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Resumen

En este trabajo se estudiaron andamios electrohilados de fibroina de gusano de seda, Bombix mori,
con posibilidades de ser aplicados en la regeneracién de tejido debido a una lesidon dentro del
Sistema Nervioso Central (SNC) ya que raramente se tiene un buen prondstico de recuperacién. Al
utilizar acido trifluoroacético (TFA) como solvente el proceso de fabricaciéon de los andamios se
redujo obteniendo fibras de didmetro alrededor de los 690 + 150 nm. Se fabricaron andamios de
fibras al azar y paralelas. Para la fabricacién de los andamios de fibras paralela se disefié un nuevo
colector tipo “T” invertida. Se caracterizaron los andamios por Espectroscopia Infrarroja por
Transformada de Fourier (FTIR), Resonancia Magnética Nuclear (RMN), Microscopia Electrénica de
Barrido (SEM), Andlisis Termogravimétrico (TGA), Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC),
Difraccion de Rayos X (DRX) y Pruebas Mecdanicas Uniaxiales. La viabilidad celular de los andamios
se evalud mediante células gliales neuronales astrocitos, ya que este tipo de células tienen un rol
primordial dentro de la regeneracion del tejido neuronal dafiado. Los astrocitos lograron
establecerse sobre los andamios mostrando una forma bipolar alargada y forma de estrella.
Ademas, las extensiones de las células lograron extenderse sobre fibras adyacentes. Este tipo de
andamios podrian ser aplicados en la regeneracién de tejido neuronal como substituto de la matriz
extracelular del cerebro.

Palabras clave: Fibroina, Electrohilado, Ingenieria de tejidos, Células neuronales, Astrocitos.

Abstract

In this study we evaluate electrospun scaffolds made by Fibroin from silkworm, Bombix mori, to
improve tissue regeneration after injury in Central Nervous System (CNS) since there is rarely a good
prognosis for recovery. Using Trifluoracetic Acid (TFA) as solvent the fabrication process of scaffolds
is reduced, obtaining fibers around of 690 + 150 nm. We fabricated scaffolds of non-parallel fibers
and parallel fibers. We designed a new collector type T inverted for manufacture of parallel fibers.
Scaffolds were characterized by Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FTIR), Nuclear Magnetic
Resonance (RMN), Scanning Electron Microscopy (SEM), Thermogravimetric Analysis (TGA),
Differential Scanning Calorimetry (DSC), X-Ray Diffraction (DRX) and Uniaxial Mechanical Test. We
evaluated cell viability of scaffolds to be applied in CNS, we used neuronal-glial cells, astrocytes,
since this kind of cells play an important role in damaged neuronal tissue. Astrocytes were able to
stablish on scaffolds showing bipolar- and star- shape. Moreover, astrocytes filaments were capable
of extend on adjacent fibers. This kind of scaffolds could be applied in neuronal tissue regeneration
as substituent for brain extracellular matrix.

Keywords: Fibroin, Electospining, Tissue Engineering, Neuronal Cells, Astrocytes.



Introduccion

Actualmente se estiman mas de 600 enfermedades que afectan el sistema nervioso central (SNC),
gue causan dafo cerebral. Desafortunadamente pocas de estas enfermedades tienen tratamientos
efectivos disponibles. La enfermedad de Huntington, la esclerosis lateral amiotréfica (ELA) y la

enfermedad de Parkinson producen muerte de tipos de células muy especificos; trayendo consigo
problemas en el sistema motor y en las facultades cognitivas. Hasta hace poco se creia que la
capacidad de generacion de nuevas células (Neurogénesis) no se daba en el sistema nervioso
central, que comprende: el encéfalo y la medula espinal. Sin embargo, se ha descubierto que el
cerebro cambia a lo largo de la vida. Tal plasticidad ofrece una via para inducir la autoreparacion

cerebral tras una lesién o una enfermedad [1].

La ingenieria de tejidos es una combinacion de diversas técnicas cuyo objetivo es fabricar un
reemplazo de tejido dafiado por medio de materiales y de células para crear constructos 3-D que
faciliten la regeneracion del tejido original y/o restauren directamente la funcién perdida basada en
laintegracién estructural permanente. Una estrategia emergente de la ingenieria de tejidos aplicada
en el SNC toma como ejemplo estructuras que se generan durante el desarrollo prenatal, las cuales
sirven para facilitar la migracién de neuronas desde el centro del cerebro hasta la corteza cerebral.
Este tipo de estructuras son formadas por grupos de células y sus extensiones que recorren el
sistema nervioso periférico (SNP), asi como el SNC, convirtiéndose en vias de migracién hasta
alcanzar objetivos especificos o areas especializadas dentro de estos sistemas.

La técnica de electrohilado es un método efectivo para producir andamios formados por micro- o
nano-fibras a partir de soluciones poliméricas para una amplia variedad de aplicaciones en la
medicina. Debido a su similitud con la matriz extracelular por la formacidn de fibras delgadas y
continuas, alta relacion superficie-volumen y la capacidad de generar diversos tamafios de poro, los
andamios electrohilados han sido empleados para diversas aplicaciones en la ingenieria de tejidos.
Resultados previos muestran que algunos andamios de fibras electrohiladas formados por
polimeros a base de proteinas, como el colageno, son materiales adecuados para el cultivo y
crecimiento de diferentes tipos de células del SNC como: células neuronales y neuroglias (células
gliales). Ademas, sus caracteristicas topograficas afectan fuertemente la forma de las células
sembradas en la superficie de ellos [2].

