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RESUMEN

El presente trabajo de investigacion hace uso de la técnica de electrospinning, la cual
emplea la accion de un campo eléctrico que influye sobre una solucion polimérica
alimentada por una bomba de inyeccion, hasta salir por un capilar formando asi fibras
muy finas en la escala de micrometros y nanOmetros para su posterior uso en
aplicaciones biomédicas dada su estructura semejante a la matriz extracelular humana
que le permite ser usado para la produccién de un apdsito para heridas cutdneas
cronicas. El biomaterial utilizado es la fibroina de seda que resalta entre otros
biopolimeros por sus excelentes propiedades mecanicas y biolégicas dopado con sangre
de drago, savia natural con muchas bondades curativas utilizadas ancestralmente por
pueblos indigenas de la Amazonia. Tras la extraccion del biopolimero y la preparacion
de la solucion acuosa usando Oxido de polietileno (PEO) de 1°000 000 [Da] se obtuvieron
como resultado membranas con los siguientes parametros operativos: Voltaje: 6-7 [kV],
caudal: 1,2-1,4[mL/h] y Distancia colector/capilar: 12[cm]. Las muestras fueron replicadas
en fibroina china y ecuatoriana y posteriormente caracterizadas de 3 formas:
morfolégicamente a través de microscopia SEM(microscopio electronico de barrido)
obteniendo didmetros entre 139,43 - 160 [nm] y 144,1 - 145,4 [nm] respectivamente,
reologicamente en el reémetro del Laboratorio de Reologia del DECEM obteniendo
viscosidades entre 15,03 — 31,621[mPa.s] y 26,58 — 39,45 [mPa.s], respectivamente y
mecénicamente para las muestras de fibroina de seda china en microscopia AFM
obteniendo modulos de Young de 279,9 y 107,1 [MPa] para diferentes porcentajes de

concentracion de cada uno de los componentes.

PALABRAS CLAVE:
e ELECTROSPINNING
e FIBROINA DE SEDA
e SANGRE DE DRAGO
e APOSITOS
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ABSTRACT

This research work makes use of the electrospinning technique, which uses the action of
an electric field that influences a polymer solution fed by an injection pump, until leaving
through a capillary forming very fine fibers in the micrometer and nanometers scale for its
later use in biomedical applications given its structure similar to the human extracellular
matrix that allows it to be used for the production of a wound dressing for chronic
cutaneous wounds. The biomaterial used is silk fibroin that stands out among other
biopolymers for its excellent mechanical and biological properties doped with Drago’s
blood, natural sap with many healing benefits used ancestrally by indigenous peoples of
the Amazon. After extraction of the biopolymer and preparation of the aqueous solution
using Polyethylene oxide (PEO) 1’000 000 [Da], membranes were obtained with the
following operating parameters: Voltage: 6-7 [kV], flow rate: 1.2-1, 4 [mL / h] and Distance
between collector/capillary: 12 [cm]. The samples were replicated in Chinese and
Ecuadorian fibroin and subsequently characterized in 3 ways: morphologically through
SEM microscopy (scanning electron microscope) obtaining diameters between 139.43 -
160 [nm] and 144.1 - 145.4 [nm] respectively, rheologically in the rheometer from the
Rheology Laboratory of DECEM obtaining viscosities between 15.03 - 31.621 [mPa.s] and
26.58 - 39.45 [mPa.s], respectively and mechanically for samples of Chinese silk fibroin
in AFM microscopy obtaining Young's modulus of 279.9 and 107.1 [MPa] for different

percentages of concentration of each of the components.
KEYWORDS:

e ELECTROSPINNING
e SILK FIBROIN

e DRAGO'S BLOOD

e WOUND DRESSINGS



CAPITULO |
GENERALIDADES

1.1. Introduccién

La piel es el érgano mas largo del cuerpo humano, se encarga de protegerlo del
ambiente externo, expuesto a patdgenos y pérdida de agua. Las heridas de piel se
pueden clasificar en 2 categorias: Agudas (como son heridas quirargicas y traumaticas o
guemaduras) y Croénicas (como son Ulceras por pie diabético o Ulceras por presion,

también llamadas escaras).

Segun el Centro Nacional de estadisticas de Salud en Estados Unidos en el afio 2000
hubo 40 millones de procedimientos quirdrgicos en pacientes internados, junto con 31.5
millones de procedimientos ambulatorios (Sen, Gordillo, & Roy, 2009). Ademas, hay
alrededor de 41 millones de casos de trauma o lesion cada afio que representan una
carga econdémica de mas de 670 billones de dolares anualmente (Insitute National
Trauma, 2005). Por otro lado, las quemaduras inducidas por fuego y calor repercuten en
35 millones de lesiones cada afio en el mundo (Vos, Barber, & Bel, 2015), con 2.9
millones de hospitalizaciones y 238.000 muertes (Haagsma, Graetz, & Bolliger, 2015).
De estas, las heridas crénicas afectan a 6.5 millones de pacientes en los Estados Unidos,
con mas de 25 mil millones de ddlares gastados anualmente en su tratamiento. Esta
situacion es aln mas grave en paises en desarrollo y tercermundistas como el nuestro
(O’Reilly, Cameron, & Joshipura, 2012). Adicionalmente, 2.5 millones de Ulceras por
presion son tratadas en Estados Unidos cada afio. El manejo de cada una de estas
representa aproximadamente $70.000, de tal modo se ha estimado en $11 millones el
gasto anual total para el tratamiento de Ulceras por presién en el pais anglosajén (Sen,
Gordillo, & Roy, 2009).

Segun la OMS (2005), la diabetes es el tercer problema de salud del mundo. El 25%
de los ingresos hospitalarios en pacientes con diabetes son debido al pie diabético.

Aproximadamente un 15% de todos estos pacientes presentan mal perforante plantar o
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Ulcera por pie diabético en algin momento de su vida. Del 85% de estos, el 15% sufre
una amputacién. Los costos por Ulcera son aproximadamente de $20.000 a $60.000
anuales por paciente (OMS 2005).

En nuestro pais segun el Instituto Nacional de Estadisticas y Censos - INEC en el
Anuario de estadisticas de nacimientos y defunciones, el nUmero de defunciones en el
ano 2014 fue de 62.981 personas, 10.960 en la provincia de Pichincha, 9.997 en el
Canton Quito y 257 en el canton Rumifiahui (247 en la ciudad de Sangolqui). Producto
de enfermedades de la piel y del tejido subcutaneo 122 personas han fallecido en el pais,
mientras que en la provincia de Pichincha son 24 los casos reportados de muerte (INEC,
2014). Ademas, en el Ecuador, existe un 55% de casos de Ulceras por presion siendo el
grupo de edad de 50 a 74 afios el de mayor recurrencia, confirmando la premisa de que
en personas de edad avanzada es comun este tipo de lesiones debido a la fragilizacion
del tejido celular subcutédneo y la elasticidad de la piel. (Cedefio & Molina, 2015). En el
2011 se registraron 700 casos de pacientes con Ulceras por pie diabético, de los cuales
la incidencia de las amputaciones de extremidades inferiores reportadas por los

hospitales fue del 65%.

Por otro lado, en Colombia uno de los puntos mas cercanos de referencia, segun
datos del Ministerio de Salud Publica el costo referente a tratamiento de Ulceras crénicas
de cualquier tipo representa un gasto de $40.000, planteando que en temas de
prevencion el coste podria disminuir hasta los $2.700 (Ministerio de Salud Pudblica, 2012).
Mientras tanto en el Ecuador, en el periodo 2000 y 2005 se registré un incremento de
1.093.487 consultas preventivas, mientras que entre el 2008 al 2011, el aumento de
consultas preventivas fue de 2.345.081, es decir, en los ultimos tres afios del periodo
analizado el Ministerio de Salud Publica ha enfatizado su gestion en “prevenir’ en lugar
de “curar”. De esta forma, las practicas mas eficientes para evitar la presencia de heridas
cronicas de piel como las antes mencionadas van dirigidas a la prevencion ya sea
mediante el uso de apdésitos o vendajes que ayudan a evitar la infeccion y mantener un

entorno apropiado que permita la correcta cicatrizacion de la herida (Percival, 2002).
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Segun datos tomados de las estadisticas del Comercio Exterior de Bienes del Banco
Central del Ecuador, apoyado es el cédigo de aranceles 30.05 referente a apositos y
vendajes en el afio 2012 el Ecuador exportd 30,3 Ton. a Peru recibiendo como redito
$75.500 e import6 885,3 Ton. invirtiendo $12'128.200, siendo Colombia el proveedor
principal con 165,9Tm. En su lugar, en el afio 2016 se exportaron 55,8 Ton. a Peru
recibiendo como redito $84.800 e importé 773,2 Ton. invirtiendo $10°493.500, siendo
nuevamente Colombia el principal proveedor con 169,4 Ton. En lo que va del 2017 en
tema exportaciones el monto se redujo a 0,2 Ton. a Estados Unidos obteniendo una
ganancia de $26.300 y en tema importaciones del mismo modo se redujo 675,6 Ton.
invirtiendo $8'787.100 planteando claramente que el pais proveedor de dichos articulos
es Colombia con 105 Ton. (Banco Central del Ecuador, 2017). Lo que demuestra que en
el Ecuador la carga de importaciones como de exportaciones presenta una reduccion,
dado que la produccion nacional esta siendo utilizada para consumo propio, lo que
impulsa su produccion interna, lo que a su vez llama a la innovacién en produccion

nacional de productos de esta indole.

Procesos tecnoldgicos para la fabricacion de fibras de pequefios diametros como son
drawing, template synthesis, phase separation, self-assembly y electrospinning han
brindado la oportunidad de conseguir geometrias muy complicadas de lograr por otros
métodos, pero problemas relativos al equipamiento, limitaciones en cuanto a materiales
o simplemente lo complicado del proceso como tal, han resaltado al electrospinning
basado en su versatilidad, facilidad de produccion, una aplica gama de polimeros
utilizables y costo bajo como la técnica apropiada para la produccién de fibras. El
electrospinning o electrohilado emplea la accién de fuerzas electrostaticas producidas a
partir de un campo eléctrico que influye en una solucion polimérica acuosa, alimentada
por una bomba inyectora y cuya salida es a través de un capilar, permiten la elaboracion
fibras muy finas en la escala micro y nanomeétrica, asi como la producciéon de membranas

utilizables como apdésitos o parches.

Los materiales utilizables para la produccion de fibras por electrospinning se dividen

en 2 grupos principales: polimeros sintéticos como son el PVA (polyvinil alcohol), el PEO



(6xido de polietileno), PVP (polyvinyl pyrrolidone), PAN(poliacrilonitrilo), etc. y
biopolimeros obtenidos como dice su nombre de fuentes biolégicas como son el
coladgeno, quitosan, acido hialurénico o la fibroina de seda que se caracteriza por ser de
origen animal, especificamente del gusano de seda o Bombyx Mori que produce seda,
membranas, nidos y estructuras que le den soporte a los huevos. La seda conformada
esta constituida por 2 proteinas: una fibrosa llamada fibroina y una amorfa y viscosa
llamada sericina que es la que se encarga de mantener unidas las fibras de fibroina (Voet
& Voet, 2004). La fibroina como biomaterial electrohilable ha presentado una serie de
propiedades tales como la biocompatibilidad, biodegradacién controlable, bajo nivel
citotéxico, excelentes propiedades mecénicas que permiten e impulsan a que sea usada
en una diversidad de aplicaciones biomédicas como: suturas, parches, encapsulacion de

farmacos, andamios de tejidos, etc. (Kundu S. C., 2014)

El presente trabajo pretende el estudio y caracterizacion de fibras de fibroina de seda
dopada con sangre de drago (crotdn lechleri mll) como agente de multiples propiedades
medicinales como la cicatrizante, homeostatica, antibacterial, antiviral, etc. (Jones K. ,
2003) De tal forma que plantee las bases iniciales para el posterior aplicacién en el area
biomédica, especialmente en la produccion de parches o apositos, dandole valor
agregado a materias primas ecuatorianas poco aprovechadas hasta la actualidad,

tecnificando ademas dichos saberes ancestrales.

1.2. Antecedentes

La Universidad de las Fuerzas Armadas — ESPE, como parte del sistema de
Educacion Superior, estad enfocada en el desarrollo de nuevos proyectos que beneficien
a la sociedad, para lo cual se desarrollard una investigacion sobre la obtencion y
caracterizacion de microfibras de fibroina de seda con sangre de drago (Croton Lechleri

Mull) mediante la técnica de electrospinning.

La técnica de electrohilado o también llamada electrospinning es un procedimiento
que reune las bases cientificas de la electrohidrodinamica para la obtencion de
microfibras o nanofibras por medio de estiramiento coaxial de una solucion viscoelastica

(Teo & Ramakrishna, 2006). Este fendbmeno fue observado inicialmente por Rayleigh en
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1897, quien evalud el efecto de inducir cargas eléctricas en chorros de agua, asi como la
inestabilidad asimétrica del flujo del jet. Posteriormente fue estudiado a detalle por Zeleny
en 1914, basado en el analisis del comportamiento de las gotas de solucién en el extremo
de un capilar e inici6 el proceso de modelamiento matematico del comportamiento de los
fluidos bajo las fuerzas electroestaticas (Zeleny, 1914) y patentada por Formhals en 1934,
quien describié de forma explicita el proceso experimental para la creacion de nanofibras,
fabricando un dispositivo que se componia de una fuente de alto voltaje que alimenta a
la cinta segmentada encargada de recoger las fibras, que posteriormente eran removidas

con la ayuda de un cilindro como se detalla en la Figura 1.
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Figura 1. Equipo de Electrospinning patentado por A. Formhals

Patente: (US Patente n® 1975504, 1934)

En 1966 fue el profesor Harold Simons quien patentd el primer instrumento para la
creacion de fibras ultrafinas mediante la técnica de electrohilado. De alli en adelante han
sido muchos los investigadores que han aportado al desarrollo de esta técnica hasta
1980, que fue cuando se construyd el primer dispositivo capaz de manufacturar
nanofibras. Actualmente, producto de un sin nimero de bondades que brinda la técnica,

son muchas las aplicaciones del electrohilado en investigacion, tales como: dispositivos
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electronicos, catalizadores, absorbentes, filtracion, creacion de nuevos materiales,
ingenieria de tejidos, implantes dentales, etc. (Radhakrishnan, y otros, 2013). Haciendo
referencia a las aplicaciones previamente enunciadas es clara la elevada participacion
que tiene el area biomédica. Ultimamente dicha relacién se ha visto expuesta en el uso
de materiales que se caracterizan por su riqueza en las llamadas “biopropiedades” como
la biocompatibilidad, biodegradacién, no toxicidad; un claro ejemplo de esto se ha
encontrado en la Fibroina de Seda de los capullos de Bombyx Mori o capullos del gusano
de seda (Ohgo, Zhao, Kobayashi, & Asakura, 2002), esto sumado a los beneficios
ancestralmente conocidos y ahora cientificamente demostrados de la Sangre de Drago
(Croton Lechleri Miull) en cuanto a propiedades antisépticas, antibacteriales y
antioxidantes (Guerrinib, y otros, 2010), hacen de la posible combinacion Fibroina de
Seda — Sangre de Drago(Croton Lechleri Mill) una fuente de investigacion interesante
en pro del desarrollo del area biomédica/biomecanica para la curacion de heridas

cronicas.

Aules y Quijije (2016) realizaron un protocolo tanto de extraccion de fibroina de seda
como de su posterior electrohilado, caracterizandolo tanto morfolégicamente como
reoldégicamente. En el area del electrohilado nunca antes se ha utilizado sangre de drago
(Croton Lechleri Mull) como componente de la solucién polimérica, argumento que

plantea ademas la necesidad de realizarlo por primera vez en esta investigacion.

1.3. Definicién Del Proyecto

En el campo de la biomedicina, el uso de biopolimeros para el desarrollo de ingenieria
de tejidos ha sido uno de los campos mas estudiados recientemente y gracias a técnicas
de produccién de elementos con propiedades geométricas y morfoldgicas controlables
como el electrohilado dan cabida a la produccion de una serie de elementos con diversas

aplicaciones.

El electrospinning destaca de otros métodos quimicos de fabricacion de fibras por su
versatilidad, métodos como drawing, phase separation, self-assembly, template synthesis
cuentan con una serie de limitaciones técnicas, a travées del electrospinning es posible

controlar la morfologia y resistencia mecanica de las fibras variando parametros
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funcionales de la solucion y operacionales del proceso, ademas cuenta con una alta gama
de polimeros utilizables, sean estos sintéticos como el 6xido de polietileno(PEO), poli
vinil-alcohol(PVA) o biopolimeros como el coladgeno, quitosan y la misma fibroina de seda.

