 +

62.54 nm.

La membrana que se obtuvo (Figura 15b) tiene impurezas por el entrecruzamiento
(cuentas entre las fibras) y gotas que llegaron (sobre las fibras), asi como zonas
donde comienza a unirse las fibras por el hinchamiento al momento de entrar en
contacto con la solucién. Las impurezas pueden ser atribuidas a la dificultad de
electrohilar al alginato, lo-que provoca que se acumule la solucién en la punta y
cuando se desprendan lleguen en forma de gotas a la placa recolectora; asi mismo
cuando llegan esas gotas a la solucién de CaCl; se dispersan sobre las fibras ya

obtenidas.




I 5.2 ESPECTROSCOPIA INFRARROJO CON TRANSFORMADA DE FOURIER (FTIR)

U% |
| . : : ,

°% A partir de los espectros que se realizaron a las diferentes muestras obtenidos, en ‘
U la Figura 16 podemos observar que tenemos las bandas correspondientes al PVA,

s g P q P

| , . , |
- linea color verde, en donde a los 3310 cm™ tenemos la senal correspondiente al

H estiramiento del enlace O-H, a los 2938 y 2918 cm™ se encuentra el estiramiento )
* de -CH;, asimétrico y simétrico respectivamente; el estiramiento en la banda a los |
H 1733 cm™ corresponde al C=0 [49]; esta sefnal la podemos atribuir a una oxidacién

del alcohol secundario. Mientras que a los 1438 cm™ tenemos la torsién de tijera
| del H en -CHz, alos 1245y en 1089 cm™ tenemos el estiramiento del enlace -C-OH |

y -C-O respectivamente.
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Figura 16. Espectro de infrarrojo de fibras de Alg:PVA.



i Para el alginato de sodio (NaAlg) se observa la sefnal caracteristica del grupo

funcional carboxilo (Figura 16), -COOH, a los 1752 cm™, junto con la sefal a 1452 J

cm, correspondiente al estiramiento asimétrico y el simétrico respectivamente. [

s Por otro lado, hay presencia, aunque con menor intensidad de senales a 1384 y o

1361 cm-1 correspondiente al estiramiento H-C-H. Las sefales a 1182y 1089 cm, )

corresponden a la torsion del O-H y el estiramiento del grupo. -C-O

ﬂ% respectivamente [50]. T

Asi mismo, las mezclas con ambos compuestos en diferentes relaciones se

H% observan en la Figura 16, donde podemos observar las bandas caracteristicas de d

ambos componentes ya mencionados, sin embargo, en la banda correspondiente A

al estiramiento O-H (3309 cm™) hay un aumento de intensidad y la banda es mas |

v I 4 1 ! 1 " 1 N I ! I
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000
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Figura 17. Espectro de infrarrojo de fibras por método coaxial.

f’ amplia para el caso con mayor concentracion de alginato [51]. ‘
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Figura 18. Espectro de infrarrojo de fibras entrecruzadas.
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U En la banda de 1733 cm” la intensidad disminuye conforme aumenta la }
Le, concentracién de alginato, por otro lado, hay un corrimiento a un nimero de onda ‘
f’ mas pequeno en relacion al alginato, esto lo podemos atribuir a una interaccion ‘
f por puentes de hidrogeno entre los grupos hidroxilo de cada uno de los polimeros, ‘
i asi como con el grupo carboxilo del alginato, y lo que podemos comprobar con el
| corrimiento de la sefal de 1452 a 1608 cm 'y de 1181 a 1245 cm™. J
I 3
l Para el caso de la muestra por el método de agujas coaxial, Figura 17, la banda a ‘
" los 3310 cm™ tienen una menor intensidad, esto lo podemos atribuir.a un posible i
l d
l enlace hidrogeno entre el PVA y el Alginato con los grupos -OH. Por-otro lado, a )
| )
i los 2938 cm™ se observa que la banda es mas amplia, esto debido a que puede
| haber un cambio en las cargas conformacionales [52]. ‘
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U Mientras que la sefal a los 1734, 1511 y 1428 cm™ disminuyen su intensidad y }
Lz, muestran un corrimiento, lo cual se puede atribuir a un incremento de enlaces ‘
f’ hidrogeno intermolecular entre los polimeros [42]. ‘
T En los sistemas de entrecruzamiento a una concentraciéon menor (0.5 %) de iones \
f de Ca?* (color rojo) hay una disminucién de la banda a los 3302 cm™, la banda 2913 ‘
ﬂ% cm” se recorre, en 1734, 1611 y 1445 cm™ disminuye la intensidad de la banda; a \
l una concentracion de 2% de ClaCl; (color ciano) tenemos un comportamiento ‘
f’ similar, sin embargo, en la banda a 1611 cm™ hay un aumento de intensidad. Por ‘
l otro lado, a una concentracién de 1% de CaCl; (color azul), en la banda a los 3302 o
l )
i cm™ hay un aumento de la intensidad, mientras que a los 1611 cm™ | la intensidad
| disminuye y se vuelve mas amplia. ‘
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I El cambio en la banda a los 1612 y 1445 cm™ lo podemos atribuir al proceso de
l entrecruzamiento, ya que hay interaccion iénica entre -COO y el Ca? [53], por ‘
‘ ende, también hay un cambio en el estiramiento del enlace -C-O-C. \
\ Por dltimo, en la Figura 19, se comparan las diferentes modificaciones que se \
ra realizaron a la técnica de electrohilado. Se puede observar que el sistema coaxial .
U genera fibras con una mayor interaccion entre el Alg y el PVA, ya que hay una \
l disminucién en las senales, a excepcién de la banda a los 1609 cm”, donde el ‘
‘ sistema de baho de coagulaciéon exhibe un mejor cambio en el estiramiento del ‘
H grupo -COO, lo que podemos atribuir a la presencia del ion Ca%* entre el dos