Es necesario dar énfasis a la investigacidn in vitro de la relaciéon que existe entre las extensiones de
las células del SNC (neuritas) sobre nanofibras electrohiladas para poder avanzar hacia
investigaciones mas profundas que involucren la implantacion de estos andamios en organismos
vivos o in vivo de tal forma que se puedan entender los mecanismos que rigen este tipo de
interacciones [2].

Actualmente las proteinas obtenidas a partir de la seda han llamado la atencién como posibles
candidatas para aplicaciones como sustitutos de tejido neuronal dafiado, debido a diferentes
razones: por su capacidad para modular sus propiedades mecanicas como la rigidez del material,
por su capacidad de ser funcionalizadas por medio de biomoléculas que aumenten la similitud con



la matriz extracelular (ECM) y por su versatilidad para formar gran variedad de estructuras como
peliculas, hidrogeles, fibras y esponjas [3].

Justificacion

La regeneracién dentro del sistema nervioso, tanto para el SNC como para el SNP, siguen siendo un
reto para la medicina regenerativa, ya que estos sistemas tienen una limitada capacidad de
autoregenerarse y ademas se producen déficits funcionales después de una lesién o una
enfermedad neurodegenerativa.

Las lesiones y deficiencias del SNC pueden ocurrir por traumas debido a caidas, accidentes de autos,
asaltos o incluso deportes del alto contacto. También las enfermedades neurodegenerativas como
Alzheimer, Parkinson, Huntingtong, la esclerosis lateral amiotrdfica y la demencia frontotemporal
son un problema de salud grave que provoca pérdida de células en regiones especificas del cerebro.

Al ocurrir una lesién o un trauma grave en el SNC surge una cascada de eventos patoldgicos que
pueden daiar el ambiente. Las células gliales o “neuroglias”, tienen un papel vital en la regeneracidn
del tejido neuronal posterior a una lesion, eliminando células muertas o produciendo mielina
alrededor de extensiones de las células, favoreciendo la transmision de sefiales en el tejido [4].

Los astrocitos (células gliales) juegan un rol importante en un cerebro saludable y también en un
cerebro dafiado. En un cerebro sano, los astrocitos colaboran en la sinapsis, participando en la
transmision de sefiales (transporte de neurotransmisores). Los astrocitos inician una de sus
funciones por una herida o lesién que podria tener como consecuencia la formacidn de una cicatriz
glial una barrera alrededor del centro de la herida que actia como una pared contra objetos
extrafios que protege a neuronas sobrevivientes cercanas a la inflamacion y restringe el area dafiada

[5].

A pesar de las ventajas que ofrece una cicatriz glial, el ambiente provocado por la cicatriz no es
propicio para que los axones se regeneren. Actualmente ha cambiado el antiguo paradigma
respecto al rol inhibidor de las cicatrices gliales, en realidad contienen una gran cantidad de agentes
capaces de promover el crecimiento de neuritas [5]. Estos agentes son secretados no solo por los
astrocitos sino por muchos tipos de células.

Actualmente los tratamientos han avanzado lo suficiente para poder salvar la vida a muchas de las
victimas, aunque todavia no para curarlas. Las terapias actuales tratan el edema agudo vy alivian los
sintomas, pero hasta el momento no se ha descrito ningln tratamiento integral reproducible y
suficientemente fiable que restituya las funciones sensitivomotoras y viscerales perdidas [6]. La
rehabilitacion ensefia a los pacientes a adaptarse y a vivir lo mejor posible con las consecuencias
posteriores a la lesién teniendo en cuenta el drea del SNC dafiada y de la gravedad de la lesién.

Es necesario desarrollar MEC artificiales como sustrato sobre el cual las células neuronales puedan
crecer y extenderse, de manera que sus extensiones puedan alcanzar las zonas que han sido
dafiadas y reestablecer la red entre las células [7].



Diferentes tipos de andamios se han investigado que propicien un ambiente adecuado para la
regeneracién dentro de un cerebro lesionado [1]. Las fibras electrohiladas surgen como una posible
solucidn, ya que pueden disefiarse para proporcionar las sefiales quimicas y fisicas necesarias para
ayudar en la reparacién y reconexidn de un cerebro lesionado [2]. El proceso de electrohilado ofrece
muchas ventajas para la fabricacién de una gama de variada de andamios, ajustando los pardmetros
del proceso. También es posible incorporar y administrar moléculas bioactivas en el andamio para
cumplir requisitos especificos. Es importante mencionar que la alta porosidad de los andamios
electrohilados permite el intercambio de nutrientes y desperdicios al mismo tiempo que
proporcionan un microentorno tridimensional (3D) para el soporte y desarrollo celular [8].

De manera similar a las neuronas, los astrocitos también son capaces de migrar dentro de andamios
electrohilados. Son capaces de penetrar fibras aleatorias o alineadas, in vitro. Sin embargo, la forma
de los astrocitos cambia de acuerdo con la alineacién de las fibras [7].

Entre los polimeros naturales, la fibroina de seda es atractiva para muchas aplicaciones biomédicas.
La fibroina de seda posee muchas ventajas, que incluyen; propiedades mecdanicas adecuadas, es de
facil manejo y procesamiento, sus propiedades estructurales pueden ser ajustadas, es
biodegradable y es estable a cambios de temperatura [9].

Por lo tanto, en este estudio se propone utilizar andamios electrohilados de fibroina de gusano de
seda que en un futuro podrian reconstruir la red o circuito celular como una prometedora estrategia
en la regeneracién de sitios lesionados o dafiados dentro del SNC.