En el Ecuador resulta escaso el estudio de dicha técnica a tal grado que el Laboratorio
de Reologia de la Universidad de las Fuerzas Armadas — ESPE es el Unico que genera
investigacion sobre ello. En el presente trabajo se realizara& un estudio del
comportamiento de la fibroina de seda y sangre de drago como solucion polimérica para
la produccion de nano y micro fibras que posteriormente puedan ser usados en
aplicaciones como apésitos en pro de la cicatrizacion y curacion de heridas crénicas en

la piel.

1.4. Objetivos

1.4.1. Objetivo General
Obtener y caracterizar microfibras de fibroina de seda con Croton Lechleri Mill

mediante la técnica de electrospinning.

1.4.2. Objetivos Especificos

o Obtener microfibras de fibroina de seda con Croton Lechleri Mull mediante la
técnica de electrospinning.

o Caracterizar morfologica y reoldgicamente muestras de microfibras de fibroina de
seda ecuatoriana y china con Croton Lechleri Mull obtenidas de la técnica de
electrospinning.

o Determinar el modulo de young de muestras de microfibras de fibroina de seda
ecuatoriana y china con Croton Lechleri Mull obtenidas de la técnica de
electrospinning

o Comparar la caracterizacion desarrollada de las muestras de microfibras en base
de fibroina de seda china y ecuatoriana obtenidas de la técnica de

electrospinning.



1.5. Justificacion e Importancia

En el Ecuador existe poco desarrollo en el area nanotecnoldgica referida a la creacion
y utilizacién de nuevos biomateriales; relacionado al tema en cuestion, la utilizacion de
técnicas como el electrospinning para la obtencion de micro y nanofibras en el pais es un
tanto insuficiente, aunque si demasiado interesante para su posterior estudio. El
electrohilado cuenta con una alta versatilidad en la fabricacion de elementos a escalas
micro y nanometricas con proyeccion a una serie de aplicaciones tecnologicas en los
campos de energiay electrénica, bioingenieria, seguridad y defensa, ingenieria ambiental

y biotecnologia. (Ramakrishna, Fujihara, Teo, Lim, & Ma, 2005)

Haciendo referencia a la Bioingenieria, uno de los campos mayormente estudiados
en potenciales aplicaciones biomédicas como la farmacéutica, la distribucion de farmacos
y materiales para la garantizar la asepsia del tejido epitelial o parches o apdsitos o
también conocidos como wound dressing, se propuso este proyecto de investigacion que
no solo aprovecha el creciente desarrollo de la nanotecnologia reflejada en procesos
ingenieriles como el antes ya mencionado electrospinning, sino que ademas hace uso de
los conocimientos ancestrales ya demostrados por la ciencia tecnificandolos para el
posterior desarrollo de apdsitos con fines biomédicos que aprovechen las propiedades
biocompatibles y curativas de la sangre de drago y la fibroina de seda .

En la produccion de apdsitos segun Chen et. al (2017), dependiendo de las
necesidades del sujeto o paciente son varios los agentes aplicables a la membrana, si lo
que se busca son propiedades homeostéaticas, antibacteriales, anti inflamatorias,
antioxidantes, etc. Curiosamente dichas propiedades son abarcadas por la sangre de
drago, razon por la cual resulta necesario su estudio en la posible fabricacion de
membranas que a posteriori puedan ser utilizadas como parches para la curacion de
heridas crénicas en la piel. En la Figura 2 se puede observar como para cada una de las

necesidades del paciente se plantean opciones de agente dopante al parche.



Gasotransmitter:

H2S, NO...
Growth factors: Without agents
EGF, bFGF,
TGF-B1,
PDGF, VEGF...
Hemostasis:
3 Thrombin,
Nanofiber s Fibrinogen...
wound dressing
Anti-inflammation:
Calendula officinalis extracts...
Anti-bacterial:
Silver,
Antibiotics,

Anti-bacterial peptide...

Anti-oxidant:
Curcumin,
Garcinia mangostana extracts...

Figura 2. Agentes que mejoran el rendimiento del apdsito

Fuente: (Chen, y otros, 2017)

De esta forma se busca aportar al crecimiento del pais en el &mbito de la investigacion
afin al cambio de la matriz productiva en temas de agregar valor a los recursos naturales
poco aprovechados.

1.6. Alcance

La enorme diversidad del Ecuador y su riqueza en cuanto a materias primas lo
convierten en un lugar Unico a la hora de hablar del desarrollo de biomateriales.
Historicamente dicha diversidad se ha visto opacada por la falta de seguimiento que se
les da a estos materiales, en ocasiones rebajandolos a ser materias primas de obtencion
y uso artesanal sin ningun valor agregado. Por ejemplo, la produccién de capullos de
gusano de seda o Bombyx Mori en el pais es deficiente y se remite a ser artesanal para

la elaboracién de bufandas y ropa de caracter artesanal. Caso similar se presenta con la
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sangre de drago, producto comun en centros naturistas o en negocios ambulantes, pero

que relativo a sus propiedades curativas resulta poco aprovechado.

De esta forma se pretende tecnificar los saberes ancestrales aprovechando las
propiedades regenerativas de la fibroina de seda y las propiedades cicatrizantes,
antibacteriales y antioxidantes que brinda la sangre de drago (Croton Lechleri Mull);
caracterizando su morfologia, reologia y moédulo de young, variando los parametros
estructurales de la técnica de electrohilado como el voltaje, el caudal, distancia entre
capilar y colector y la concentracion, de tal modo que se planten las bases necesarias
para proyectar a posteriori su aplicacion en apositos que aprovechen todos estos
beneficios en la regeneracion de tejidos epiteliales en heridas crénicas.
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2.1. Técnica de electrohilado

Es un proceso patentado por Formhals en 1934, que permite la formacién de
filamentos poliméricos mediante el uso fuerzas electrostaticas, los mismos que presentan
caracteristicas particulares entre las que resaltan: alta relacion area/volumen, flexibilidad,
alta porosidad y un rendimiento mecanico relativamente superior comparados con otros
tipos de material de caracteristicas morfologicas similares; asi como la posibilidad de
combinar las propiedades de varios polimeros para la formacién de fibras (Li, Caterson,
Tuan, & Ko, 2012). El primer quipo disefiado por Formhals se ilustra en la Figura 1.
Aplicable en diversos campos, tales como, nanocatalisis, andamios para ingenieria de
tejidos, ropa protectora, apdésitos o vendajes, filtracion, biomédico, farmacéutico, éptica,
electronicos, biotecnologia, defensa y seguridad e ingenieria ambiental (Radhakrishnan,
y otros, 2013).

2.1.1. Descripcion del Proceso

Una maquina tipica de electrohilado o electrospinning consta principalmente de 4
elementos: una bomba inyectora, una fuente de alto voltaje, un capilar y un plato
colector. La solucién polimérica es colocada generalmente dentro de una jeringa
convencional es inyectada por la bomba hasta ser expulsada a través del capilar,
donde se encuentran conectada una de las terminales de la fuente de alto voltaje que
generara el campo eléctrico critico necesario para vencer las fuerzas intermoleculares
de la solucién(tensién superficial) generando una fibra delgada extruida a escala micro
y nanométrica que se depositara sobre un plato colector que se encuentra conectado
con el otro terminal de la fuente, tras la evaporacion del solvente (Hohman, Shin,
Rutledge, & Brenner, 2001). En la Figura 3 se ilustra una maquina convencional de

electrospinning en configuracion horizontal.
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Bomba
Infusora
1

Plato colector

Fuente de Alto Voltaje

Capilar

Figura 3. Sistema de funcionamiento de la técnica de Electrospinning

Fuente: (Rahmani, Arbabi Bidgoli, & Rezayat, 2017)

Las fuerzas electrostaticas y la tension superficial ocupan un papel muy importante
en el proceso de formacion del jet o jetting, mientras las fuerzas gravitacionales resultan
intrascendentes en la formacién de fibras. Un jet estable se consigue cuando las fuerzas
electrostaticas de repulsion entre los elementos cargados del jet liquido de la solucion
polimérica superan la tension superficial de la misma (Agarwal, Burgard, Greiner, &
Wendorff, 2016).

2.1.2. Parametros de funcionamiento
Los parametros de funcionamiento que intervienen en el proceso de electrospinning

son los parametros de la solucién, los parametros operacionales y ambientales.
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Parametros de la solucion
Parametros ligados a las caracteristicas quimicas de la solucion, entre los que se
encuentra la concentracién, tension superficial, viscosidad, conductividad eléctrica, peso

molecular, etc.

En la Tabla 1 se resume la influencia generada por los parametros de la solucion
dentro de las fibras obtenidas, donde las flechas 1| hacen referencia al incremento o

decremento del valor del parametro analizado.

Tabla 1
Influencia de los Parametros de la Solucion sobre las fibras
Parametro Caracteristica Referencia
Se dificulta el paso de la (Sill & Von Recum
o solucion a través del capilar,
Concentracion . 2008)
T tapandolo.
de la solucién Aumento en el diametro de (Ramakrishna,
del polimero fibras. Fujihara, Teo, Lim, &

l Las fibras se rompen en gotas
antes de llegar al colector
Aparicion de beads o collares en  (poghj & Reneker,

T las fibras.

Ma, 2005)

Tension Inestabilidad en el jet. 1995)
- Fibras lisas, la unica forma de
Superficial o . .
l disminuir la tension superficial (Fong, Chung, &

es con la adicion de solventes
de baja tension como el etanol.
Mayor estiramiento fibras mas

Reneker, 1999)

. delgadas.
Conductividad T _. . : .
Bifurcacion de fibras a voltajes  (Bhardwaj & Kundu,
Eléctrica de la bajos. 2010
Solucidn Menor estiramiento, fibras mas )

l gruesas con beads.
Genera particulas, no fibras

CONTINUA mm=)
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El voltaje necesario para
1 superar la tension superficial

Peso molecular debe ser muy alto. (Doshi & Reneker,

Se reduce el goteo. 1995)

Generacion de particulas antes
l que fibras.

Existe goteo.

Necesita de un voltaje muy alto
M y no genera el jet, provocando
que la solucién se seque en la
punta del capilar.
Aumento en el diametro de las
fibras. (Baumgarten, 1971)
Generacion de beads.
Baja uniformidad de fibras.

del polimero

(Doshi & Reneker,

. . 1995)
Viscosidad

Parametros operativos

Parametros ligados a la operacién propia del proceso de electrohilado guiados a la
estabilizacion del cono de Taylor, los cuales son el voltaje, el caudal y la distancia capilar
/plato colector. En la Tabla 2 se resume la influencia generada por los pardmetros
operacionales dentro de las fibras obtenidas, donde las flechas 1| hacen referencia al

incremento o decremento del valor del parametro analizado.

Tabla 2
Influencia de los Parametros Operacionales sobre las fibras

Parametro Caracteristica Referencia
Reduccion del diametro de las (Deitzel, Kleinmeyer ,
flpras. . : . Harris, & Beck Tan,

Voltaje 11 Bifurcacion del jet y aparicion de
beads. 2001)

Aumento en densidad de beads.

CONTINUA mm)



Aumento del diametro de las
fibras.

Poco impulso para la llegada de
la solucion al pato colector.

(Demir, Yilgor, Yilgor, &
Erman, 2002)

(Krishnappa, Desai, &
Sung, 2003)

Caudal

Aumento del didmetro de las
fibras.

Aparicion de beads.

Fibras humedas con presencia
de solvente no evaporado.
Fibras discontinuas.

Las fibras se secan antes de la
llegada al plato colector.
No generacion del jet

(Yuan, Zhang, Dong, &
Sheng, 2004)

(Zong, y otros, 2002)

i

Las fibras no llegan al plato
colector y caen por su propio
peso.

Distancia capilar ¢
— colector

El solvente se evapora
completamente antes de que la
fibra llegue al plato colector.
Aparicion de beads.

No se evapora completamente
el solvente.

s

Fibras humedas en el plato
colector.

(Li, Wang, & Xia, 2003)

(Ki, y otros, 2005)

(Zhao, Wu, Wang, &
Huang, 2004)

Parametros ambientales

Pardmetros ajenos al proceso de electrohilado de dificil control, a pesar de no

tener gran efecto sobre la morfologia de las fibras los parametros mas relevantes son la

temperatura y la humedad.

En la Tabla 3 se resume la influencia generada por los parametros ambientales

dentro de las fibras obtenidas, donde las flechas 1| hacen referencia al incremento o

decremento del valor del parametro analizado.
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Tabla 3
Influencia de los Parametros Ambientales sobre las fibras
Parametro Caracteristica Referencia
Disminuye el diametro de las (Demir, Yilgor,
T fibras.

Yilgor, & Erman,
Pueden aparecer beads.

Modifica la viscosidad de la
} solucion y modifica los
pardmetros de la solucién
1 Aparicion de poros circulares en  (Megelski,
la superficie de las fibras.
La tasa de evaporacion del
solvente aumenta y la fibra se
seca antes de llegar al plato (Baumgarten,
colector. 1971)

Temperatura

2002)

Stephens, Chase,
& Rabolt, 2005)

Humedad Relativa

2.1.3. Fases de la Técnica de Electrohilado

Al comenzar el proceso de electrohilado, la solucién polimérica es cargada por un
voltaje critico V. (fuerza eléctrica que forma al cono de Taylor). Tras estudios de Nuansing
en 2014 menciond que aproximadamente luego de 0.05 ms, el chorro crea una fibra de
diametro entre 1 — 10 um para formar el conocido whipping o latigueo, y luego de 3 ms
se logra el estado estable. Finalmente, la evaporacion del solvente y la extraccion
continua del whipping reduce el didmetro de la fibra hasta llegar al diAmetro final. La
complejidad del proceso recae en las altas velocidades hidrodinamicas, reologia
compleja, y transferencia de carga, masa y calor dentro del jet. De esta manera, es

posible dividir al proceso en 3 regimenes descritos en la Figura 4. (Nuansing, 2014)
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Regime I: Taylor cone
(scale of 102 - 102 m)

Regime II: Cone-jet
[scale of 105 - 10°m)

Regime III: Whipping jet
(scale of 105 - 1079 m)

v

Figura 4. Régimenes del proceso de electrospinning

Fuente: (Nuansing, 2014)

Régimen I: Cono de Taylor

Segun Chen (2010) la técnica de electrospinning les brinda a las fibras
submicrométricas mejores propiedades mecéanicas dado que la disminucion del diametro
del chorro se realiza en forma de cono, que es imposible lograr en procesos de hilado
convencional. En 1960, Taylor desarroll6 la teoria de la forma conica que toma la gota de
un polimero en la punta del capilar al aplicarse un campo eléctrico. Esta forma de cono
se conoce como “Cono de Taylor”, y es trascendental en la formacion de fibras por
electrospinning (Chen C. H., 2010).

Este régimen inicia después de que la fuerza electrostatica generada vence a la
tension superficial de la solucién polimérica. Es posible estimar el voltaje critico V, o
voltaje donde aparece el equilibrio del estado estable en la superficie del cono, con la
ecuacioén (1) desarrollada por Taylor.
Vetegs) = 4L_I-£2( n;_i - ;) 21y Rpcos¢ @)

Donde H es la distancia de inyeccion, L es la longitud del capilar, R,, es el radio del
capilar, V. es el voltaje critico, y es la tension superficial, y ¢ es el angulo del cono de

Taylor (49.3° para un conductor perfecto).
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Régimen II: Chorro del Cono

En su estudio Nuansing (2014) menciona que es la fuerza tangencial la que dirige a
la solucién hacia el colector, cerrando asi el circuito y pulverizando el chorro en caso de
electrospray o extrayéndolo en caso de electrospinning. Para el caso de una solucion
polimérica con propiedades viscoelasticas se obtiene un chorro, para el cual, es posible

aproximar el diametro mediante la ecuacion (2).

o\ 1/3
di =4 <y£0 %) (2)

Donde d es el diametro del chorro, y es la tension superficial, Q es el caudal, I es la

corriente, y g, es la permitividad del vacio.

Régimen Ill: Whipping

Después del jet existe una perturbacion continua, y la trayectoria de cada segmento
de fibra se vuelve perpendicular al eje. Dada la repulsion de las cargas se presentan
muchos giros y elongaciones aleatorias, el solvente se evapora completamente, lo que
permite la obtencién de fibras delgada. Hohman y Fridrikh analizaron cuantitativamente
el jet, tratdndolo como un fluido Newtoniano ya que la evaporacién del solvente es
ignorada. La ecuacion (3) describe aproximadamente el movimiento para desplazamiento

normal de la fibra.