extremos B de la moléculas del alginato, provocando un coordinado entre los

carboxilos y Ca?* |




I 5.3 EVALUACION CITOTOXICA MTT
I |
f’ Para estudiar la citotoxicidad de la membrana de nanofibras de NaAlg: PVA se ‘
implementé el método de MTT explicado con anterioridad. En esta seccién se

muestran los resultados obtenidos de citotoxicidad para células de fibroblastos

| linea JB. )
l d
| Durante la evaluacion las fibras presentaron una buena estabilidad, sin embargo, ]
f’ al inicio comenzaron a disolverse, esto lo atribuimos a que el rojo de fenol (presente ‘
L en el medio de cultivo DMEM-F12) puede interactuar con el PVA mediante puentes ]

de hidrogeno [54], lo que puede provocar que se pierda la interaccion del Alg y el

PVA. Ademas, debido a que el entrecruzado no es homogéneo, se pueden disolver J

T los cimulos presentes en la membrana, lo cual provoca una disminucién en la ‘

cantidad de muestra de fibras en la placa.

U% 3500

| 316235 ;
[l
% 3000
L £ 2500 |
Q% 3 01071 ]

=)
L 2 2000
[ 0 ‘

e}

8 1500

:§

£ 1000

- 49465
56.2 . 100 124.09 100 605 759794 57 100
24 4 120

EFibras ®AIgPVA ENcoAlg ®Blanco

I

I

I

I

I

I

I

I

I

I

I

I

I

I

u

ﬂ% Tiempo (hrs)
I

I

u
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I Una vez estable el material se prosiguié con los lavados en agua y medio de cultivo,
: hasta lograr disminuir al pH, sin embargo, aln se tornaban de color rosa, indicando !
\ que no se tiene un pH neutro. Estos lo podemos atribuir a la presencia de los ‘
S cristales de cloruro de calcio adheridos a las fibras, ya que el color rosa indica un
: pH ligeramente alcalino. )
Los resultados a las 24 horas demostraron que hay adherencia de los fibroblastos
L en la superficie de la membrana, como se puede observar en la Figura 20 alrededor \
\ de un 50% de células se encuentran adheridas a la membrana; mientras que el ‘
| resto mueren, debido a que necesitan adherirse a una superficie para sobrevivir.

Figura 21. Microscopia de adherencia celular a las 48 horas.




¥ A las 48 horas no se observa toxicidad manifestada por el material de fibras, ya que

aumenta la cantidad de células presentes en el pozo, alcanzando un 124% de l

viabilidad celular. En la Figura 21 se observa una imagen por microscopio éptico, I

5 donde muestra la adherencia de los fibroblastos (JB) a la superficie de la placa, asi

como en las fibras.