Marco teodrico

Ingenieria de tejidos y Medicina Regenerativa

La medicina regenerativa, segun el Instituto Nacional de Salud (NIH, por sus siglas en ingles), es el
campo que involucra “la intervencién para mejorar la capacidad de autocuracion del cuerpo
humano mediante el uso de andamios, moléculas biolégicamente activas y componentes celulares,
o combinaciones de estos componentes” [1].

Hay muchos enfoques dentro de esta disciplina: ingenieria genética de organismos para la
implantacién de células modificadas, disefio “bottom-up” (de abajo hacia arriba) y sintesis de
constructos, obtencidn de matriz extracelular por descelularizaciéon y métodos de regeneracién [1].
La ingenieria tisular es un gran subcampo de la medicina regenerativa que se refiere a un enfoque
combinatorio de los componentes mencionados anteriormente en un tejido funcional o “Unidad”
de tejido in vitro [1].

La ingenieria tisular abarca el desarrollo de biomateriales, lo que da como resultado materiales
novedosos y biocompatibles adecuados para interactuar con tejidos vivos. La utilizacién de los
biomateriales como soporte o andamios para las células durante el cultivo in vitro permite el
desarrollo de modelos de tejidos en 3D. Varios modelos apuntan a la reconstruccién de estructuras
anatdmicas especificas del SNC como la corteza cerebral, el nervio éptico y el tejido de la médula
espinal [1].

Fibras de Seda

La seda es muy reconocida por poseer algunas de las propiedades mas deseables de las fibras
textiles: finura, resistencia, elasticidad, capacidad de tefido, tonos profundos, suavidad, flexibilidad,
y brillo. Es la Unica fibra natural disponible comercialmente en forma de filamento continuo y es
producida por la larva de los gusanos de seda [2]. La principal especie de gusanos de seda
domesticados es el Bombyx mori (B. mori); las especies de gusanos de seda salvajes incluyen
Antheraea pernyi, Antheraea yamamai, Antheraea mylitta, Antheraea assama, Antheraea proylei y
Philosamia Cynthia ricini. También, se clasifican en razas geograficas en funcién de su origen, es
decir; japones, chino, europeo, coreano y tropical. Entre las especies de gusanos de seda, el gusano
de seda “B. mori”, es la especie comercialmente mas utilizada. Ademas, las técnicas para su crianza,
mantenimiento, preservacion, procesos de enrollamiento y tejido, ya han sido bien definidos [11].
La fibra de seda derivada de B. mori tiene una estructura de nucleo y cubierta, se compone
principalmente de dos proteinas macromoleculares: fibroina de seda (FS) y sericina de seda (SS)
(Figura 1). SS es un grupo de proteinas de seda adhesivas que se sintetizan en la parte media de las
glandulas de seda de los gusanos de seda y se almacenan como una solucién acuosa hasta que hilan
con un rango de tamafio de 65 a 400 kDa. SS envuelve la fibra de fibroina con capas adhesivas
sucesivas, que ayudan en la formacién de un capullo. SS constituye el 20-30 % del peso del capullo
y asegura la cohesidon del capullo pegando los hilos de seda [11].



Sericina

Figura 1. Fibra de seda, compuesta por fibroina y sericina. Imagen de microscopia SEM x 2000 [3].

La conformacién molecular de la proteina SS estd compuesta de estructuras “random coil” u ovillo
aleatorio y lamina-B, con un gran nimero de aminoacidos hidrofilicos como: serina, tirosina, acido
glutdmico, acido aspartico y lisina. La mayoria tienen grupos laterales polares fuertes como los
grupos hidroxilo, carboxilo y amino, que causan su alta hidrofilicidad [11].

Fibroina

La fibroina se secreta por la glandula posterior de los gusanos de seda y la sericina se secreta por su
glandula media y anterior de los gusanos. Durante el hilado, las larvas secretan dos hebras gemelas
de fibroina muy delgadas (~ 10 um de didametro) de las dos glandulas de seda exocrinas (alineadas
en ambos lados del cuerpo) a través de las hileras, que las unen simultdneamente con la sericina
[11].

La FS es el componente principal (alrededor del 72-81 %) del capullo y el 19-28 % restante es SS. Al
ser una glicoproteina hidréfoba, la fibroina es insoluble en agua. Contiene una gran cantidad de
enlaces de hidrégeno. La composicion molecular y la orientacién hacen que esta proteina forme una
estructura semicristalina que contiene dos fases: lamina-f antiparalela cristalina altamente
ordenada, separada por espaciadores de ldmina-B menos ordenada. La parte cristalina contribuye
a la fuerzay dureza, y la parte no cristalina aporta flexibilidad y elasticidad a la fibra [11].

La FS es una proteina heterodimérica de 350 kDa [11]. La fibroina de seda se secreta como un
complejo de tres proteinas distintas: la cadena pesada (H-fibroina), la cadena ligera (L-fibroina) y
una glicoproteina (P25), que estd unida a ambas cadenas por interacciones no covalentes y se
mantienen en una relacion molar de 6:6:1, respectivamente [11]. La determinacion de la
composicion de aminodcidos de la cadena H-Fibroina mostré que la glicina, alanina y serina (figura
2) forman mas del 80 % de la proteina [11].

Glicina [G] Alanina [A] Serina [S]
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Figura 2. Principales Aminodcidos que componen a la proteina fibroina.



Ademas de la estructura primaria, las estructuras secundarias y terciarias de una proteina juegan un
papel importante en la determinacidn de sus propiedades. El dominio hidrofébico de la proteina
consiste en secuencias de aminodacidos repetidas que forman las ldminas-B y se ensamblan asi
mismas en nano-cristales a través de enlaces de hidrégeno e interacciones hidréfobas. La region
hidrofila insertada entre estos dominios hidréfobos forma la regién amorfa y estad presente en
conformacioén ovillo aleatorio. Esta conformacidn le proporciona elasticidad a la seda [3]. El arreglo
espacial, la distribucidn, el nUmero y el tamafio de las regiones cristalinas y no cristalinas determinan
las propiedades mecdnicas de la seda [11].