2 2

% 2lnx — 3)) % (3)

2. N dsO M2
prd“¥ = 2ndoyEy,. i + | my + T(s — 1 (Ex.1)” — .
0
Dicho desplazamiento normal se divide en dos términos:

e Término |, Adelgazamiento del jet: Debido a la fuerza electrostatica que

interactda en la superficie de carga del jet.
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ZHdUOEOO.ﬁ (4)

e Término Il, Whipping del jet: Debido al esfuerzo normal que afecta a la

inestabilidad del jet.

2n?do? d
2T 499 2lnx —3) |— (5)
& R,,

de N
y + TO (e — 1)(E,.£)% —
0

Donde g, es la densidad de carga superficial, E, es el vector de campo eléctrico, R,, es

el radio de curvatura del whipping.

En esta region es usual y normal que jet se vuelva inestable, y de esta manera es
comun que producto del latigueo en el plato colector la muestra recolectada tenga forma

circular a pesar de que al inicio el jet parece dirigirse a un solo punto.

2.1.4. Caracterizacion
La caracterizacion proporciona una descripcion en diversos ambitos sobre las
propiedades y caracteristicas de las fibras obtenidas por el proceso de electrohilado.
Entre los principales estdn la caracterizacion morfolégica o de forma, mecénica y
reolégica, aunque en diferentes bibliografias se analizan otros campos como la
caracterizacion térmica, quimica o de estructura molecular, que va a depender
directamente de las aplicaciones proyectadas de las fibras. En el presente trabajo se

realizaran las siguientes caracterizaciones:

Caracterizacion Morfolbégica

Caracterizacion fisica de las fibras asociada a su apariencia y estructura, como la
forma y dimensiones de la seccion transversal, rugosidad, porosidad, etc. Especialmente
referida al diametro promedio de las fibras obtenidas. La forma de determinar las
propiedades morfologicas de nano y microfibras es a través de microscopia avanzada,

tal como la microscopia electrénica de barrido(SEM) o la microscopia electrénica de
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transmision(TEM) en caso de necesitar mayor aumento, que permiten tener una vision
clara de la forma de las fibras en ampliaciones de imagen muy altas. Para esto resulta
necesario que la muestra sea conductora razén por la cual se suele recubrirlas con una
capa delgada de oro o platino para resultados de mayor resolucién (Campbell, Pethrick,
& White, 2000).

En la Figura 5 se ilustra una imagen de particulas de PVP de 30KDa observadas
desde un microscopio electronico de barrido(SEM) obtenida en el laboratorio de
microscopia del CENCINAT.

SEM HV: 5.0 kV WD: 16.48 mm MIRA3 TESCAN

View field: 207 ym Det: SE
SEM MAG: 1.00 kx |Date(m/dly): 11/24/17 CENCINAT

Figura 5. Particulas de PVP 30KDa observado desde microscopio SEM
Fuente: CENCINAT

Caracterizacion Mecéanica

La medicién correcta de las propiedades mecanicas de las fibras es muy importante,
especialmente en aplicaciones biomédicas relacionadas con la regeneracion de tejidos
considerados como duros (huesos o cartilagos), dado que el andamio debe resistir la
presion que en el tiempo se genere por el crecimiento del nuevo tejido. En el caso de
parches o apdsitos pareceria ser también crucial, pero estos no tienden a trabajar solos

sobre una herida, participan como parche principal bioactivo apoyado por un secundario
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pasivo como una gasa que es el que brinda la rigidez y resistencia a cualquier tipo de

esfuerzo realizado en su manipulacion, colocacién y uso.

Las propiedades elasticas del material son determinadas por Microscopia de Fuerza
Atomica (AFM), que consiste en un ensamble de cantiléver o palanca y una punta que es
utilizada para la exploraciéon de la superficie de la muestra, generandole una deflexion
como que se trabajase sobre una viga. Debido a la repulsion que se presenta al entrar la
punta en contacto con cortezas atdbmicas, es posible obtener una resolucién atbmica con
un contacto muy ligero (Tan & Lim, 2004). Mediante el uso del microscopio de fuerza
atoOmica, se asume a la fibora como una viga elastica con didmetro uniforme, basandose

en la Figura 6 la ecuacion (6) permite determinar el médulo de elasticidad de la misma.

F

.

Figura 6. Esquema de la fibra ensayada en AFM

Fuente: (Tan & Lim, 2004).

_ FI?
T 192vI1 (6)

Donde F es la maxima carga de fuerza aplicada por el identador, L la longitud de
suspendida de la fibra, I = "6—]14 (D= diametro de la fibra), el momento de inercia de una
seccion transversal circular y v la deflexion de la fibra en la mitad.

Otra de las formas de medir el médulo de Young esta basado en la toma de imagenes

haciendo vibrar la sonda a través de un movimiento oscilatorio, este método es conocido

como el Método de Contacto de Hertz.



22

El Método de contacto de Hertz se basa principalmente en un modo de contacto, en el
qgue un identador sigue una trayectoria correspondiente a una fuerza de muestreo de
punta constante y repulsiva. Esta técnica depende principalmente de la rigidez en

voladizo de la muestra. (Petr, 2013)

Suponiendo conocida la constante A que relaciona la deflexion del voladizo d con si
respectivo desplazamiento z, es posible calcular la Fuerza usando la rigidez del voladizo

k como se muestra en la ecuacion (7).

El factor k que define la rigidez del voladizo o las constantes de resorte de los brazos
telescopicos AFM es posible obtenerse mediante el Método de Sader para la constante
del resorte y sensibilidad de la punta, que permite su calculo a partir de frecuencia de
resonancia descargada. Ademas, se torna necesario tener el valor de la masa del
voladizo, densidad, grosor y vista en planta del voladizo. Particularmente para una
muestra de voladizo rectangular la constante esta dada por la ecuacion (8). (Jhon, James,
& Mulvaney, 1999).

k = Me.pe.b.h. L. w24 ®)

Donde M, es la masa efectiva normalizada que toma el valor 0.2427 para L/b>5, w,,. €S la
frecuencia de resonancia radial fundamental del voladizo en vacio, p. es la densidad, b el ancho

y h el espesor del voladizo.

La deflexion en voladizo d y el factor de conversion A se pueden obtener del detector del
cuadrante de sefal, partiendo de un valor de desplazamiento conocido en el extremo del
voladizo, que se fija al escaner mientras la sonda esta en contacto con una superficie de

muestra muy dura controlada. (Petr, 2013)

Caracterizacion Reoldgica
La caracterizacion reoldgica se realiza a la solucion polimérica o solucion acuosa
necesaria para la obtencion de fibras. Es crucial en el punto de analizar cual es el

comportamiento de la viscosidad de la solucion o el esfuerzo de corte frente a diferentes
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tasas de cizallamiento. Definir si el fluido es newtoniano como no newtoniano permitira
entender como debe ser manipulado en pro de conseguir las caracteristicas necesarias

en las fibras a elaborar (Agarwal, Burgard, Greiner, & Wendorff, 2016).

2.1.5. Aplicaciones Biomédicas de las Fibras

Las fibras obtenidas por el proceso de electrospinning con el tiempo han encontrado
cabida en una serie de aplicaciones antes desconocidas entre las cuales resaltan:
andamios de tejidos (Niklason, 2000), curacién de heridas (Khil, Cha, Kim, Kim, &
Bhattari, 2003), liberacion de farmacos (Kim, y otros, 2004), filtracion (Maus,
Goppelsroder, & Umhauer, 1997) , inmovilizacion de enzimas (Roper & Lightfoot, 1995),
biotecnologia, aislantes térmicos, seguridad y defensa, generacion y almacenamiento de
energia (Cheng, Wan, Wang, & Wu, 2005) y otras (Radhakrishnan, y otros, 2013).

La aplicacion de nanofibras no tejidas en aplicaciones biomédicas es posible dada la
facilidad de trabajar con una serie de polimeros biocompatibles, los pequefios didmetros
de fibra, que se asemejan a la matriz extracelular y al area de superficie grande de una
fibra que permite unir las proteinas y los receptores de la membrana celular durante el
proceso de cultivo celular. Por lo tanto, son capaces de potenciar la proliferacion celular
(Xu, Zhang, & Fan, 2010). Entre las aplicaciones biomédicas con mayor estudio se
encuentran los andamios de tejidos (tissue scaffolds), liberacién de farmacos o apositos
(wound dressings) y suturas que histéricamente han sido la primera aplicacion de las
fibras obtenidas por este método.

Tissue scaffolds

Los andamios de tejidos son estructuras biocompatibles utilizadas para reparar un
tejido humano dafiado, haciendo la funcién de plantillas temporales para la siembra,
invasion, proliferacion, diferenciacion y regeneracion de tejido biologicamente funcional.
Ultimamente se ha presentado un gran aumento en la incorporacion de células madre a
la estructura en estrategias de regeneracion de cartilago y hueso dada su capacidad de

poder diferenciar multiples linajes celulares (Radhakrishnan, y otros, 2013).



24

Los investigadores han utilizado los andamios de tejidos para una serie de
estructuras biolégicas como son: vasos sanguineos (Kidoaki, Kwon, & Matsuda, 2005),
cartilagos (Hattori & Wakitani, 2002), huesos (Terai, Yamano, & Vacanti, 2002), nervios
(Rukta, Apodaca, Stern, & Rosenblum, 1988) y piel en caso de que la herida lo requiera
(Bhattarai, y otros, 2004).En la Figura 7 se aprecia una imagen SEM de un andamio de
tejido basado en fibroina de seda.
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Figura 7. Andamios de Tejido en base a Fibroina de Seda Imagen SEM

Fuente: (Mobini, y otros, 2012)

Liberacion de Farmacos

La liberacién controlada de farmacos a una velocidad determinada durante un
periodo de tiempo es factible usando matrices poliméricas biocompatibles producidas por
electrohilado. Las membranas nano y micro fibrosas han sido estudiadas y aplicadas en
sistemas de liberacién de farmacos dadas sus caracteristicas altamente funcionales y
basando el principio de liberacion, en que la velocidad de disolucién de una particula

aumenta cuando se incrementa el area superficial del farmaco y del portador
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correspondiente, propiedad principal de las fibras electrohiladas en una configuracion

coaxial (Kim, y otros, 2004).

En la Figura 8 se distingue la configuracion coaxial de electrohilado para liberacion

de farmacos.

P

B\

Figura 8. Configuracién Coaxial de Electrohilado para liberacion de farmacos

Fuente: (Duque Sanchez, Rodriguez, & Lépez, 2013)

Wound Dressings

Los wound dressing 0 apdsitos son elementos que ayudan a evitar la infeccion y
mantener un entorno apropiado que permita la correcta cicatrizacién de la herida
(Percival, 2002), para ello debe contar con ciertas caracteristicas esenciales como la
capacidad hemostatica, que son los mecanismos que detienen las hemorragias, poder
antibacteriano, absorcion de excesos de liquidos exudados como fluidos de la herida o
pus, transmision apropiada entre agua y vapor, capacidad de ajustarse al contorno de la
herida, adhesién funcional, es decir, que se adhiera al tejido sano, no al herido, indoloro
para el paciente, capacidad de removerse con facilidad y finalmente que sea de bajo
costo (Venugopal, Ma, & Ramakrishna, 2005); (Bhattarai, y otros, 2004); (Zahedi,
Rezaeian, Ranaei-Siadat, Jafari, & Supaphol, 2010); (Lionelli & Lawrence, 2003).

Las nanofibras electrohiladas cuentan con una serie de propiedades que las
fortalecen como materiales para apositos y vendaje de heridas tales como alta
permeabilidad al oxigeno, tamafio de poro variable, alta relacion de area superficial a
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volumen y similitud morfolégica a la matriz extracelular (EM) (Smith & Ma, 2004); (Zhou,
y otros, 2008). Se ha reportado que con la disminucién del diametro de las fibras
aumentan los contactos fibra a fibra por unidad de longitud; esto repercute en una
reduccion del tamafio promedio de poros en el enrejado y, por tanto, una dificil migracion
celular en el interior del apdsito. Por lo anterior, los beads(collares) conocidos por la
literatura como defectos en este caso permiten la proliferacién celular, dado que
aumentan la porosidad de la membrana, aumentando el tamafo poros e intersticios entre
las fibras. (Murphy & O"Brien, 2014); (Khil, Cha, Kim, Kim, & Bhattari, 2003).

Una variedad de fibras preparadas con biomateriales que incluyen quitosan,
fibrindégeno, fibroina de seda, celulosa bacteriana, gelatina y colageno y compuestos de
estos materiales pueden promover la curacion de heridas haciendo uso de las
propiedades antes citadas (Yannas, 1992). Las nanofibras ademas brindan la posibilidad
de incorporar una variedad de moléculas bioactivas (farmacos como antimicrobianos,
antiinflamatorios) en su estructura para aumentar las propiedades biolégicas deseables
en la curacién de heridas (Elsner & Zilberman, 2009); (Chevalier, Chulia, Pouget, & Viana,

2008). Esto es posible identificarlo en la Figura 9.
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Electrospinning

(b) set up (a)

Wound bacteria Fibroblasts
. Keratinocytes

ECM

Proteoglycans

Neutrophils

Platelets

Vitamins Anaesthetics

Natural
compounds

Figura 9. Electrospinning de Fibras para apdsitos con agentes bioactivos para la
curacion de heridas

Fuente: (Abrigo, McArthur, & Kingshott, 2014)

El proceso de curacion de heridas de un adulto se puede clasificar en tres fases

distintas (Martin, 1997), como se distingue en la Figura 10.

1. Inflamacion, fase en la que las células muertas y dafiadas, junto con los patdgenos
o los desechos, se eliminan mediante la fagocitosis. Se liberan factores de
crecimiento derivados de plaquetas que causan la migracion y division de las
células durante la proliferacion.

2. Proliferacion, fase en la que se produce proliferacion o formacion de nuevos tejidos

y angiogenesis, regeneracion de colageno, crecimiento de tejido granulado,
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epitelizacion y contraccion de la herida. En esta fase es en la que el apdsito acelera
la proliferacion celular mientras cuida el entorno de la herida.

3. Remodelacién del tejido, fase en la que el coldgeno se orienta a lo largo de las

lineas de tension, y las células no viables se eliminan por apoptosis (Bielefeld,
Amini-Nik, & Alman, 2013).

2 year:

TISSUE
PROLIFERATION REMODELING

Blood vessels injury Cell recruitment, - Reepithelialization

and coagulation migration and - Wound contraction
- Cell recruitment proliferation - Scar tissue formation
- Release of cytokines - Formation of

and growth factors granulation tissue

Induction of

angiogenesis and
ECM secretion

Figura 10. Fases normales en la curacion de heridas

Fuente: (Harding, Morris, & Patel, 2002)

2.2. Fibroina de Seda

Los biopolimeros se caracterizan principalmente por biocompatibilidad con el cuerpo
humano permitiendo un sinnimero de aplicaciones biomédicas. Sustancias naturales
como el colageno, acido hialurénico, quitosan o la misma fibroina de seda son claros
ejemplos de estos. La fibroina resalta entre ellos por algunas propiedades que la
potencian como son la biocompatibilidad, biodegradacion controlable, bajo nivel citotdxico

y sus excelentes propiedades mecanicas.

La seda, es segregada por las glandulas sericigenas del gusano de seda (Bombyx
Mori L.), que la usa para construir el capullo, donde realizara la metamorfosis de larva a

adulto. Durante la formacion del capullo, la larva secreta dos hebras finas de
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aproximadamente 10um de diametro, de fibroina de seda con sericina (Inoue, Tanaka, &
Arisakaffi, 2000).

La fibroina de seda es el mayor constituyente proteico en los capullos del gusano de
seda( alrededor del 72-81%), dejando el 19-28% a la sericina que es la proteina que hace
la funcién de pegamento de las fibras de fibroina dentro del capullo. (Lee, 1999) La
fibroina de seda como materia prima es insoluble en el agua, mas cuando se realiza el
proceso para la formacion de la solucion acuosa su estructura cambia y se vuelve soluble
al agua. (Gamo, Inokuchi, & Laufer, 1977); (Cenis, 2009). Esto se debe a su composicion
y orientacion molecular que hacen que la fibroina forme una estructura semicristalina que
contiene dos fases: lamina B antiparalela cristalina altamente ordenada separada por
espaciadores de lamina B de menor orden (Hardy & Scheibel, 2010). La parte cristalina
contribuye a la fuerza y tenacidad y la parte no cristalina aporta la flexibilidad y la
elasticidad a la fibra. (Hoa, Wanga, & Laua, 2012); (Murphy & Kaplan, 2009).