)
i Sin embargo, en las muestras control (peliculas de NaAlg: PVA y Alg) hay un I
8 |

l crecimiento celular significativo, dando como resultado una mayor viabilidad

celular en comparacién con las fibras. Esto lo podemos atribuir a que las peliculas

l tienen una mayor area de contacto, en el rango de micrometros, con esta s

dimensién se permite un mejor flujo de nutrientes, asi como de los deshechos

celulares. J

A las 120 horas aun se observa adherencia de las células a las fibras, sin embargo, ]

la disminucién de la viabilidad celular lo podemos atribuir a que en las fibras no

| permiten el flujo de deshechos celulares por la poca superficie que tienen, y esta
H acumulacion provoca la muerte celular. Lo mismo ocurre en las muestras de
| control, hay una acumulacién de deshechos que al final provocan un medio acido

¥ el cual impide la sobrevivencia de las células.

i Los resultados de una mayor viabilidad celular en las peliculas lo atribuimos a que
| el tamano de la muestra utilizada fue mayor que en las muestras de fibras, lo que
i provocé que las células no tuvieran la misma cantidad de area para poder

proliferar.




[ 6 CONCLUSIONES ]

Se logré sintetizar una membrana de nanofibras de alginato de sodio y polivinilo

alcohol mediante de la técnica de electrohilado, las fibras se obtuvieron tanto con J

i una mezcla homogénea de ambos polimeros como con la implementacién del ‘
l sistema coaxial, obteniéndose un tamafno promedio de las fibras de alrededor de |

84 nm.

i Las nanofibras entrecruzadas fueron obtenidas mediante la incorporacion de un ‘

| sistema de coagulacién al equipo de electrohilado posicionado de forma vertical,

i con una solucién de cloruro de calcio como coagulante. La membrana demostré ‘

ser resistente a soluciones acuosas, lo que podemos atribuir al entrecruzamiento

de los polimeros por medio de los iones de Ca?*.

i Mediante SEM se identificé la morfologia de las fibras, asi como el efecto que el
i cambio de los diferentes parametros tiene sobre esta. Dando como resultado que
ﬂo al aumentar el voltaje disminuye el diametro de las fibras; al aumentar la distancia
I entre el recolector y la aguja disminuye el tamafo de las fibras; y al disminuir el
i flujo disminuyen las gotas e impurezas en la membrana, obteniendo fibras de un
| tamano mas homogéneo. Por otro lado, de los resultados obtenidos por FTIR
i podemos decir que estos polimeros se encuentran interactuando de manera fisica
| mediante puentes de hidrogeno, ya que se conservan las senales particulares de |

ambos polimeros, por lo que no hay una interacciéon quimica. Asi mismo, los iones

provocando una mejor resistencia de la membrana a soluciones acuosas.

El analisis de citotoxicidad, Prueba MTT, arrojé como resultado una respuesta
favorable de biocompatibilidad, ya que las fibras permiten la adherencia de los
fibroblastos, y por siguiente, la proliferacion celular es mayor, porque permiten el
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de Ca?" logran entrecruzar al alginato por medio de enlaces de coordinacién, |
|
|
|
|
|
|
. . |
flujo de nutrientes y deshechos celulares. |
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I De este trabajo de investigacién podemos concluir que se cumplié el objetivo
l general, debido a que fue posible electrohilar la molécula de alginato con ayuda ‘
‘ de PVA, el cual contribuye a que las cadenas poliméricas del NaAlg tengan un ‘
L arreglo de cargas conformacionales, ya que por si solo no es posible lograrlo; este
. arreglo morfolégico se puede conservar entrecruzando las fibras mediante una i
soluciéon con iones de Ca?, la cual le otorga estabilidad en soluciones acuosas; ‘
ademas, podemos decir que las nanofibras obtenidas favorecen el crecimiento
celular en comparacién con peliculas de ambos polimeros, y de esta forma
comprobando la hipétesis planteada al inicio del proyecto.
| |
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[
|
|
|
|
|
|
|
L °
|




I 7 PERSPECTIVAS

l e Evaluar el efecto que tienen un medio de cultivo sin rojo de fenol dentro de
I las pruebas citotdxicas.

| e Realizar mas andlisis de FTIR para comprender el motivo de las sefales de

I oxidacién el PVA, y por siguiente, la interaccion que tienen con el NaAlg.
% ¢ Implementar un componente que contribuya a una actividad bacteriostatica

| e Evaluar la eficiencia del material en el proceso de hemostasia.
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