Diversos tipos de materiales han sido utilizados en la repacion de tejido dentro del sistema nervioso,
tanto en el SNC como en el SNP. En particular, los polimeros han predominado debido a sus
propiedades fisicas, quimicas, mecanicas y bioldgicas intrinsecas, en comparaciéon con otros
biomateriales como metales o cerdmicos. Sin embargo, estas caracteristicas cambian dependiendo
el tipo de polimero. El éxito de un material no sélo recide en su capacidad para permitir el
crecimiento o reproduccién de las células sino en un conjunto de elementos que promuevan la
regeneracién y estimulacion de la integracion del elemento junto con el tejido saludable [12].

Dentro de los polimeros sintéticos utilizados en ingenieria de tejidos para tejido neuronal se
encuentran PLA, PGA, PLGA, PEG y pHEMA. Pueden ser considerados biodegradables o no
biodegradables. Se han utilizado como plataforma para cultivo in vitro e in vivo, comprobando su
biocompatibilidad con distintitos tipos de células neuronales y animales (ratas y perros,
principalmente). El uso de este tipo de polimeros tiene muchas ventajas ya que tienen buenas
propiedades mecdnicas, son bastante flexibles ya que pueden ser combinados o copolimerizados,
faciles de funcionalizar por diversas técnicas e incluir biomoléculas que aumenten sus propiedades.
Ademas pueden ser procesados mediante diversas técnicas como: hilado mojado, liofilizacién o
electrohilado. A pesar de lo anterior, aun existen algunas dudas sobre su toxicidad dados los
mondmeros residuales de una polimerizacion incompleta, asi como los subproductos de la
degradacion y plastificantes [12].

Otro tipo de polimeros sintéticos que se han utilizado son los polimeros conductores eléctricos
como PPy, PANi, PEDOT. Incluso se ha utilizado ceramicos conductores como el grafeno y el fosfuro
de indio. Cabe resaltar que el sistema nervioso opera a través de una delicada red de sefiales
eléctricas para la comunicacion de las neuronas con ellas mismas y otras células. Idealmente un
andamio para aplicaciones neuronales deberia de poseer propiedades eléctricas para mejorar la
proliferacién y migracion de las células neuronales. Por lo tanto, un polimero conductor podria
realizar esta funcion del tejido neuroal y facilitar la reconstruccién de las conecciones neuronales.
Aunque hay que considerar que el uso de este tipo de materiales como biomateriales aun
permanece en estudio ya que no se degradan in vivo lo que podria inducir a inflamacion crénica,
producir reacciones inmunogénicas lo que requeriria cirugias y tratamientos adicionales. Es por ello
que estos materiales se han mezclado con otro tipo de materiales biodegradables, en el caso de los
polimeros sintéticos o naturales, combinando las caracteristicas conductivas con las propiedades
bioldgicas.



Dentro de la ingenieria de tejidos aplicada en tejido neuronal el uso de polimeros naturales es
altamente benéfico debido a su alta biocompatibilidad y degradabilidad combinada con
propiedades quimicas que pueden ser facilmente modificadas. Ademas, tienen un bajo riesgo de
citotoxicidad y reacciones inmunogénicas después de la implantacion en el cuerpo. Dentro de los
ejemplos clasicos de estos materiales se encuentran el coldgeno, gelatina, elastina, acido
hialurdnico, alginato, quitosano, keratina y la seda. Estos materiales han servido como plataformas
de cultivo in vitro exitosos, pero se sabe que tienen una tasa liberacion rapida de las biomoléculas
con las que llegan a ser cargados y se degradan rdpidamente, lo que no permite un adecuado tiempo
para que haya adecuada adhesion y cremiento celular [13]. El coldgeno es un biopolimero que ha
sido aprobado para estudios clinicos orientados a la regeneracién de nervios del SNP. Sin embargo,
carece de buenas propiedades mecanicas, muy sensible a los cambios térmicos y es muy dificil el
procesamiento de este material.

La fibroina de seda es un biomaterial que no causa reacciéon inmunitaria, ha sido utilizado
clinicamente para hacer suturas durante décadas. Pierschbacher y colaboradores [14], observaron
gue la secuencia de los aminodcidos Arg-Gly-Asp en la fibronectina sirve como sitio de adhesion
celular. La fibroina de seda y otros polimeros naturales cuentan con estructuras similares,
especialmente la arginina en ciertas regiones de sus cadenas. Lo que le confiere ese grado de
biocompatibilidad. Las fibras solidas de fibroina pueden ser facilmente procesadas a partir de
soluciones acuosas para formar una gran variedad de materiales como peliculas, matrices
electrohiladas, esponjas e hidrogeles [13] [15]. Tambien ha sido utilizados para liberacién de
factores de crecimiento y proteinas, asi como en encapsulamiento de células [13] [16]. Las fibras de
seda se han utilizado para administrar adenosina para reducir las convulsiones epilépticas en ratas
[17]. Otra propiedad importante de este tipo de materiales es que son capaces de degradarse
mucho mas lento que otro tipo de biomateriales, debido a que sus regiones cristalinas pueden
configuradarse mediante tratamientos con metanol u otros solventes. Indepenidente del
tratamiento las fibras de la seda siguen siendo biocompatibles [18]. Los materiales como coldgeno
y fibrina pierden su integridad fisica y se deshidratan cuando son utilizados en cultivos con PBS
durante 2 semanas, sin contar que no han sido sometidos a degradacion mediante enzimas
(proteasas, quimotripsina alfa) [13]. El mddulo elastico de la fibroina (4.8 — 400 kPa) son
comparables a los médulos de las células neuronales (0.5-1.6 kPa) asi como a otros tipos de
biomateriales como fibrina, agarosay colageno (3-80 kPa, 5-20 kPa y 1.8 kPa, respectivamente) [13].