Actualmente la seda es muy utilizada en la industria textil dada su fuerza, brillo, baja
conductividad térmica y sus propiedades de absorcion de humedad. Lo que es mas
importante, en la actualidad se usa ampliamente como biomaterial en el campo
biomédico, especialmente en ingenieria de tejidos y en medicina regenerativa, dado que
facilita la adhesion de las células, estimula su crecimiento y permite la diferenciacion,
ademas, es biocompatible, resistente y biodegradable en fases controlables. (Calafat,
Guinea, Rigueiro, & Plaza, 2011); (Kim, Park, Kim, Wada, & Kaplan, 2005).

De acuerdo a las cualidades que presenta la fibroina, esta puede elaborarse en
diferentes configuraciones, segun las necesidades: geles, peliculas, matrices porosas

3D, microfibras y microesferas como se observa en la Figura 11 (Min, y otros, 2004).
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Figura 11. Distintas presentaciones de la fibroina de seda para aplicaciones
biomédicas

Fuente: (Rockwood, y otros, 2011)

2.2.1. Extraccion

Dada la complejidad de manejar proteinas de alto peso molecular sin agregacion
como la fibroina de seda se ha vuelto necesario la formulacion de una solucién acuosa
reconstituida o regenerada o conocida como RSF(reconstituted silk fibroin) para la
fabricacion de membranas de seda y estructuras complejas tales como nanofibras y

nanoparticulas. (Jiang, y otros, 2007); (Blond, McCarthy, Blau, & Coleman, 2007)

La produccién de una solucion acuosa de fibroina de seda para su posterior
manipulacion en la formacion de membranas sigue un protocolo quimico descrito por
Kaplan (1994) que se observa en la Figura 12. Se comienza purificando los capullos de
Bombyx Mori cosechados, a través de la eliminacion de la sericina por un proceso
denominado desgomado durante 30 minutos, que separa de la fibroina de la sericina con
la ayuda de una solucién salina como es el carbonato de sodio(Na,C05) 0.02M. La
sericina es una glucoproteina soluble en agua que se encarga de unir los filamentos de
fibroina y, aunque contribuye aumentando las propiedades mecanicas de la seda, tiene
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efectos perjudiciales biolégicos sobre la integracién de la seda en dispositivos Opticos y

biomédicos (Meinel, y otros, 2005).

X f Y £
< » 2 2
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Bombyx mori sikk Cut cocoons and dispose Boil cocoons for 30 min in Rinse fibers for 20 min 3
cocoons of worm 0.02 M Na,CO, times
A |
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/ : 1
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£ S x x
. Sl
Squeeze out excess water  Add 9.3 M LiBr on top of
and allow to dry overnight  silk flbers(and incubate at Add silk/LiBr to dialysis Dialyze against ultrapure
60°Cfor4h
cassette water for 48 h

>
—

x ‘ x e
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Remove silk solution from Centrifuge twice Store at 4 °C
cassette

Figura 12. Protocolo de obtencién de fibroina de seda reconstituida

Fuente: (Kaplan, 1994)

Tras el desgomado, la fibroina que tiene una apariencia similar al algodén debe ser
secada al ambiente por 3 dias. Dado que la proteina es insoluble al agua se vuelve
necesaria su disolucion en una solucién salina o acida como el bromuro de litio (LiBr) o
acido formico que para términos de una aplicacion biomédica no es recomendable. Tras
3 horas a 60°C de temperatura constante la fibroina se disuelve por completo, formando
una solucion altamente viscosa con una conductividad eléctrica muy alta perjudicial para
el proceso de electrohilado, por lo que se vuelve necesario un proceso de didlisis
(Rockwood, y otros, 2011).
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La dialisis permite realizar un intercambio de iones entre agua ultra pura y la solucion
previamente cargada por el LiBr mediante el uso de cassettes o0 membranas porosas de
dialisis. Para el proceso de didlisis es necesario continuos cambios de agua durante 48
horas, hasta que el intercambio de iones sea minimo y la conductividad de la solucion de
fibroina de seda sea la adecuada para el proceso de electrospinning entre 150-300 uS/cm
(Aznar Cervantes, Lozano, Garcia, Villora, & Cervantes, 2015). Tras el proceso de dilisis
la solucion acuosa de fibroina de seda debe ser almacenada a 4°C por el lapso de 30
dias, antes de que esta se degrade por completo y no sea electrohilable (Wray, Hu, &
Kaplan , 2011).

2.2.2. Propiedades de la fibroina de seda

La fibroina de seda presenta una serie de propiedades que la hacen muy interesante
como biopolimero: es un material de naturaleza proteica, altamente biocompatible, no
presenta rechazo ni respuesta inflamatoria en los tejidos donde se injerta (Gaviria &
Caballero, 2015). El rechazo ocasional es producto de la contaminacion de la fibroina con
sericina generado por errores en el proceso de desgomado (Wong, Kim, Vunjak-
Novakovic, & Kaplan, 2006). Presenta una gran resistencia mecénica a traccion, junto a
una gran flexibilidad, es biodegradable, pero a un ritmo mas lento que en otros
biopolimeros organicos, lo que permite una mejor consolidacion de los tejidos. En 2 afios
se reabsorbe totalmente y no se encuentran rastros de la misma en los tejidos (Altman,
y otros, 2003); (Kim, Nam, Lee, & Park, 2003); (Kundu, Dewan, Ghoshal, & Kundu, 2008);
(Kundu, y otros, 2012). Ademas, las propiedades mecénicas a la traccion de las fibras de
fibroina de seda procedente de Bombyx Mori con un diametro entre 200-400 nm son:
Médulo de Young de 0.6 MPa y una Resistencia a la traccion de 15 MPa. (Ohgo, Zhao,
Kobayashi, & Asakura, 2002)

El hilo de gusano de seda es capaz de almacenar una energia de 40 [kJ/kg], superior a

la mayoria de fibras artificiales (Wharram S. , Zhang, Kaplan, & McCarthy, 2010). La

relacion de resistencia a la densidad de la seda es hasta diez veces mas alta que la del
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acero (Giesa, Arslan, Pugno, & Buehler, 2011). En la Tabla 4 se diferencian las
propiedades mecanicas de la fibroina de seda tanto engomada como desgomada,
mientras que en la Figura 13 se observa la comparaciéon del comportamiento a la tension

entre algunos materiales como el acero, el kevlar y la seda de gusano y arafa.

Tabla 4
Propiedades mecanicas de la fibroina de seda
Fibroina de Médulo de Carga Esfuerzo de Elongacion
Seda Young [MPa] i
(Bombyx Maxima rotura [%]
Mori) [N] [MPa]
Engomada 365+102 4948 3047 16+1
Desengomada 13300+1.8 470+0.81 635+108 22+5

Fuente: (Zhang, y otros, 2013)

3000 - ? .
Argiope (130)
. 1H Acero (4) l i
§ '\‘ "1'.
3
% 2000 - -
£
= . Kevlar 49 (30) // . E
3
'§ 1000 - -
A/O‘(' . Bombyx mori (40)
0 /1 1 1 1 | 1 1 1 1 | 1 1 1 1

0 10 20 30
Deformacion (porcentaje)

Figura 13. Gréfica Tension vs Deformacion de algunos materiales

Fuente: (Elices, Pérez, Plaza, & Guinea, 2011)
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Las fibras de seda natural que se utilizan como suturas quirargicas, que es la
aplicacion histérica de la seda, retienen mas del 50% de sus propiedades mecénicas
después de dos meses de implantacion in vivo, por dicha razén son consideradas como
un biomaterial no degradable por la Farmacopea de los Estados Unidos (Omenetto &
Kaplan, 2010); (Vepari & Kaplan, 2007). En la Figura 17 se resumen todas las
propiedades de la fibroina de seda.

Biocompatible,

las células
pueden unirse,
proliferar y
migrar
. Permeabilidad
pDrtDS'IdZ? | B al oxigeno y
controlable agua
Propiedades de
la fibroina de
: seda Alta resistencia a
Versatilidad en . ' la traccion, |
procesamiento | - ' tenacidad y |
flexibilidad
No citotdxico y _ { Estabilidad y
baja - | biodegradacion
inmunogenicidad ' \ lenta

Figura 14. Propiedades de la Fibroina de Seda
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2.2.3. Electrospinning de Fibroina de seda

Para ser electrohilable la solucion acuosa de fibroina de seda es necesaria la mezcla
con un polimero de alto peso molecular que le brinde mejores propiedades reoldgicas,
mayor viscosidad y concentracion, parametros muy importantes en el electrospinning,
(Jin H. J., Fridrikh, Rutledge, & Kaplan, 2002)

La mezcla de la fibroina de seda con poli (6xido de etileno) (PEO) reduce la fragilidad
del material y permite el procesamiento y manejo del material final electrohilado (Jin H. ,
Fridrikh, Rutledge, & Kaplan, 2002). Los diametros de fibra varian entre 700 y 900 nm
para diferentes mezclas de seda / PEO. Una serie de trabajos realizados usando
diferentes mezclas de seda / PEO para formar esteras electrohiladas para el cultivo de
células estromales de médula ésea humana (hBMSC) demostraron tener una excelente
union celular, diseminacién y crecimiento del cultivo durante un periodo de 14 dias (Jin,
Chen, Karageorgiou, & Altman, 2004); (Reneker & Chun, 1996). Ademas, se
desarrollaron construcciones de electrohilado de seda mezclada / PEO similares para
usar en aplicaciones de curacion de heridas (Schneider A. , Wang, Kaplan, Garlick, &
Egles, 2009); (Wharram S. E., Zhang, Kaplan, & McCarthy, 2010); (Jin H. J., Fridrikh,
Rutledge, & Kaplan, 2002).

Schneider et. al (2009) demostro tras un estudio que las fibras de fibroina de seda /
PEO podrian cargarse con factor de crecimiento epidérmico (EGF) y liberar 25% del
contenido de la molécula durante un periodo de una semana. Se demostré6 ademas que
las esteras electrohiladas aumentaban el cierre de la herida a un ritmo notable,
aumentado en un 90% en comparacion con los controles. (Schneider A. , Wang, Kaplan,
Garlick, & Egles, 2009)

Dicho factor de crecimiento para el caso en cuestion seria la sangre de drago dadas
las propiedades biolégicas que esta posee y posteriormente se enunciaran. El tratamiento
de las peliculas de fibroina con agentes biolégicos liquidos necesitan previamente de
una inmersién por 10 minutos en metanol que induce un cambio en la matriz polimérica

de una estructura amorfa a una estructura mas cristalina dominada por hojas B
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antiparalelas insolubles en agua (Motta, Fambri, & Migliaresi, 2002); (Aznar Cervantes,

2012). Este proceso se lo conoce como cristalizacion de la fibra.

Wharram et. al. (2007) investigaron las propiedades funcionales de seis matrices de
fibroina de seda preparadas mediante electrospinning de seis formulaciones diferentes
de fibroina / PEO. ElI PEO en este caso cumple el papel de mejorar la viscosidad
extensional de la solucion acuosa para prevenir la ruptura del chorro de fluido durante el
electrospinning y se elimina empapando los andamios en agua después de la fabricacion.
(Sugihara, y otros, 2000). En la Figura 15 se ilustra el proceso de electrohilado de fibras
de fibroina de seda.

Mix silk Draw solution Apply a positive voltage to Soak fibers in methanol first and The resulting fibers will be
with PEO  into a syringe the syringe to initiate a jet then water to remove the PEO  under 800 nm in diameter

Figura 15. Proceso de electrospinning de fibras de fibroina de seda

Fuentes: (Rockwood, y otros, 2011)

Para la ingenieria de tejidos dérmicos, la fibroina de seda tiene el potencial de
actuar como un sustituto del colageno, proporcionando soporte estructural y resistencia

mecanica al injerto de ingenieria de tejidos (Wray L. , y otros, 2011).

2.3. Sangre de Drago
La sangre de drago o croton lechleri Mull. Arg. (sin. Croton draconoides Mull. Arg.,

Euphorbiaceae) es un arbol amazoénico de pequefia envergadura comun en las laderas
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andinas orientales de Peru, Colombia, Bolivia y Ecuador. Histéricamente la savia se ha
utilizado sobre heridas para detener la hemorragia, acelerar el proceso de cicatrizacion
evitando dejar huellas visibles o queloideas, sellar y proteger las lesiones de la infeccion.
La savia se seca rapidamente y genera una barrera de tono rojizo, formando una

"segunda piel". (Gupta, Bleakley, & Gupta, 2008).

La savia extraida de la corteza (latex) de dicho arbol mostrada en la Figura 16 es
conocida como sangre de drago, se usa principalmente para el tratamiento de una serie
de patologias como: diarreas cronicas, leucorrea; gastritis, Ulceras , como cicatrizante,
estimulante de defensas del organismo, bacteriostatico, bactericida, fungicida, antiviral,
antioxidante, anticancerigeno ( higado, estbmago, utero), antireumatico, anti inflamatorio,
antiofidico; es usado también en el tratamiento de influenza, tonsilitis, herpes, uta,
anemias, tuberculosis, quemaduras, acné, resfriados, afecciones de amigdalas,
gingivitis, cervicitis; para mejorar la fertilidad, bajar de peso, controlar hemorragias, etc..
(Cerutti, 2000); (Marcelo, y otros, 1999); (Persinos-Perdue, Blomster, Blake, &
Farnsworth, 1979); (Dominguez, 1985) .

Figura 16. Sangre de drago

Fuente: (Risco, Iglesias, & Cafiigueral, 2001)
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2.3.1. Componentes

Dentro de los componentes principales de la sangre de drago existen aquellos que
aceleran la cicatrizacién como los taninos, taspina, lignanos, las proteinas que ayudan a
la produccion fibrina que ayuda a mantener la cicatriz adherida a la piel mientras se
genera el nuevo tejido, ademas cuenta con antioxidantes y antiinflamatorios entre otros,
como los flavonoides, saponinas, proantocianidina SP-303, catequinas, etc. (Lobardo,
1994); (Herforth, 2002).

Ademas la sangre de drago tiene como componente activo principal un elemento
llamado taspina, que es un alcaloide encargado de la formacién del colageno y por ende
la aceleracion de la cicatrizacion, ademas de ser un excelente antibacteriano y antiséptico
(Allaica Tenesaca, 2015); (Vaisber & Millan, 1989). En la Tabla 5 se detallan los

componentes principales de la sangre de drago.

Tabla 5
Componentes de la sangre de drago
Compuestos
Grupo compuesto L - L
A quimicos Funcion Descripcion
quimico o
especificos
Precipitan las proteinas
3-4-0O- celulares y forman una

Proantocianidina

(Lignanos
Dihidrobenzofuran
0Ss)

dimetilcedrusina
Cicatrizante
(SP - 303)

4-0-metilcedrusina

costra oscura en la herida.
Estimula la formacién de
fibroblastos y colageno.
Parcial responsable de la
actividad cicatrizante.

3-O-metilcedrusina

(neolignano) Antiviral

Usado contra una serie de
cepas de laboratorio de
virus ADN y ARN entre
ellos el virus sincitial
respiratorio (RSV) y el
virus de la influenza.

Taspina
(alcaloide)

(9% del peso seco)

Sitosterol

Sitosterol Cicatrizante

glucopiranésido
Crolequinol(Triterp

Posee un efecto
cicatrizante en dosis
pequenas.

Acelera la curaciéon de una
herida, dada la
estimulacién de la

CONTINUA mm=)
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enoide) quimiotaxis de fibroblastos.
Tiene un efecto directo

Acido crolequinico Lo
q sobre la migracion celular

(Triterpenoide) y la sintesis de colageno,
Polifenoles lo que activa la
(fenoles simples) cicatrizacion (Heredia &
Goii-Morgan, 1985)
Reduce los indices de
ulceracion, aumenta el
Antiulcerosa espesor y la consistencia
de la capa de mucus
gastrico.
Actividad citostatica frente
Antitumoral  a los tumores KB y V-79.
Encargados de actividades
Acidos ant?_bacteriane_ls, antiv_ira}les_,
fendlicos: cafeico ant!lnflamgyorlas, antlale_rglcas,
_ clorogénico ’ antltro_m_botlcas yv_asodllatadoras.
Flavonoides ferulico sinépico y La actividad antioxidante es una de las
(polifenoles) p-cumé’rico principales de los flavonoides, que

derivan en la antimutagenicidad,
anticarcinogenicidad, fortalecimiento de
las fibras de colageno y retraso del
envejecimiento.