Electrohilado

El proceso de electrohilado se ha utilizado como una técnica de procesamiento eficiente y de bajo
costo para fabricar nanofibras para una gran variedad de aplicaciones, especialmente en los campos
farmacéutico y médico, incluyendo su uso en los vendajes para heridas, la filtracion y los sistemas
de administracién de farmacos, asi como los andamios para ingenieria de tejidos. Las matrices
(mats) fibrosas producidas se pueden usar como medios filtrantes, soportes cataliticos, materiales
de ropa de proteccién, cosméticos, sensores, nanocompuestos (aplicaciones dentales), sistemas de
administracién controlada de farmacos, implantes médicos, vendajes para heridas, biosensores y
andamios para ingenieria de tejidos [8].



La técnica de electrohilado permite obtener membranas constituidas por nanofibras, las cuales se
forman al lanzar por medio de una jeringa. Un chorro delgado de una solucién polimérica viaja hacia
una placa metalica o colector. Durante el proceso se aplica una diferencia de potencial entre la aguja
y el colector, para producir las fibras, que se depositan al azar sobre la placa formando una malla de
dimensiones adecuadas para el crecimiento celular (figura 3); esta técnica permite crear membranas
porosas de diversos tipos de polimeros y con propiedades especificas [19].

Figura 3. Configuracion Bdsica del proceso de Electrohilado [14].

Solucién polimérica

Una jeringa se llena con una solucion polimérica y se somete a una diferencia de potencial de entre
10 y 30 kV. Cuando se aplica una diferencia de potencial (voltaje) entre la punta de la jeringa y el
colector de fibras, se producen electrones, iones o pares de iones libres en la solucién que inducen
la formacidn de un chorro que es atraido hacia el colector. Este estimulo de carga es necesario para
la conduccidn de soluciones en forma de chorro, el cual por evaporacion del solvente se convierte
en micro o nanofibras. En el caso de solventes no conductores, se incorporan sales idnicas para
generar las cargas, haciendo asi que la solucién sea conductora [8].

Cono de Taylor

La polarizacién de las soluciones depende del voltaje del generador. La propulsidn entre las cargas
similares en la doble capa eléctrica libre actua contra la tensidn superficial y la elasticidad de la
solucién polimérica en la gota que se forma en la punta de la jeringa, distorsiondandola en una
estructura de forma cénica conocida como cono de Taylor. Por arriba de la densidad de carga critica,
el cono de Taylor se vuelve inestable y se libera en forma de un chorro de fluido que sale de la punta
de la aguja hacia el colector [8].

Ajuste del chorro en presencia de un campo eléctrico

El chorro de fluido forma entonces un ligero filamento polimérico continuo cuyo didmetro depende
del calibre de la aguja y del voltaje aplicado. El fluido cargado se acelera por la presencia del campo
electrostatico formando primero un chorro generalmente lineal y delgado el cual posteriormente
se hace inestable [8].



Inestabilidad del chorro

Estos elementos fluidos se aceleran y, por lo tanto, se estiran y sucumben a una o mas
inestabilidades fluidas que se distorsionan a medida que crecen, siguiendo muchas trayectorias en
espirales, debido a la evaporacién del solvente y al campo electroestdtico. Esta region de
variabilidad también se conoce como “whipping region” [8]. Finalmente, las fibras se depositan en
el colector.

Coleccidn del chorro

Las nanofibras polarizadas electrohiladas viajan hasta el impacto con una placa colectora de menor
potencial. La morfologia del colector afecta la alineacion de las fibras en el andamio. Se pueden
utilizar diversos tipos de colectores, incluidos un colector de tambor giratorio, una rueda giratoria
con borde biselado, un colector de correa mdvil, una rosca de multifilamento, barras paralelas y una
placa, malla plana o curva. Se pueden optimizar una variedad de pardmetros para generar
nanofibras con morfologia controlada, tales como:

o Pardmetros de la solucion: Peso molecular del polimero, viscosidad de la solucidn, tensién
superficial, conductividad de la solucién y efecto dieléctrico del disolvente.

o Pardmetros de Procesamiento: Voltaje aplicado, caudal (didmetro interior de la aguja),
morfologia del colector y distancia entre la punta de la aguja y el colector.

o Parametros Ambientales: Temperatura, humedad, corrientes de aire dentro de la cdmaray
presion [8].
Entre los parametros de electrospinning que afectan la morfologia de la fibra se encuentran;
las bajas concentraciones que producen defectos en forma de perlas y uniones, el aumento
de la concentracidn que reduce los defectos, los didmetros de las fibras crecen al aumentar

la concentracién, aumentar la conductividad eléctrica también ayuda en la produccion de
fibras uniformes libres de cuentas y al aumentarla se producen fibras mas pequefias
(excepciones con PAA y nylon 6) [8].