Fuente: (Gupta, Bleakley, & Gupta, 2008); (Jones K. , 2003); (Pieters, y otros, 1993).

2.3.2. Propiedades

En 1994, se encontraron otros fitoquimicos, incluyendo los compuestos fendlicos,
proantocianinas y diterpenos que mostraron actividad antibacteriana potente asi como
propiedades curativas de heridas (Elliot, Buret, McKnight, Miller, & Wallace, 1998). Varios
estudios demostraron que la sangre de grado a concentraciones mayores de 1:300,
tienen un efecto citotdxico en las células de la mucosa gastrica (Chen Z. P., 1994). La
dosis usual en pueblos de la amazonia es muy diluida (aproximadamente tres gotas en
500ml de agua o una cucharada pequefia en un litro de agua, aproximadamente el 0.06%
v/v), claramente mucho mas diluida que la concentracion que inhibe el crecimiento de

Helicobacter pylori, sin perder sus propiedades curativas. (Elliot, y otros, 2000).
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Vaisberg et al. (1989) demostraron que la aplicacion topica diaria de 0,05 ml de una

solucién al 10% de la savia de sangre de drago (Croton lechleri) a heridas cutaneas

presentadas por ratones causo un aumento significativo del 31% en la tasa de reparacion

de la herida, corroborando ademas que el efecto de cicatrizacion de la herida esta

estrechamente relacionado a su agente activo principal como es la taspina. (Vaisberg, y

otros, 1989)

Porras-Reyes et. al (1993) que enfocaron su estudio en la actividad cicatrizante de

taspina, concluyeron que es "la primera planta alcaloide confirmada que acelera la

curacién de heridas" (Porras-Reyes, Lewis, Roman, Simchowitz, & Mustoe, 1993). En la

Tabla 6 se detallan las principales propiedades de la sangre de drago como agente

curativo.

Tabla 6

Propiedades de la sangre de drago

Propiedad

Beneficio

Cicatrizante

Acelera la formacion tanto del coldgeno como de la
costra, debido a que presenta taninos y alcaloides

como la taspina.

Antiviral y antibacteriana

Inhibe una serie de virus que se pueden presentar
en el organismo gracias a la presencia de

proantocianidinas.

Antioxidante

Cuenta con la presencia de radicales libres que

benefician a los procesos inflamatorios.

Proteccién géstrica

Combate la principal bacteria (Helicobacter pylori)
gque afecta las mucosas gastrointestinales en

concentraciones bajas.

Analgésica y antiinflamatoria

Actla como agente desinflamatorio y a su vez suele
evitar la activacion de las fibras nerviosas que se

encargan de transmitir el dolor al cerebro.

Fuente: (Allaica Tenesaca, 2015); (Jones K. , 2003)



41

CAPITULO III

EXPERIMENTACION

3.1. Metodologia de Trabajo

En la Figura 17 se presenta un el diagrama de flujo referente a la experimentacion
realizada en el presente proyecto.

1A

Inicio de la *

Expenimentacion Preparacion de la Solucién

de fibroina de seda con PEO.

y Sangre de drago a distintas
_concentraciones.

v
Electrospinning bajo
parametros
 operacionales especificos

v

Extraccion de la Fibroina
de Seda

Analisis SEM

. >, No es electrohilable, se
2. Se extrajo una solucior usa para otras

acuosa 0 un hidrogel? it -qplicaciones:
¢ Cuenta con las
propiedades morfologicas
< adecuada?
Solucion
v Acuosa
Preparacion de la
Solucién de fibroina de : - P
sedacon PE®.a Replicar los parametros optimos con
e fibroina de seda china y ecuatoriana

_concentraciones - ¢

ot

Analisis Morfolégico SEM
Electrospinning bajo : _
parametros l
‘operacionales especificos.
i3 No Andlisis Reoldgico
Analisis SEM -
Analisis Mecanico

¢ Cuenta con las

propiedades morfolégicas
adecuada? Final de la

Experimentacion

Figura 17. Diagrama de flujo referente a la experimentacion realizada en el proyecto.



42

Cabe recalcar que dada la escasa produccién de fibroina de seda ecuatoriana, las
etapas de la 1 a la 5 se realizaran con fibroina china y luego se replicaran los mejores
resultados en ecuatoriana para su posterior analisis.

3.1.1. Etapa 1: Extraccion de Fibroina de Seda
La extraccion de fibroina de seda se realizO considerando recomendaciones
propuestas por el Dr. Salvador Cervantes y la tesis realizada por Aules y Quijije en el
2006, dado que las primeras muestras etraidas tendian a gelarse con facilidad y por
ende no podian ser electrohilables.

Materiales
e Capullos de Seda Ecuatorianos y chinos

Figura 18. Capullos de seda ecuatorianos (Fundacion ISMI) y chinos
Reactivos

e Bromuro de Litio S3 Chemicals, 99% pureza

Figura 19. Bromuro de Litio
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e Carbonato de Sodio Panreac 99% pureza

L /'r!ﬁ

Figura 20. Carbonato de Sodio

e Agua Ultrapura
3.1.1.1. Preparacion de una solucion de LiBra 9.3 M

Previo a iniciar el proceso de extraccion de fibroina reconstituida es necesario la
realizacion de la solucion salina de LiBr a 9.3M, la razén dicha concentracién molar, ya
gue no dafa la estructura molecular del polimero y no altera las propiedades fisicas del
mismo.

1. Dentro de una camara Sorbona de preferencia, pesar 80.77 [g] de LiBr y medir
100[mL] de agua destilada y mezclar dentro de un balén con aforacién de 100[mL]
con agitacion manual y constante hasta lograr homogeneidad en la mezcla, dicha
mezcla genera una reaccidén exotérmica razén por la cual es necesario tener los
cuidados adecuados, evitando la aspiracion de gases y el contacto directo con la

zona de mezcla.

2. Luego de haber terminado, verter la mezcla fotosensible dentro de un frasco &mbar

para que no se vea afectado por radiacion del sol cuando se esté transportando
fuera de los laboratorios y ubicar en refrigeracién a 4°C, sin exposicién a la luz

para evitar la degradacion acelerada.
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3.1.1.2. Desgomado de la fibroina

Las fibras del capullo de Bombyx mori esta compuestas de 2 proteinas fibroina y sericina,

pero esta ultima trabaja como material pegante, de tal manera es necesaria la utilizacion

de una solucién salina que separe las dos proteinas disolviendo una de ellas en agua. En

fin, de conseguir esto se siguen los siguientes pasos:

1.

2.

Cortar con tijeras los capullos en varias partes y pesar 5 [g].
Precautelar que los capullos estén muy limpios antes de la extraccion.
Pesar 4.24 [g] de Carbonato de Sodio.

Elaborar una mezcla de Carbonato de Sodio en Agua destilada 0.02M, en un balén

de aforacion de 2[L].

Verter la mezcla en el vaso de precipitacion, cubrir con papel aluminio y hacer

hervir, como se muestra en la Figura 21.

() (b)
Figura 21. (a) 5[g] de capullos de seda, (b) Solucién 0.02M de Na2CO3 en ebullicion

6. Colocar dentro del vaso de precipitacion con la solucién al 0.02M los 5[g] de

capullos cortados y dejar hervir por 30 minutos exactos. Durante ese tiempo, es
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necesario remover con la ayuda de una varilla de agitacion suciedad dentro de los
capullos, ademés de procurar la correcta dispersion de la seda y eficiente
remocion de sericina.

7. Tener cuidado con la temperatura de la solucién y procurar que la misma no se
riegue.

8. Remover la fibroina con una un agitador y enjuagar con agua destilada. Exprimir
el exceso de agua. Usar guantes de nitrilo, ya que la fibroina estara caliente y es
mejor no contaminarla.

9. Realizar de 2 a 3 enjuagues procurando limpiar impurezas y desatando las fibras
enredadas.

10. Exprimir bien las fibras y dejar secar en un pedazo de papel aluminio.

11.Dejar secar en un lugar con ventilacién durante 3 dias a temperatura ambiente, lo

antes mencionado se detalla en la Figura 22 y 23.

Figura 22. Desgomado de fibroina de seda



46

(b)

Figura 23. (a) Enjuague de la fibroina de seda, (b) Secado de la fibroina de seda

3.1.1.3. Disolucién de la fibroina en LiBr (9.3 M)

La solucion de LiBr a 9.3 M cuenta con una conductividad eléctrica muy alta, la cual
no serviria para el proceso de electrospinning. Por tanto, esta soluciébn solamente se

utiliza para disolver la fibroina y lograr una solucién polimérica adecuada.

1. Segun Aznar Cervantes es necesario diluir la fibroina en una concentracién del 20

w/v%, por tanto, para 2.5 [g] de fibroina se necesita 10 [mL] de LiBr 9.3 M.

2. Colocar los 2.5 [g] de fibroina dentro de un matraz de Erlenmeyer de 50 [mL].
Colocar primero la fibroina y luego la solucién de bromuro de litio, pero no lo
contrario para precautelar que toda la fibroina tenga contacto con la solucién de

LiBr. Tapar con papel aluminio.

3. Dejar disolver a 60°C por 3 horas exactas, ubicar un agitador dentro del matraz. Al
final, tendr4 dicha mezcla un color ambar y transparente muy viscosa, e
impurezas, el proceso de disolucion se observa en la Figura 24.
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Figura 24. Disolucion de fibroina de seda

3.1.1.4. Didlisis
El proceso de dialisis es muy conocido como un proceso de separacion de sustancias

a través de una membrana semipermeable. En este caso se utiliza para realizar el
intercambio de los iones de LiBr con moléculas de agua, por tanto, se pretende obtener
una solucion acuosa libre de LiBr, reduciendo tanto la viscosidad como la conductividad

eléctrica de la soluciéon acuosa final.

Preparar un vaso de precipitados de 1 [L] con agua ultrapura.

2. Cortar la longitud necesaria de membrana de dialisis de piel de serpiente y
sumergirla en agua destilada dejandola reposar durante al menos 1 hora.

3. Introducir la solucion de fibroina/LiBr dentro de la membrana de dialisis,
procurando que el pH del agua destilada y la solucién de fibroina se asemejen.

4. Dializar la solucién durante 48 horas con la ayuda de un agitador magnético,
tomando en cuenta no interrumpir el proceso cambiando la solucion de la

membrana de dialisis, procurando que la temperatura esté entre 4y 7°C.
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5. Cambiar el agua destilada luego de 1 hora, 4 horas, hasta esa noche. Luego
cambiar la siguiente madrugada y 6 horas después, los siguientes 2 dias (7
cambios en 48 horas).

6. Corroborar que la conductividad eléctrica de la solucion este entre 200 a 400
[uS/cm] y la del agua sea menor a 10 [uS/cm].

7. Extraer la solucion dializada de fibroina de seda, el proceso de dialisis se detalla
en la Figura 25.

(@) (b)

Figura 25. (a) Dialisis, (b) Solucién acuosa de fibroina de seda

3.1.2. Etapa 2: Preparacion de soluciones de Fibroina de Seda / PEO

Para ejecutar el proceso de electrohilado es necesario aumentar la viscosidad de la
solucién de fibroina de seda pura, asi como la concentracion y el peso molecular. Segun
la literatura el 6xido de polietileno mejora la electrohilabilidad de la fibroina de seda. Para
ello es necesario seguir los siguientes pasos:

1. Dependiendo de la concentracién de PEO, para X% de PEO v/v mezclar 0,X [g]
de PEO con 10[mL] de agua destilada, con la ayuda de un agitador magnético y

una plancha de agitacién, agitar constante la mezcla hasta que la solucion sea
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uniforme. Dado que el peso molecular del PEO es 1000000 [Da], la mezcla tiene
a tardar entre 30 minutos a 1 hora.

2. Mezclar con agitacion simple 4 partes de fibroina de seda con 1 de PEO durante
10 minutos con ayuda de un agitador magnético a 4°C de temperatura, procurando
de esta forma uniformidad en la solucion final.

3. De encontrarse fibrillas en la mezcla, es necesario filtrar la solucién en una gasa

previo a realizar el proceso de electrohilado.

3.1.3. Etapa 3: Electrospinning de Fibroina de Seda / PEO.

Una vez realizada la mezcla de fibroina de seda con PEO, se debe seguir un protocolo
de electrohilado, en el que a través del control de los pardmetros previamente estudiados

permitan obtener las membranas que posteriormente seran analizadas y caracterizadas.
El protocolo de electrohilado consta de los siguientes pasos:

1. Colocar la solucion de fibroina de seda/ PEO en una jeringa de 10[mL], procurar
gue la jeringa no almacene burbujas que son perjudiciales en el proceso de
electrohilado.

2. Colocar la jeringa en la bomba de inyeccién y el capilar.

3. Preparar el plato colector con papel aluminio o gasa, precautelando asi la facil
extraccion de la membrana al final del proceso.

4. Colocar el plato a una distancia entre 12 y 16 [cm] de la punta del capilar.

5. Conectar el polo positivo de la fuente de alto voltaje en el capilar y el polo negativo
en el colector.

6. Setear el caudal entre 0.5y 1.5[mL/hr] y aplicar un voltaje afin de generar un cono

de Taylor estable entre 5y 10 [kV].

7. Recolectar la muestra en una placa Petri para su futuro analisis morfolégico en

microscopio electronico de barrido (SEM).

El protocolo anterior se utilizé en distintas soluciones en las que se variaba los parametros

operacionales en busqueda de los parametros 6ptimo de produccion de fibras de fibroina
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de seda / PEO previo a la inclusion de la sangre de drago dentro de la solucion acuosa,
tomando como punto de partida las concentraciones de PEO obtenidas en el proyecto de
titulacion de Edwin Aules y Juan Carlo Quijije.

3.1.4. Etapa 4: Preparacion de soluciones y electrospinning de Fibroina de
Seda/ PEO / Sangre de Drago

Posterior a definir los parametros 6ptimos para la producciéon de membranas de
Fibroina de Seda/ PEO, el siguiente paso es mezclarlo con Sangre de Drago en distintas
concentraciones y repetir tanto el protocolo de preparacién de muestras como el de
electrohilado. Dado que previamente no se han realizado de electrohilado de sangre de
drago croton lechleri, no hay referencias de su manejo, por esta razon se realizaran
combinaciones de 100%, 50%, 25%, 10% y 2% V/v.

Las proporciones de mezcla de fibroina de seda, PEO y sangre de drago son 4:1:1
respectivamente. El solvente de la sangre de drago es agua ultrapura, procurando de
esta forma ningun tipo de impurezas en la solucién. Del mismo modo como con la primera
solucién es el ensayo morfol6égico en el microscopio SEM para discriminar los parametros

optimos de electrospinning.

3.1.5. Etapa 5: Preparacién de soluciones y electrospinning de fibroina de
seda chinay ecuatoriana.

Una vez definidos los parametros 6ptimos para la produccion de membranas de RSF
(fibroina de seda reconstituida) /PEO y RSF/PEO/Sangre de Drago con fibroina de seda
china, es necesario replicar tanto los parametros como con el proceso en fibroina china.
Estas muestras son las que se analizara posteriormente tanto morfolégica como reoldgica

y mecanicamente.
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3.1.6. Etapa 6: Andlisis Morfoldgico

Una de las principales pruebas, que se realiza ademas a partir de etapas anteriores,
es el analisis morfolégico mediante microscopia avanzada, dado que las fibras a simple

vista son imperceptibles.

Para esto el CENCINAT brind6 su apoyo técnico en la caracterizacion morfolégica de
las muestras en un microscopio electronico de barrido (SEM) marca TESCAN MIRA 3XM
que tiene un aumento de 1x-1'000 000x a 30[kV] y una resolucién en modo de alto vacio
de 1,2 [nm] a 30 [kV]; 2,5 [nm] a 3 [kV], el equipo utilizado se muestra en la Figura 26.