No existe una relacién concluyente establecida entre la tension superficial y la morfologia
de la fibra. El aumento del peso molecular del polimero reduce el nimero de perlas y el
goteo de solucién en la punta de la ajuga hacia el fondo del equipo de electrohilado. Por
otro lado, el hilado exitoso se produce con solventes de constante dieléctrica alta. Los
caudales mas bajos producen fibras con didmetros mas pequeios y los caudales altos
pueden producir fibras que no estdn secas al llegar al colector (lo que genera la formacion
de perlas). En condiciones extremas de tension, se observa la formacidn de estructuras en
forma de rosario. Sin embargo, la correlacién entre el voltaje y el didmetro de la fibra es
compleja. Se requiere una distancia minima entre el colector y el inyector para evitar el
cierre del circuito provocando un corto circuito y se debe tener en cuenta obtener fibras
secas, ya que las fibras formadas deberan tener un tiempo adecuado para solidificar y
evaporar el solvente. Buchkoa y colaboradores [20] reportaron que a distancias
extremadamente cortas (0.5 cm) las fibras pueden fusionarse al entrar en contacto sobre la
superficie de coleccion, lo cual se debid al exceso de solvente sobre las fibras. Por otro lado,
distancias muy largas producen que las fibras se extiendan con didmetros mayores ya que
la fuerza electrostatica es menor, provocando una disminucion de la tension sobre las fibras
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[20]. Hay una distancia dptima entre la punta y el colector la cual favorece a la evaporacién
del solvente para cada sistema de electrohilado.

Las nanofibras se pueden sintetizar con una gran variedad de estructuras usando diferentes
estrategias: nanofibras con estructuras de nlcleo / coraza, fibras de interior hueco vy
superficies porosas [8].

Figura 4. La morfologia superficial secundaria de las fibras electrohiladas [21].

Usando una aguja coaxial, es decir dos capilares concéntricos, se producen fibras huecas o
fibras de dos polimeros con ntcleo y coraza. Se emplean multiples puntas de la aguja para
aumentar el rendimiento. Las fibras mas suaves resultan de los colectores de metal. Las
fibras alineadas se obtienen utilizando un marco conductor, un tambor giratorio o un
colector de bobinas en forma de rueda. Finalmente, el aumento de la temperatura causa
una disminucidn en la viscosidad de la solucién, lo que resulta en fibras de menor didmetro;
mientras que el aumento de la humedad resulta en la aparicion de poros circulares en las
fibras [8]. Las fibras altamente porosas se obtienen por evaporacién muy rapida del solvente
(figura 4).

Células neuronales: Astrocitos

Células gliales del cerebro

A pesar de que el sistema nervioso central en humanos tiene millones de neuronas (las estimaciones
varian), las células gliales son igual de abundantes [22] [23] [24]. Las células gliales estan tanto en el
SNC como en el SNP. Los astrocitos, oligodendrocitos y microglia son ejemplos de células gliales en
el SNC. Las células de Schwann y satélite son ejemplos de células gliales en el SNP. Los astrocitos y
oligodendrocitos surgen dentro de la capa germinal externa formada por un conjunto de células que
se originan durante el desarrollo embrionario, las cuales dan origen a la piel y al tejido nervioso
(ectodermo). En los hemisferios cerebrales en desarrollo, la apariciéon de células gliales va de la
mano con la vascularizacion [6].

11



Las células gliales difieren de las neuronas

Las células gliales difieren de las neuronas de muchas maneras: tienen un solo tipo de proceso (sélo
tienen dendritas, las neuronas poseen axones y dendritas), estan separadas de las neuronas por
espacio intercelular de aproximadamente 150-200 A y entre si mismas por uniones gap (las uniones
gap permiten el intercambio de iones de una célula a otra). Tampoco pueden generar impulsos,
pero muestran registros intracelulares uniformes y tienen un citoplasma rico en potasio. Los
procesos de las estas células pasan entre los innumerables axones y dendritas en el neuropilo (la
region comprendida entre varios cuerpos celulares o somas de neuronas de la sustancia gris del
encéfalo y la médula espinal) que sirven para conservar la matriz de glicoproteinas del espacio
ulas gliales,

extracelular del cerebro [22]. Ademas, los astrocitos y oligodendrocitos, dos tipos de cé
mantienen la capacidad de dividirse, especialmente después de una lesion en el sistema nervioso.

Antiguamente se pensaba que estas células funcionaban como tejido conectivo en los espacios
intersticiales del cerebro, una especie de pegamento nervioso, en el que los elementos neuronales
estan dispersos. Actualmente se sabe que tienen un rol mas amplio en las funciones dentro del SNC.

Astrocitos

Se reconocen dos tipos de astrocitos: protoplasmico (Figura 5A) y fibroso (Figura 5B). Los astrocitos
son estrellados con filamentos largos y finos. Estos filamentos astrogliales tienen un tamafio de
alrededor de 7 a 11 nm y estan compuestos de proteina acida fibrilar glial. A menudo se extienden
sobre la superficie de los vasos sanguineos como procesos o extensiones vasculares. También
permanecen por debajo de la cubierta pial (envoltura muy delgada que cubre al cerebro) o en la
superficie del cerebro como procesos piales [22].

(A) 7 (D)

Figura 5.Tipos de células gliales en humanos. (A) Astrocito protoplasmadtico, se encuentran en la materia gris cerebral. (B) Astrocitos
fibrosos, se encuentran en la materia blanca. (C) Oligodendrocito, se encuentra en las capas profundas de la corteza cerebral. (D)
Célula microglia, se distribuye de manera uniforme y abundante en toda la corteza cerebral.

Los astrocitos protoplasmaticos aparecen en areas de materia gris y tienen menos fibrillas que los
astrocitos fibrosos. Los astrocitos fibrosos tienen numerosos filamentos gliales y aparecen en la
materia blanca donde sus procesos o extensiones se expanden de forma similar a una lamina para
cubrir toda la superficie de los vasos sanguineos cercanos, formando una membrana limitante. Los
procesos de los astrocitos fibrosos cubren y separan completamente la corteza cerebral como una
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membrana limitante, mientras que a lo largo de las superficies de los ventriculos forman la
membrana limitante glial periventricular. Las extensiones astrociticas cubren las superficies de los
cuerpos celulares neuronales y sus dendritas. Estos procesos gliales también rodean ciertas sinapsis
y conjuntos separados de axones en la sustancia blanca del SNC.