Figura 26. Microscopio electronico de barrido TESCAN

En la Figura 27 se presenta uno de los ensayos realizados en una muestra de fibroina
de seda/PEO 5%, donde se observa una serie de collares o beads, asi como membranas
de diferentes diametros con aparente humedad producto de la evaporacion incompleta
del solvente, de esta forma ademas es posible un acercamiento mayor que permita

observar o distinguir los poros que se encuentran en los beads.
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| SEM MAG: 10.00 kx |Date(m/dly): 11/22117 CENCINAT
Figura 27. Muestra de Fibroina de seda / PEO 5%

3.1.7. Etapa 7: Anélisis Reolégico

Para realizar el analisis reolégico se utiliza un redmetro de TA Instruments
ubicando en el Laboratorio de Reologia del Departamento de Ciencias de la Energia y
Mecénica. Cuenta con una velocidad angular maxima de 300 [rad/s], un torque maximo
de 200[mN*m] y una resolucion de torque de 0.1[mN*m]. En la Figura 28 se muestra el

redmetro presente en el Laboratorio.
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Figura 28. Re6metro TA-Instruments

Para el andlisis se usa la configuracion placa-cono. Para evitar que la muestra se
seque y forme una capa, el area fuera del cono se inunda con agua destilada y se encerro
con una camara ambiental, que se disefié para ajustarse alrededor del cono y el eje de
accionamiento sin tocarlo. En primer lugar, se realiza una pre-cizalla durante 100[s] a una
velocidad de cizalla constante de 1 [rad/s] a 25°C, con el fin de garantizar que la muestra
se distribuyd uniformemente entre el cono y la placa y para establecer un estado reolégico
uniforme (es decir, reemplazar cualquier tension residual de la carga de la muestra) (Laity,
Gilks, & Holland, 2015).

Posteriormente, se realiza un estudio de flujo estacionario en velocidades de cizalla
entre 0.01 y 160 [rad/s], obteniendo asi una gréfica viscosidad vs tasa de cizalla, que

define el comportamiento reolégico de la solucidon acuosa analizada.

3.1.8. Etapa 8: Analisis Mecéanico (AFM)

Dada la relativa fragilidad de las membranas a obtenerse por el proceso de
electrospinning realizar un ensayo de tension en una maquina de ensayos universales se
vuelve imposible por problemas de manipulacion de las fibras y resolucién del equipo. De

tal manera, se vuelve necesario nuevamente el uso de microscopia avanzada.



54

El microscopio de Fuerza atomica permite determinar las caracteristicas elasticas de
una fibra en escalas del micro y nanémetros, con la ayuda del software AR 15.06.109 que
permite la aproximacion del valor del médulo de Young. El Microscopio AFM MFP-3D
Infinity Asylum Research, se encuentra en la Universidad de Antioquia-Medellin,
Colombia y ceunta con un modo de asignacion de distancia de fuerza que opera a una
velocidad de pixeles de hasta 300 [Hz], una punta de silicio recubierta de Ti/lr que permite

realizar la medicion. En la Figura 29 se presenta el microscopio AFM.

Figura 29. Microscopio de Fuerza Atémica

3.2. Materiales
La mayoria de materiales utilizados se describieron en la etapa 1 referente a la

extraccion de fibroina de seda.

3.2.1. Oxido de Polietileno (PEO)

Se adquirié 6xido de Polietileno S3 Chemicals, con peso molecular 10000000[Da]. El
PEO se caracteriza principalmente por ser un polimero sintético biocompatible con un
alto peso molecular que mejora las caracteristicas de electrohilabilidad de las soluciones
acuosas (Schneider A. , Wang, Kaplan, Garlick, & Egles, 2009).
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Figura 30. Oxido de Polietileno (PEO)
3.2.2. Sangre de drago (Croton Lechleri Miill)
La sangre de drago se caracteriza principalmente por su caracteristica organica
certificada, adquirida en la Fundacion Chankuap ubicada en la cuidad de Macas,

Ecuador. La sangre de drago adquirida se presenta en la Figura 31.

Figura 31. Sangre de drago (Croton Lechleri Mull)
Fuente: Fundacion Chankuap

3.3. Equipos e Instrumentos
Los equipos utilizados para la elaboracién del proyecto fueron:

e Balanza electrénica Shimadzu (Unibloc) TW423L con apreciacién de 1[mg],
un rango entre 2[mg] y 420[g], un error aproximado de 1mg y la posibilidad
de salida y entrada digital de datos.
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e Placa de calentamiento y agitacion BIPEE con rango de agitacion entre O-
2000[1/min], calentamiento entre 0-400°C, un RTD-PT100 como sensor de
temperatura con un error menor del 0.5%.

e Plancha de agitacion Thermo scientific CIMARC con rango de agitacion
entre 0-2000[1/min].

e Conductivimetro OHAUS Starter 300C con rango de medicion entre O-
199.9[mS/cm], con un error de £0.5% y temperatura admisible entre 5-40°C.

e Termohigrometro BOECO BOE327 con medicion de temperatura entre -10

t 50°C, humedad relativa entre 20 y 99% y una exactitud de +1°C, +5%HR.

MAGNETIC STIRRER

Figura 32. Equipos utilizados en el proyecto

3.3.1. Sistema de Electrospinning
Los elementos que componen el sistema de electrospinning utilizado para el presente

trabajo se detallan en la Tabla 7.



Tabla 7

Equipos del Sistema de Electrospinning
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s e B
W*‘m-‘gm- 70

Figura 33. Sistema de Electrospinning

Fuente de alto voltaje Genvolt
Modelo: 73030

Salida de Voltaje: 0-30 [kV]
Max. salida de corriente: 1[mA]
Salida de Poder: 30[W]
Eficiencia: >75%

Bomba de Jeringa Cole Parmer
Modelo: 788110C
Exactitud: +0.5%
Jeringas: 0.5[uL], 10[mL], 60[mL]
Caudal:
e 0.5[puL] (min. 1.6 [pL/min])
e 10[mL] (méx. 26.014
[mL/min])
e 60[mL] (méx. 80.404
[mL/min])

Céamara Imaging Source

Modelo: DFK 22BUCO3

Resolucion: 744x480 (0.4MP), hasta
76 fps

Obturador global

Rango dinamico 8bits

Tipo de Sensor: CMOS

Figura 36. Camara de acercamiento
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CAPITULO IV

4. ANALISIS DE RESULTADOS

4.1. Extraccion de Fibroina de Seda

El proceso de dialisis en la extraccion de fibroina de seda permite el intercambio de
iones entre una solucién altamente conductora por efecto de la disolucién en bromuro de
litio (LiBr) y agua ultrapura tedricamente no conductora, por tal motivo y por
recomendacion de Salvador Aznar Cervantes, se analizé el comportamiento eléctrico del

agua ultrapura tras cada cambio de agua en el proceso de extraccion.

Considerando que la conductividad eléctrica del agua ultrapura es de 3,47[uS/cm],
tras el primer cambio de agua la conductividad registré un valor de 4796 [uS/cm], a partir
del cuarto cambio a las 20 horas de empezado el proceso de dialisis se observo un
cambio radical a 251[uS/cm]y 6 horas después a 17,81[uS/cm]. Fue en el séptimo cambio
cuando el agua ultrapura registr6 una conductividad de 6,42[uS/cm] y segun la
recomendacion de Aznar la solucion acuosa estaba lista para electrohilar. Estos

resultados de observan mejor en la Figura 37.

Conductividad electrica del agua ultrapura
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Conductividad Eléctrica [1S/cm]

Figura 37.Conductividad Eléctrica del Agua Ultrapura en la dialisis
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4.2. Membranas de Fibroina de Seday PEO
Primero se realizé un estudio previo del comportamiento de la solucion de fibroina de
seda con PEO en electrospinning y tras un analisis morfolégico en microscopia SEM se

obtuvieron los resultados mostrados en la Tabla 8.

Tabla 8
Resultados de las micrografias SEM de muestras de fibras de fibroina de seda con

6xido de polietileno?

Solucién Variables
Parametros
Operacionales
V=6,90 [kV]

Q= 1,40 [mL/hr]

d=12 [cm]
RSF+ PEO 5%w/v

E= 57,50 [kV/m]

Resultados

Om= 131,32 [nm]
o= 22,18 [nm] e T
Parametros g ‘
Operacionales
V=7,10 [kV]

Q= 1,20 [mL/hr]

RSF + PEO d= 12 [cm]
5%w/v + SD 5%
wiw E= 59,17 [kV/m]

Resultados

Om= 139,43 [nm]

o= 19’26 [nm] MV 50KV WD: 16.75 mm fr * 7 MIRAS TESCAN

View field: 208 pm Det: SE 50 pm

SEM MAG: 1000 x  Date(midly): 1122117 CENCINAT

CONTINUA m=)

! Todas las pruebas fueron realizadas en proporcidn Fibroina 4: PEO 1



RSF+ PEO 3%w/v

Parametros
Operacionales

V= 8,50 [kV]

Q= 1,40 [mL/hr]

d=12 [cm]

E= 70,83 [kV/m]

Resultados

Om= 281,22 [nm]

o= 51,00 [nm]

RSF+ PEO 3%w/v

Parametros
Operacionales

V= 8,70 [kV]

Q= 1,40 [mL/hr]

d= 14 [cm]

E= 62,14 [kV/m]

Resultados

Om= 198,38 [nm]

o= 39,01 [nm]

RSF+ PEO 3%w/v

Parametros
Operacionales

V= 11,40 [kV]

Q= 1,40 [mL/hr]

d= 16 [cm]

E= 71,25 [kV/m]

Resultados

Om= 206,93 [nm]

" SEMHV:5.0kV

o= 60,37 [nm]

2 5.0 kV WD: 16.86 mm : MIRAZ; TESCAN
View field: 208 ym Det: SE

SEM MAG: 1000 x | Date(m/dly): 11/24/17 CENCINAT

MIRA3 TESCAN

| 1
View field: 207 pm Det: SE 50 pm
SEM MAG: 1.00 kx Date(m/dly): 11/24/17

CENCINAT

CONTINUA mm)

60
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RSF+ PEO 3%w/v

Parametros
Operacionales
V=17,10 [kV]

Q=1,20 [mL/hr]

d=12 [cm]

E= 60 [kV/m]

Resultados

Om= 139,43[nm]

o= 19 26 [nm] ‘ T " MIRA3 TESCAN
! Det: SE
Date(m/dly): 11/24/17 CENCINAT

RSF+ PEO 3%w/v

Parametros
Operacionales
V= 8,50 [kV]

Q= 1,20 [mL/hr]

d= 14 [cm]

E= 60,71 [KV/m]

Resultados

Om= 224,55 [nm]

o= 28,97 [nm] Fsenisowwowerh WAL

View field: 208 pm Det: SE 50 pm
SEM MAG: 1.00 kx Date(m/dly): 11/24/17 CENCINAT

De los resultados mostrados en la Tabla 8 se puede recabar algunos datos

interesantes:

Las soluciones realizadas con una concentraciéon de PEO al 5% w/v generan
fibras discontinuas a pesar de la desviacion estandar relativamente baja con
presencia de collares o beads grandes.

Las soluciones realizadas con una concentracion de PEO al 5% w/v y sangre de
drago al 5% w/w no se mezclaban homogéneamente y fue necesario realizar un

filtrado de la solucion previo al electrohilado, el cono de Taylor no se estabilizo y
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es por eso que en la micrografia SEM no hay presencia de fibras continuas,
existen beads grandes y alargados en toda la estructura y la muestra recolectada

no es manipulable.

Las soluciones que mejores resultados presentaron son las que cuentan con una

concentracion de PEO al 3% w/v variando el caudal entre 1,2 y 1,4 [mL/hr] y la distancia

entre 12 y 16 cm obteniendo lo siguiente:

Las muestras obtenidas con un caudal de 1,4 [mL/hr] presentaron las mejores
caracteristicas morfolégicas a una distancia de 12 cm, aun asi, las fibras cuentan
con un numero minimo de beads, pero tiene una apariencia humeda producto del
alto caudal, lo que ademas hace que la muestra se adhiera al papel aluminio y
su extraccion se complique. Al aumentar la distancia capilar-colector la calidad
de las fibras tiende a reducir generando una matriz no manipulable con presencia
de areas humedas que no resultan adecuadas para la produccion de apadsitos.

En su lugar, las muestras obtenidas con un caudal de 1,2 [mL/hr] presentaron
mejores caracteristicas morfolégicas a una distancia de 12 cm, logrando producir
fibras lisas continuas con poca aparicion de beads y lo mas importante es
manipulable tras su recoleccion. Por estas razones esta se convierte en la
muestra con los pardmetros Optimos para la mezclar con sangre de drago y

posteriormente caracterizar mecanica y reolégicamente.

Por lo tanto, la muestra de mejores caracteristicas es la obtenida baso las siguientes

condiciones: voltaje 7,10 [kV], caudal1,20 [mL/hr], y distancia capilar-colector 12 [cm]. En

la Figura 38 se muestra la elaboracién de la membrana de RSF +PEO 3% w/v con las

mejores caracteristicas morfoldgicas. El alto valor de la desviacion estandar en cada una

de las muestras es producto del control de las condiciones tanto ambientales como

operacionales, asi como de la dificultad que se genera al trabajar con biopolimeros dada

la complejidad en su estructura molecular y la tasa de degradaciéon mayor a la de los

polimeros sintéticos.
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Figura 38. Elaboracion de la membrana de RSF +PEO 3%w/v con las mejores
caracteristicas morfologicas

4.3. Solubilidad de la Sangre de Drago

Al mezclar la Sangre de drago con la solucién acuosa de Fibroina de Seda + PEO
3%w/v en distintas concentraciones 100%, 50%, 25%, 10% v/v, la solucion tendia a
formar una mezcla altamente viscosa, no homogénea y grumosa imposible de electrohilar

como se muestra en la Figura 39.

Figura 39.Comportamiento de la sangre de drago al mezclarla con la solucién de RSF +
PEO 3% wiv
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Producto de que no es posible generar una mezcla homogénea entre la solucion de
fibroina de seda y la sangre de drago, se volvié necesario realizar un estudio experimental
de la solubilidad de la savia frente a otros polimeros y solventes como se muestra en la
Tabla 9.

Tabla 9
Comportamiento de la Sangre de Drago como material electrohilable
Solvente Concentracion Resultado Observaciones
(v/v)

La Sangre de drago reacciona
con la mezcla de RSFy PEO e
impide que se homogenice. Con
calor la sangre forma grumos y
se afecta la estructura molecular
de la fibroina que es sensible a
cambios bruscos de
temperatura.
La Sangre de drago reacciona
con el PEO y a RSF e impide
Insoluble gue se homogenice. A
temperatura ambiente se forma
un gel altamente viscoso.
El solvente demitilformamida en
altas concentraciones tiende a
generar reacciones alérgicas en
la piel y hasta cancer, razén por
la que para aplicaciones
biomédicas no es conveniente,
dada la dificultad para controlar
si todo el solvente se volatiliza
en el proceso de electrohilado.
Por esta razén no se hara mas
pruebas con este solvente.
Dado que el etanol no genera
Soluble. una reaccion alérgica en
No genera  contacto con el cuerpo
fibras, ni humano, el etanol es uno de los
particulas solventes que se probaran con
la Sangre de Drago.

100% + Calor Insoluble

RSF + PEO 3%
w/v

100% +
Temperatura
ambiente +
Agitacion Lenta

Soluble.
Demitilformamida o No genera
(DMF) 100% fibras, ni

particulas

Etanol 100%

CONTINUA mm=)



65

El agua es el solvente indicado

Soluble, T A
DEro no para apllcaglone_zs biomédicas,
Agua 100% genera dado. que adn sin que se
fibras. ni volatilice en ,6| procesono
o genera ningun tipo de reaccion
particulas
en el cuerpo humano.
Soluble Se genera una solqcién .
PVP 30KDa 5% 100% NoO genéra grumosa con alta viscosidad no
w/w fibras homogénea. El PVP de bajo PM
' genera particulas
El hecho de que se mezcle con
2000 insoluble PVP de 30[KDa] y no con la de
PVP 1300KDa 5% 0 1300[KDa] demuestra que la
Wi sangre de drago reacciona
cuando se la intenta mezclar
10% Insoluble con polimeros de alto peso
molecular.
Se genera una solucién
100% Insoluble grumosa con alta viscosidad no
PVP 30KDa homogénea
13%w/w Soluble, Genera particulas con cierto
10% etanol genera goteo (Q=1,2[mL/hr], V=
particulas 11,2[kV], d=16[cm])
Se genera un gel, dado que la
RSF 100% Insoluble sangre de drago en mezcla
directa reacciona con la fibroina.
100% Insoluble La sangre de drago no se
2504 Insoluble mezcla con el PEO, en su
defecto se gela y genera un
10% Insoluble  f,i4o altamente viscoso
Quedan residuos de sangre de
% w/ 5% Soluble drago producto del elevado
PEO 3% wiv peso molecular del polimero
Genera fibras, lo que da cabida
Soluble, a que se pueda mezclar
1% genera posteriormente con fibroina de
fibras. seda.(Q=0,9[mL/hr], V= 6,2[kV],
d=12[cm])
PEO 5%w/v 10% Insoluble Genera grumos y no se mezcla

homogéneamente

CONTINUA mm=)
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Genera una membrana

CS4% AA70% 100% Sgrl:gilae’ concentrada en el centro de la
PVA 10% ° ﬁbras matriz (Q=0,45[mL/hr], V=
' 21,4[kV], d=12[cm]
Soluble Genera una membrana
0, ’
RSF +WF;\I/EO 3% 2% enagua genera manipulable. (Q=1,2[mL/hr], V=
fibras. 7,2[kV], d=12[cm])

Posterior al anterior analisis se encontré una concentracion de sangre de drago que

permitia realizar una mezcla homogénea electrohilable como se muestra en la Tabla 10.