Antecedentes

En el grupo de sintesis y caracterizacién de polimeros para usos biomédicos del Instituto de
Investigaciones en Materiales, se han preparado y estudiado andamios electrohilados de diferentes
tipos para su potencial aplicacién en ingenieria de tejidos [8] [25].

En un estudio previo se exploré la fabricaron de andamios de quitosano/fibroina de gusano de seda
(QS/FS) para posibles aplicaciones en biomedicina [26]. Los resultados fisicoquimicos y bioldgicos
mostraron que los andamios de QS/FS tienen potencial para su aplicacion en ingenieria de tejidos.

La técnica de electrohilado es un método efectivo para producir fibras a microescala o nanoescala
de manera continua a partir de soluciones poliméricas para una variedad de aplicaciones
biomédicas. Las fibras electrohiladas forman prometedores andamios para la reparacién del sistema
nervioso periférico y sistema nervioso central [27] [28].

Debido a su similitud con la matriz extracelular, incluyendo fibras delgadas y continuas, con una gran
cantidad de tamafios variables de poros, andamios electrohilados con diferentes topografias de
superficie han sido empleados para diversas aplicaciones de ingenieria de tejidos. Los resultados
preliminares han indicado que las fibras electrohiladas de varios tipos de polimeros o proteinas de
matriz extracelular, sostienen el crecimiento de diferentes tipos de neuronas primarias y células
gliales, ademas de que sus caracteristicas topograficas afectan fuertemente la morfologia del tejido
de las células embebidas en ellos. Se ha examinado el crecimiento neuritico de las neuronas del
ganglio de la raiz dorsal de rata (DRGn) en nanofibras de polimetilmetacrilato (PMMA), alineadasy
orientadas al azar y la relacién entre neuritas y nanofibras [29].

Fibras altamente hiladas son apiladas en construcciones en tres dimensiones (3-D) con poblaciones
de células gliales que podrian representar un acercamiento efectivo para reconstruir los circuitos
gliales en sitios de lesiones neuronales [30]. Se ha probado que la fibroina de gusano de seda ayuda
a mantener la viabilidad de células del ganglio de la raiz dorsal y células de Schwann sin afectar su
fenotipo normal y su funcionalidad. Ademas compuestos de fibroina de seda con quitosano o
poli(acido L-lactico co-caprolactona) son capaces de tender un puente en una brecha de 10 mm de
largo, en el nervio ciatico de ratas [31].
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Objetivos

Objetivo general
Estudiar andamios de fibras electrohiladas de fibroina de gusano de seda (Bombyx mori), para
evaluar su viabilidad bioldgica con células neuronales gliales.

Objetivos particulares

1. Extraery caracterizar mediante analisis espectroscépico (FTIR, RMN), andlisis térmico (DSC,
TGA) a la FS a partir de capullo de gusano de seda mediante un proceso de desgomado.

2. Encontrar los pardmetros adecuados de electrohilado para obtener andamios de fibras no
alineadas y alineadas de FS.

3. Caracterizar los andamios mediante analisis espectroscépico, analisis térmico, analisis de
superficies (angulo de contacto), analisis estructural (DRX), andlisis morfolégico (SEM) y
analisis mecanico (prueba traccion uniaxial).

4. Comprobar la viabilidad celular de los andamios utilizando astrocitos protoplasmicos.

5. Comparar la viabilidad celular de andamios con fibras dispuestas aleatoriamente con la de
andamios con fibras orientadas paralelamente.

Hipdtesis

e Las fibras de proteina fibroina obtenidas del proceso de desgomado de los capullos de
gusano de seda (Bombix mori), son candidatas en aplicaciones dentro de la ingenieria
de tejidos, dada su biodegradabilidad y biocompatibilidad.

e Debido a su similaridad con la matriz extracelular, los andamios de fibroina fabricados
mediante la técnica de electrohilado; con fibras de didametro homogéneo, alta relaciéon
superficie-volumen y una gran cantidad de tamafos de poro, favorecen el crecimiento
de diferentes tipos células gliales neuronales.

e Los andamios electrohilados de fibroina de gusano de seda (Bombix mori), seran
capaces de guiar el crecimiento de astrocitos y de sus extensiones a través de las nano-
micro- fibras.

Materiales

Los capullos del gusano de seda Bombyx mori fueron proporcionados por el Centro de Biologia
Molecular y Biotecnologia donados por la Universidad Tecnoldgica de Pereira, Colombia. Carbonato
de sodio (Na,COs), acido féormico (88%), acetona, acido trifluoroacético (TFA) tetrafluoroetileno
(TFE)S, Hexafluoro-2-propanol (HFIP), N, N-dimetilformamida (DMF), tetrahidrofurano (THF),
solucién "Hanks” sal y equilibrada (HBSS), dimetil sulféxido (DMSO), todos de Sigma-Aldrich. Dispasa
y suero bovino fetal (SBF) de GIBCO. Medio de cultivo Eagle Modificado: DMEM y DMEM/F-12,
GlutaMAX de Dulbecco. Kit citotoxicidad/viabilidad LIVE/DEAD®. Lauril éter sulfato de sodio (SLES)
y agujas calibre 22x 1*2” (0.7 mm didmetro exterior y 0.38 mm de didmetro interior) de Farmacia
Paris, México.
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Métodos Experimentales