Tabla 10
Micrografia SEM de las fibras de RSF + PEO 3% w/v + SD 2% v/v
Solucién Variables Micrografias SEM
Parametros ‘ ==

Operacionales
V= 7,20 [kV]

Q= 1,20 [mL/hr]

RSF+ PEO 3%w/y 9= 12 [em]
SD 2% viv E= 60 [kV/m]
Resultados
@m= 160 [nm]
o= 47,14 [

Se obtuvo una membrana manipulable con presencia de beads dado el aumento
de la concentracion al afiadirle la sangre de drago con un diametro medio de 160 [nm] y

una desviacion estandar relativamente alta de 47,14 [nm].

4.4. Analisis Morfoldgico de las Muestras de Fibroina de Seda Chinay
ecuatoriana

Una vez obtenidos los parametros 6ptimos, se procede a replicarlos en fibroina de

seda china y ecuatoriana para su analisis SEM como se muestra en la Tabla 11.
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Tabla 11
Micrografias SEM de muestras de fibras de RSF china y ecuatoriana
Solucién Variables Micrografias SEM
Fibroina de Seda Chlna
Parametros R
Operacionales
V=7,10 [kV]

RSF+ PEO 3%w/v

Q= 1,20 [mL/hr]

d=12 [cm]

E= 60 [kV/m]

Resultados

Om= 139,43[nm]

o= 19,26 [nm] e

View fi Det: SE
SEM MAG: 1.00 kx Date(m/dly): 11/24/17

Malla manipulable formada por fibras lisas continuas, con poca
presencia de beads y excelente apanenma

RSF+ PEO 3%w/v
+ SD 2% v/v?

Parametros
Operacionales

V= 7,20 [kV]

Q= 1,20 [mL/hr]

d=12 [cm]

E= 60 [kV/m]

Resultados

Om= 160 [nm]

o= 47,14 [nm]

Omp= 30,19 [nm]

o.p: 8’81 [nm] Vlewfiel&;. .Dsl:. SE 50 pm

SEM MAG: 1.00 kx  Date(m/dly): 12/01/17 CENCINAT

CONTINUA m=)

2 Bmf significa didametro medio de fibra, mientras que Omp significa didmetro medio de poro.
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Malla manipulable formada de fibras continuas con presencia
de beads porosos. Los beads porosos y la membrana que
cuenta con interticios son unos de los principales
requerimientos en apasitos para acelerar la migarcion celular y
por ende el crecimiento de celulas epiteliales que regeneren el
tejido.

Fibroina de Seda ecuatoriana

RSF

Pardmetros )
Operacionales

V= 7,80 [kV]

Q= 0,90 [mL/hr]

d=12 [cm]

Fibroin de Seda Ecustoriana

E=65 [kV/m]

Resultados

Om= 144,11 [nm]

- =, Pl SN & - /!
o=42 , 32 [nm] SEMHV:5.0kV | 45mm Ll MIRA3 TESCAN
View field: 2087pm | Det: SE 50 pm
SEM MAG: 1000 x | Date(m/diy): 01119118 CENCINAT

Dado que la fibroina de seda ecuatoriana cuenta con una
concentracion del 13% mayor a la fibroina china cuya
concentracion es del 9%, se hizo un ensayo unicamente con
fibroina de seda, obteniendo una malla humeda no
manipulable con fibras discontinuas y presencia de beads,
producto de la humedad de la membrana es que se vuelve
dificil la extraccion para el posterior analisis en microscopia, es
por esta razén que en la imagen se distinge zonas sin fibras en
la muestra.

RSF+ PEO 3%w/v

Se realiz6 una mezcla de fibroina ecuatoriana con PEO al 3%
w/v, pero esta resulto ser mas viscosa e inestable al
aplicarsele un campo eléctrico, el cono de Taylor a diferentes
pardmetros operacionales nunca se estabilizé y por ende fue
imposible la recoleccion de una muestra de membrana.

Una de las razones de que haya sucedido esto puede ser la
elevada concentracion producto de haber afiadido un polimero
gue por lo general trabaja como aditivo para mejorar la
concentracion de la soluciéon y por ende la electrohilabilidad.

CONTINUA =)
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RSF+ PEO 3%w/v Parametros
+ SD 2% v/v Operacionales
V= 6-9 [kV]

Q=1,20 [mL/hr]

d= 14 [cm]

E= 42 - 64 [KV/m]

Resultados

Om= 145,4 [nm]

o= 42’10 [nm]  SEMHV: 5.0k ;“Wn: 16.7‘9“mm 1| M;/{s;z;cﬁ

View field: 207 ym Det: SE 50 pm

SEM MAG: 1.00 kx |Date(m/dly): 01/19/18 CENCINAT

Al afadirle la solucidén de sangre de drago al 2%v/v en agua la
solucién tendié a aumentar un poco la viscosidad, pero fue
posible electrohilar. Aun asi, era muy dificil estabilizar el cono
de Taylor, razén por la que en voltaje en lugar de existir un
valor preciso se establece un intervalos de valores.

Se obtuvo una membrana himeda con fibras discontinuas,
gue por su humedad, las fibras se adherieron al foli de
aluminio lo que complico su extraccion para el analisis SEM.

La fibroina de seda ecuatoriana se diferencia principalmente de la fibroina de seda
china por tener una mayor viscosidad, esta diferencia marcada en ambas soluciones
acuosas es la que plantea la necesidad de manejarlas como dos materiales diferentes en
el proceso de electrospinning, utilizando distintas concentraciones de PEO y por ende
variando los parametros operacionales asociados a la produccién de membranas. Como
producto de la experimentacion y la dificultad de la extraccion de la membrana del foil de
aluminio se probd con otra matriz de recoleccion como la gasa que cuenta con una
porosidad deseable para el apésito, teniendo como resultado lo que se muestra en la
Figura 40y 41.

Lo llamativo de estos resultados es que la gasa no actia como un material conductor
capaz de cargarse y a pesar de ello alinea las fibras tomando el papel de un colector
metalico de rejillas, esto plantea la necesidad el estudio del efecto de la matriz de
recoleccion tanto en la morfologia como en las propiedades mecanicas de la membrana
producida por electrospinning.
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(a) (b)
Figura 41. RSF+PEO 3%w/v+SD 2% v/v recolectada en: (a) foil de aluminio, (b) gasa
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Como se muestra en la Figura 42 las membranas recolectadas en la gasa toman la
forma de la matriz de recoleccién, deseables para la produccién de apdésitos, con la

porosidad adecuada para la migracion celular y posterior regeneracion del tejido.

Figura 42. Extraccion de la membrana de Fibroina de seda recolectada en gasa

4.5. Analisis Reolégico
Para el analisis reoldgico se realizé como se explicé en el Capitulo 3 una precizalla a

una velocidad de cizalla constante de 1 rad/s por 100 [s] a 25°C para procurar uniformidad
en la solucion y posteriormente un ensayo de flujo estacionario a velocidades de cizalla
entre 0.01y 160 [rad/s] a 25°C para obtener la gréfica viscosidad vs tasa de cizallamiento,
que nos permita definir el tipo de fluido. En la Figura 43 se muestra la preparacion de la

muestra en el reGmetro previo a la realizacion del estudio.
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Figura 43. Preparacion de la muestra en el reébmetro previo al estudio reolégico

Se realizara en primer lugar un analisis de las gréficas esfuerzo de corte vs tasa de
cizallamiento y viscosidad vs tasa de cizallamiento de cada una de las soluciones a fin
de comprender el comportamiento y el tipo de fluido. Posteriormente se realizar4 una
comparacion entre las 3 soluciones acuosas de cada tipo de fibroina de seda y finalmente
se comparara el comportamiento de cada uno de los tipos de fibroina de seda en cada

solucion acuosa por separado.

Previo a realizarse el estudio de cada una de las soluciones acuosas electrohilables
se analiz6 el comportamiento de la sangre de drago obteniendo como resultado la Figura
44.
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Comportamiento Reoldgico de la Sangre de Drago

100
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Tasa de cizallamientoy (1/s)

Viscosidad 1 (Pa.s) , Esfuerzo de Corte (Pa)

Figura 44. Curva de flujo estacionario de la Sangre de Drago

La viscosidad de la sangre de drago fluctia entre 1,493 [Pa.s] a la velocidad de
precizalla y 13,61 [Pa.s] a 160 [rad/s]. Dado que no existe una relacion lineal entre el
esfuerzo de corte y la tasa de cizallamiento y que la viscosidad decrece mientras que el
esfuerzo crece frente al aumento de la velocidad de cizalla, se concluye que se trata de

un fluido no newtoniano pseudoplastico como se muestra en la Figura 45.
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Figura 45.Comportamiento de los fluidos no Newtonianos pseudoplasticos y dilatantes.

Fuente: (Polymer Properties Database, 2018)
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Del mismo modo se realizé las graficas para cada una de las soluciones acuosas

electrohilable obteniendo los resultados mostrados en la Figura 46.

Comportamiento Reoldgico de la Fibroina de Seda China Comportamiento Reoldgico de |a Fibroina de Seda
ecuatoriana
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(©) (d)

Comportamiento Reoldgico de la solucion de Fibroina de Comportamiento Reoldgico de |a Fibroina de seda
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Figura 46. Graficas esfuerzo de corte vs tasa de cizallamiento (azul) y viscosidad vs
tasa de cizallamiento(rojo) de: (a)Fibroina de seda china, (b) Fibroina de seda
ecuatoriana, (c) Fibroina de seda china + PEO 3% wl/v, (d) Fibroina de seda
ecuatoriana+PEO 3% w/v, (e) Fibroina de seda china+PEO 3% w/v +SD 2% vl/v, (f)
Fibroina de seda ecuatoriana+PEO 3% w/v +SD 2% v/v.

Viscosidad 1 (Pa.s) , Esfuerzo de Corte (Pa)
Viscosidad 11 (Pa.s) , Esfuerzo de Corte (Pa)




75

Las gréaficas anteriormente observadas repiten la tendencia, no existe una relacion
lineal entre el esfuerzo de corte y la tasa de cizallamiento y la viscosidad decrece mientras
que el esfuerzo crece a medida que aumenta la velocidad de cizalla lo que define que los
fluidos analizados son no newtonianos pseudoplasticos basandonos en la Figura 45.

A continuacién, en la Figura 47 se compara el comportamiento de las graficas

Viscosidad vs Tasa de cizallamiento de las muestras tomadas con fibroina de seda china.

Comportamiento Reolégico de la Fibroina de Seda China

100
—1—RSF

—&—RSF+PEO 3%w/v
—>—RSF+ PEO3% w/v+ SD2% v/v

0.001 (0 1000

Viscosidad n (Pa.s)

0.01
Tasa de cizallamiento y (1/s)

Figura 47. Comportamiento reolégico de las muestras de fibroina de seda china

La muestra de fibroina de seda china pura tiene una viscosidad de 15,024 [mPa.s],
la muestra de RSF + PEO 3% w/v de 23,256 [mPa.s] y la muestra de RSF + PEO 3% w/v
+ SD 2% v/v de 31,621 [mPa.s] a 160 [rad/s], lo que demuestra lo dicho por Sugihara et
al. en el 2000 plantenado que el PEO aumentaria y mejoraria la viscosidad de la solucién
acuosa previo al uso en el proceso de electrospinning. Del mismo modo se observa que
agregarle la Sangre de drago tiende a aumentar la viscosidad de la solucion final lo que
a su vez aumente su concentracién y esa puede ser la razén de la presencia de un

namero mayor de beads en relacion a la muestra que solo contiene PEO. En la Figura
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48, se realiza la misma comparacion entre soluciones acuosas pero de fibroina de seda

ecuatoriana.

Comportamiento Reoldgico de la Fibroina de Seda
Ecuatoriana

10
—O— RSF

—#— RSF+PEO 3%w/v
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0.001 . } 10 100 1000
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0.01
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Figura 48. Comportamiento Reoldgico de la Fibroina de Seda Ecuatoriana

La muestra de fibroina de seda ecuatoriana pura tiene una viscosidad de 26,586
[mPa.s], la muestra de RSF + PEO 3% w/v de 36,39 [mPa.s] y la muestra de RSF + PEO
3% wi/v + SD 2% v/v de 39,457 [mPa.s] a 160 [rad/s], demostrando al igual la tesis de
Sugihara et al. en el 2000, es llamativo que la viscosidad de la fibroina de seda pura
ecuatoriana es mayor a la viscosidad de la muestra de RSF china + PEO 3% w/v que es
la muestra que mejores propiedades morfologicas brindo. Este aumento en la viscosidad
y por ende de la concentracion de las soluciones acuosas es el que impidié la elaboracién
de membranas de fibroina de seda ecuatoriana replicando los parametros operacionales

optimos para a fibroina china previamente establecidos.

A continuacion, en la Figura 49, 50 y 52 se hace una comparacion del

comportamiento de las soluciones acuosas de fibroina de seda entre china y ecuatoriana.
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Comportamiento Reoldgico de la Fibroina de Seda pura
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0.01
Tasa de cizallamiento y (1/s)

Figura 49. Comportamiento Reoldgico de la Fibroina de Seda

Se confirma lo previamente establecido, la solucién de fibroina de seda ecuatoriana
pura (26,586 [mPa.s]) es mas viscosa que la solucién de fibroina de seda china pura
(15,024 [mPa.s]) a 160 [rad/s] manteniendo constante el protocolo de extraccion, esta
diferencia en la viscosidad es la que hizo posible obtener fibras con la solucion
ecuatoriana, que aun cuando su morfologia no resulté adecuada permitié estabilizar el

cono de Taylor, lo que no paso6 con la solucion de fibroina china pura.
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Comportamiento Reolégico de la Solucién Fibroina de
Seda + PEO 3% w/v
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Figura 50. Comportamiento Reolégico de la Solucion Fibroina de Seda + PEO 3% wi/v

Al aumentarle PEO, que trabaja aumentando la viscosidad y concentracion de la
solucion acuosa para aumentar su electrohilabilidad sucede lo mismo. La solucion de
fibroina de seda ecuatoriana (36,39 [mPa.s]) cuenta con una mayor viscosidad que la
solucion china (23,256 [mPa.s]) a 160 [rad/s]. Este aumento en la viscosidad de la
solucion ecuatoriana, como se postulé previamente, es una de las razones por las que

fue imposible estabilizar el cono de Taylor y por ende obtener una membrana manipulable
como se muestra en la Tabla 11.

Previo al andlisis de la ultima solucién acuosa en la Figura 51 se compara el
comportamiento de la solucién de fibroina ecuatoriana pura y la fibroina china con la
adicion de PEO 3% wl/v, para de esta forma evidenciar que la solucién ecuatoriana sin
aditivos (26,586 [mPa.s]) cuenta con una viscosidad mucho mas alta que la solucion china
con aditivos (23,256 [mPa.s]) a 160 [rad/s], razén principal por la que la solucién

ecuatoriana pura pudo generar fibras por el método de electrospinning.
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Figura 51. Comportamiento Reoldgico de la Fibroina de Seda + PEO 3% w/v + SD 2%

viv

Comportamiento Reolégico de la Fibroina de Seda + PEO
3% w/v +SD 2% v/v
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Figura 52. Comportamiento Reoldgico de la Fibroina de Seda + PEO 3% w/v + SD 2%

viv
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Por ultimo, al afadirle la solucion de Sangre de Drago la tendencia es la misma. La
solucién de fibroina de seda ecuatoriana (39,457 [mPa.s]) tiene una mayor viscosidad
que la solucion china (31,621 [mPa.s]) a 160 [rad/s]. Este aumento en la viscosidad de la
solucion ecuatoriana, es la que dificulto la estabilizacién del cono de Taylor y por ende la

morfologia de las fibras no es la adecuada como se muestra en la Tabla 11.

4.6. Anéalisis Mecéanico

Para proceder a la medicion del médulo de Young, las muestras fueron cortadas en
trozos de aproximadamente 1 [cm?] y fueron pegadas al portamuestras del AFM usando
cinta doble faz. Para las mediciones se uso6 una punta de silicio recubierta de Ti/lr con el
fin de disminuir las interacciones electrostaticas, de aproximadamente 20 [nm] de radio.
La constante de resorte y la sensibilidad de la punta fue calculada usando el método de
Sader reportando valores de 2,27 [nN/nm] y de 83,4 [nm/V]; respectivamente. Cabe
resaltar que todos los ensayos fueron realizados usando la misma punta y la misma
calibracion para garantizar la reproducibilidad y confiabilidad de los datos. Posterior a la
calibracion se realiz6 la aproximacion a la muestra y se efectuaron las curvas de fuerza
respectivas, en escaneos de 10 [um] x 10 [um], y resolucion de 16 x 16 pixeles. Una vez
obtenidos, los datos fueron procesados usando el software AR 15.06.109, y ajustandolos
al modelo de contacto de Hertz para dar lugar al valor aproximado del médulo de Young
o de elasticidad.

Dado que las muestras de fibroina de seda ecuatoriana no permitieron obtener
membranas manipulables necesarias para hacer la medicion del Modulo de Young, la
caracterizacion mecanica es unicamente de las muestras en base a fibroina de seda

china.
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4.6.1. Muestras de Fibroina de Seda China + PEO 3% w/v

Para la muestra de RSF + PEO 3% w/v se reportd un valor promedio de 279,9 [MPal].
La Figura 53 presenta el histograma de frecuencia de los datos mientras que la Figura 54

muestra la grafica de distribucién de probabilidad normal.

Histograma de frecuencias del Médulo de Young
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Figura 53. Histograma de frecuencia del Médulo de Young (RSF + PEO 3% wi/v)
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Figura 54. Distribucion de Probabilidad Normal del Modulo de Young (RSF + PEO 3%
wiv)



82

En las Figuras previamente presentadas se observa que no existe uniformidad en
cuanto a los valores obtenidos, siendo la desviacion estandar de los valores del Médulo
de Young de aproximadamente 167 [MPa], esto producto del nimero reducido de
pruebas realizadas dada la complejidad y por ende coste de las mismas, asi como de la
variacion de los diametros de las fibras cuya desviacion es de 19,26 [nm] como se
muestra en la Tabla 11. En la Figura 55 se muestra la grafica Fuerza vs desplazamiento
obtenida de la prueba realizada a las fibras.

Fuerza vs Desplazamiento
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Figura 55. Gréfica Fuerza vs desplazamiento (RSF + PEO 3% w/v)

4.6.2. Muestras de Fibroina de Seda China + PEO 3% w/v + SD 2% v/v

Para la muestra de RSF + PEO 3% w/v + SD 2% v/v se report6é un valor promedio de
107,1 [MPa], lo que quiere decir que, aunque la adicion de sangre de drago aumenta la
viscosidad de la solucién acuosa también disminuye el valor del modulo de Young de la
membrana obtenida por electrospinning. La Figura 56 presenta el histograma de
frecuencia de los datos mientras que la Figura 57 muestra la grafica de distribucion de

probabilidad normal.
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Figura 56. Histograma de frecuencia del Mddulo de Young (RSF + PEO 3% w/v+ SD
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Figura 57. Distribucion de Probabilidad Normal del Modulo de Young (RSF + PEO 3%
w/v+ SD 2% v/v)

De la misma forma en las figuras anteriores es evidente la no uniformidad en los

valores obtenidos, siendo la desviacion estandar de los valores del Modulo de Young de
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aproximadamente 70,08 [MPa], esto producto igualmente del numero reducido de
pruebas realizadas dada la complejidad y por ende coste de las mismas, asi como de la
variacion de los diametros de las fibras cuya desviacion es de 47,14 [nm] como se
muestra en la Tabla 11. En la Figura 58 se muestra la grafica Fuerza vs desplazamiento

obtenida de la prueba realizada a las fibras.
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Figura 58. Grafica Fuerza vs desplazamiento (RSF + PEO 3% w/v+ SD 2% v/v)

4.7. Alternativas para una posterior aplicaciéon biomédica

Dadas las complicaciones que se presentaron durante la investigacion al trabajar con
la sangre de drago por primera vez como material electrohilable, se plantearon algunas
alternativas para una posterior aplicacion biomédica procurando la presencia de la mayor
concentracion de sangre de drago debido las grandes propiedades biolégicas

previamente postuladas. Las alternativas experimentadas son las siguientes.

4.7.1. Nanoparticulas de PVP 30K 10%w/w + SD 20%v/v

Una de las alternativas fue dopar las membranas obtenidas de RSF + PEO 3% +
SD 2% v/v con nano y microparticulas de PVP 30K + SD 20% v/v obteniendo los

resultados que se muestran en la Figura 59.
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Figura 59. Fibras de RSF-PEO3% w/v-SD 2%v/v dopadas con nanoparticulas de PVP

30K 13%w/w-SD 20% v/v

4.7.2. By-Layer de RSF + PEO 3%w/v + SD 2% y CS4% en AA 70% + PVA 10% +

SD 100%

Otra de las opciones fue realizar un by-layer uniendo una capa de RSF + PEO
3%w/v + SD 2% v/v con una capa de quitosan(CS)4% en AA 70% + PVA 10% + SD 100%

aprovechando que la solucién de quitosan permitié solubilizar la sangre de drago
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concentrada al 100%. De esta forma se obtuvieron los resultados mostrados en la Figura
60.

g%
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SEM MAG: 1.00 kx | Date(mi/dly): 12/01/17 CENCINAT

Figura 60. By-layer de RSF + PEO 3%w/v + SD 2% y CS4% en AA 70% + PVA 10% +
SD 100%

La membrana obtenida de la solucién de quitosan tiene un espesor mayor dado que el
radio de dibujo en el colector es mucho menor al de la fibroina, es por esta razén que a
pesar de tener el mismo tiempo de deposicidn existe una mayor cantidad de fibras de
quitosan en relacién a las de fibroina de seda.

4.7.3. Atomizacién de Sangre de Drago concentrada
Una de las alternativas mas sencillas es agregar directamente sangre de drago
concentrada al 100% mediante un atomizador de uso comercial, pero el inconveniente
gue se presenta con este método es que la fibroina de seda reconstituida o RSF obtenida
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de la extraccion por protocolo quimico al ser electrohilada es soluble al agua y dado que
la sangre de drago cuenta con agua en su estructura disuelve la fibroina obteniendo la

imagen del microscopio optico que se observa en la Figura 61.

Figura 61. Sangre de drago atomizada sobre una membrana de RSF + PEO 3% w/v
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CAPITULO V

5. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Conclusiones

Se realizo el protocolo quimico para la extraccion de la fibroina de seda en el
Laboratorio de Reologia de la Universidad de las Fuerzas Armadas ESPE, desde
la fase de capullo hasta la solucion acuosa a traves del uso de soluciones salinas
como el carbonato de sodio(Na,C05) para la eliminacion de la sericina en los
capullos o desgomado, la solucion de bromuro de litio (LiBr) 9.3M para la
disolucién de la fibroina en una solucion altamente cargada y viscosa y el proceso
de dialisis durante 48 horas mediante el uso de membranas de piel de serpiente
para intercambiar con agua ultrapura los iones cargados de bromuro de litio que
perjudicaban las propiedades quimicas de la solucién y por ende impedian que
sea electrohilable, obteniendo asi una solucion acuosa entre 9-12% de
concentracion w/v ,pH 6,46 y conductividad eléctrica de 280 [uS/cm]. La principal
diferencia entre la extraccion de fibroina de seda china y ecuatoriana yace en el
proceso de desgomando, donde el porcentaje de fibroina en el capullo para el
material de origen chino es de 75,2%, mientras que el de origen ecuatoriano es de
83,6%, concluyendo que existe mas fibroina en los capullos ecuatorianos,
tomando en cuenta que las propiedades de cada capullos son dependientes de
una serie de parametros como la alimentacion del gusano, el tiempo de
crecimiento, la especie, las condiciones ambientales ,etc.

La solubilidad de la sangre de drago present6 problemas a la hora de mezclarla
con la solucién de RSF + PEO 3%wi/v, por tal motivo, se experimento la solubilidad
con ciertos polimeros sintéticos y biopolimeros; permitiendo una mezcla uniforme
en polimeros de bajo peso molecular como el PVA de 15000[Da] o como el PVP
30000 [Da] y generando una solucion grumosa y poco uniforme con polimeros
como el PEO de 1000000[Da]; esto dio lugar a que la Unica concentracion de
sangre de drago que se mezcld uniformemente con la solucion de fibroina de

seda sea al 2% v/v en agua, concentracion relativamente baja frente al uso comun
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gue esta concentrado al 100% y relativamente alta frente a la solucion diluida que

se usa en Ulceras gastricas que esta aproximadamente en 0,06% v/v en agua.

Producto de la caracterizacion morfolégica se obtuvieron las mejores muestras a
los siguientes pardmetros operacionales de electrospinning: Voltaje: 6-7 [kV],
caudal: 1,2-1,4 [mL/h] y distancia entre el colector/capilar: 12 [cm] y parametros
ambientales: Temperatura: 18-19 °C y humedad relativa: 60-63% , tras el analisis
mediante microscopia SEM se obtuvieron los siguientes datos, por un lado para la
solucion RSF china + PEO 3% w/v se obtuvo diametro medio de 139,43[nm] con
una desviacion estandar de 19,26[nm] siendo esta la mejor muestra en cuanto a
morfologia, mientras que la solucion RSF china + PEO 3%w/v + SD2%uv/v tuvo un
diametro medio de 160[nm] con una desviacion estandar de 47,14,19[nm] con
presencia de beads porosos que tenian como diametro medio de poro 30,19[nm]
y desviacion de 8,81[nm] siendo las dos membranas manipulables que pueden ser
utilizadas como apdésitos en heridas tras andlisis biol6gicos. Mientras tanto para
las soluciones acuosas ecuatorianas se obtuvieron los siguientes datos, dada la
viscosidad relativamente alta de la fibroina de seda pura fue posible la formacion
de fibras con un diametro medio de 144,1[nm] y desviacion estandar de 42,32[nm]
aunque no form6 una membrana manipulable a fin de la aplicacién proyectada,
por otro lado la soluciéon de RSF ecuatoriana + PEO 3% w/v dado el aumento de
la viscosidad no permitio la estabilizacion del cono y por ende no permitié obtener
fibras y por ultimo la solucién de RSF ecuatoriana + PEO 3% w/v+ SD 2%v/v a
pesar del aumento de la viscosidad permitié la estabilizacién del cono a voltaje
variable obteniendo como diametro medio 145,4[nm] y desviacion 42,10[nm], esto
ratifica que dadas las diferencias en los pardmetros de las soluciones chinas y
ecuatorianas deben ser analizadas como materiales completamente distintos a la

hora de establecer los parametros operativos en el proceso de electrospinning.

El comportamiento reoldgico de todas las soluciones considerando que no existe

una relacion lineal entre el esfuerzo de corte y la tasa de cizallamiento y que la
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viscosidad decrece mientras que el esfuerzo crece frente al aumento de la
velocidad de cizalla, se concluye que las soluciones son fluidos no newtonianos
pseudoplasticos. Ademas, a una velocidad de cizalla de 160 [rad/s], para la
muestra de fibroina de seda china pura la viscosidad es de 15,024[mPa.s], la
muestra de RSF china + PEO 3% w/v de 23,256 [mPa.s] y la muestra de RSF
china + PEO 3% w/v + SD 2% v/v de 31,621 [mPa.s]; concluyendo que a medida
que se adiciona PEO y PEO + SD la viscosidad de la solucion aumenta facilitando
el electrohilado, pero dando lugar a la presencia de beads dado el aumento en la
concentracion; del mismo modo para la muestra de fibroina de seda ecuatoriana
pura tiene una viscosidad de 26,586 [mPa.s], la muestra de RSF + PEO 3% w/v
de 36,39 [mPa.s] y la muestra de RSF + PEO 3% w/v + SD 2% v/v de 39,457
[mPa.s], que a partir de la elevada viscosidad de la solucion pura, al aumentar
PEO o PEO + SD la concentracion también aumenta y se complica tanto la
estabilizacion del cono, como la formacion de fibras. Por lo tanto, la viscosidad de
las soluciones en base a fibroina de seda ecuatoriana es mayor aun manteniendo

constante el protocolo quimico de extraccion.

Producto de la diferencia en las propiedades fisicas presentadas en la fibroina de
seda ecuatoriana, resulté complicado replicar los pardmetros operacionales para
la produccion de membranas manipulables establecidos previamente en fibroina
de seda china, por esta razén fue imposible realizar el estudio mecénico de ellas.
Los datos de Mdédulo de Young obtenidos de las pruebas realizadas en el
Microscopio de Fuerza Atdmica AFM muestra que las fibras en base a fibroina de
seda china RSF + PEO 3% w/v tiene un valor promedio de 279,9 [MPa] con una
desviacion estandar de 167[MPa], mientras que al agregarle la savia de sangre de
drago obteniendo la solucion RSF + PEO 3% w/v + SD 2% v/v tiene un valor
promedio de 170,1 [MPa] con una desviacion estandar de 70,08 [MPa]. Ademas,
se puede concluir que los altos valores de desviacion estandar en las pruebas
demuestran que es necesario realizar mas ensayos con variaciones en los

diferentes parametros, lo que se dificulta por la complejidad técnica del ensayo y
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el elevado costo de la misma, ademas de procurar que la desviacion estandar del
diametro de las fibras ensayadas no tienda a ser muy elevado, para el caso en
particular la desviacion para la primera muestra es de 19,26 [nm], mientras que
para el segundo caso es de 47,14 [nm] que en escala nanométrica es
relativamente alto provocado por la dificultad presentada al trabajar con
biopolimeros y el reducido control que se tiene sobre los parametros ambientales
en el proceso de electrospinning. Adicionar sangre de drago a la solucién de RSF
+ PEO 3% wi/v a pesar de aumentar la viscosidad de la solucion tiende a reducir
el médulo de Young de las fibras obtenidas del proceso de electrospinning,
aspecto que no cuenta con mucha relevancia para el caso de un apdésito donde un
parche secundario se caracteriza por su rigidez y resistencia mecéanica mientras
que el aposito primario como el elaborado, es el que cuenta con los agentes

bioldgicos que aportan a acelerar la cicatrizacién de la herida.

Recomendaciones

Tener un mayor control sobre las condiciones ambientales y técnicas tanto de la
extraccion de la fibroina de seda como del proceso de electrospinning para que
no exista tanta variacién entre las muestras y se logre la mayor reproducibilidad

posible en los datos obtenidos de las distintas caracterizaciones.

Se recomienda realizar los estudios del comportamiento de la fibroina de seda
ecuatoriana como material electrohilable con diferentes concentraciones de PEO
para la formacién de membranas que puedan ser utilizables como apdsitos para

la curacion de heridas crénicas.

Profundizar el estudio y realizar los ensayos biol6gicos a las alternativas

planteadas en el presente trabajo para la curacién de heridas, considerando que
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el apoésito cuente con el mayor porcentaje de sangre de drago y las mejores
caracteristicas bioldgicas destinadas a mejorar la cicatrizacion de una herida

crénica.

e Estudiar m4s a detalle el comportamiento de la sangre de drago en el proceso de
electrospinning como material dopante en la produccién de membranas con fines

biomédicos para la curacion de heridas en apositos o andamios de tejidos.

e Elaborar un estudio sobre el efecto que tiene la matriz de recoleccion sobre las
propiedades mecéanicas y morfolégicas de las membranas de fibroina de seda

obtenidas a través del proceso de electrospinning.

5.3. Trabajos Futuros

e Estudio biolégico de membranas de fibroina de seda dopadas con sangre de
drago por distintos métodos.

e Caracterizacion de fibras submicrométricas de fibroina de seda de capullos de
diferente procedencia.

e Estudio del comportamiento mecanico de las fibras obtenidas por la técnica de
electrospinning variando la matriz de recoleccién

e Caracterizacion de films de fibroina de seda obtenidos por la técnica de
electrospinning para aplicaciones de transmision de datos por fibra 6ptica.

e Estudio del comportamiento de by-layers obtenidos por la técnica de
electrospinning como aislantes térmicos.

e Estudio del comportamiento reoldgico de soluciones biopoliméricas segun su
tasa de degradacion.

e Caracterizacion mecéanica de andamios de tejidos de fibroina de seda obtenidos
por la técnica de electrospinning para tejidos duros.
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