Obtencién de la proteina fibroina

Desgomado

La obtencidon de la FS se realizé6 mediante desgomado. El proceso de desgomado se realizd para
eliminar a la SS que se encuentra alrededor de las fibras de fibroina. Cominmente realiza mediante
calentamiento de los capullos de gusano de seda en soluciones de sales de sodio [1] [2]. El
desgomado se realizd en muestras de 5 gr de capullos de gusano de seda, en 500 mL de solucién de
sales de sodio, a 80°C, durante 30 minutos, a velocidad de agitacién 3 (parrilla de calentamiento y
agitacion IKA C-MAG HS7 digital). Posteriormente se realizaron dos lavados de 500 mL de agua
destilada durante 30 minutos para eliminar los residuos de las sales de sodio (Figura 6). Se realizaron
4 experimentos a diferentes condiciones de acuerdo con la tabla 1.

Tabla 1. Condiciones de desgomado de capullos de gusano de seda. (Bombix mori).

Tipo de Concentracién
Sal
El E2 E3 E4
Na,COs3 0.25% 0.50% 0.25% 0.50%
SLES 0 0 0.50% 0.50%
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Figura 6. Diagrama del proceso de desgomado para las condiciones establecidas en la tabla 1.
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Disolucién de la Fibroina
Para la fabricacion de andamios de fibroina por el proceso de electrohilado, es necesario disolver la
proteina fibroina. Se probaron diferentes solventes, de acuerdo con la tabla 2.

Tabla 2. Solventes para las pruebas de solubilidad.

Muestra Solvente

1 Acetona (=295 %)

2 THF (99 %)

3 TFA/Acetona (50:50 %vol)
a4 TFA (99 %)

5 TFE (99 %)

6 TFE/Agua 90:10 (%v/v)
7 TFE/Agua 80:20 (%v/v)
8 TFE/Agua 50:50 (%v/v)
9 Acido Férmico (88 %)

10 Acido Acético (99.7 %)
11 DMF (99.8 %)
12 DMSO (99.9 %)
13 HFIP (99 %)

La cantidad de muestra para todas las soluciones fue de aproximadamente 0.01 g de fibroina de
seda obtenida por desgomado (FS) y el volumen de solvente fue de 3 mL para cada una de las
muestras con concentracion peso/volumen de 0.33 % p/v. Se realizé la prueba de solubilidad con
este exceso de solvente, a baja concentracidn, para garantizar que la FS pueda disolverse
rapidamente. Cada experimento se realizé en 2 etapas.

En la etapa 1, se pesaron 0.01 g de FS. La muestra se colocé dentro de un tubo de ensayo de 20 mL.
Se adicionaron 3 mL de solvente (se tapa el tubo de ensaye para evitar que el solvente se evapore
rapidamente y la concentracién cambie durante la agitacidn). Posterior a la adicion del solvente, se
agitdé la muestra durante 5 minutos. Si la FS se disuelve, no es necesario continuar con la segunda
etapa. Si la FS no se disolvia, el tubo de ensaye se calentd con agitacion durante 20 minutos a una
temperatura menor a la de ebullicidn del solvente (segunda etapa). Se repitié el procedimiento con
todos los solventes de la tabla 2 (Figura 7).
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Etapa 2§ Tcerebulicion

Etapa 1

\'v‘)

L .

1 o T 20 min NO se selecciona

3mL
- solvente
taga 1 E

<5 min Se selecciona solvente

Figura 7. Proceso para las pruebas de solubilidad.

Electrohilado

Para el proceso de electrohilado las soluciones de la FS son transferidas a jeringas de pldstico de 1
mL de capacidad, con agujas calibre 22 (0.7 mm didmetro exterior y 0.460 mm de didmetro interior).
El equipo y la orientacidn para generar las fibras se muestran en la figura 6. Se fijo la jeringa en la
bomba de inyeccién (New Era Pump Systems, Inc NE4000), se programé el flujo 0.3 mL/h y el
volumen de la solucién polimérica, 1 mL.

Fuente de Voltaje

Bomba de inyeccién

Figura 8. Equipo de electrohilado, Laboratorio de nanofibras para ingenieria de
tejidos-1IM, UNAM.
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Se colocd una placa colectora de aluminio repujado de 1 mm de espesor y de 8 cm x 8 cm, a una
distancia aguja-colector establecida de 15 cm. Posteriormente, se conectd un electrodo a la agujay
el otro al colector. La diferencia de potencial se establecié en 15 kV (GLASSMAN HIGH VOLTAGE,
INC). Se encendié la fuente de poder y la bomba para iniciar con el proceso de electrohilado.

Cultivo y sembrado celular de fibroblastos

Como primera prueba para la viabilidad celular en los andamios producidos mediante el proceso de
electrohilado es necesario el aislamiento de fibroblastos. Se realizé a partir de biopsias de piel
humana con la aprobacién del Comité de Etica de la Facultad de Medicina, UNAM
(CONBIOETICAQ9CEI06620140212). La separacion de la epidermis y dermis se llevé a cabo mediante
dispasa 2.4 unidades/mL (Gibco) durante 16 horas a 4°C y colagenasa 0.3 % durante 3 horas a 37°C
en agitacion para la obtencién de los fibroblastos.

Al final de la primera digestion con dispasa, se separé la epidermis, de la dermis con unas pinzas. La
dermis es colocada en un tubo de 50 mL con una solucién de colagenasa en agitacion a 37°C.
Después de la digestion de la dermis, se filtrd la suspensién obtenida con un colador de 70 um y
después se centrifugd a 1000 rpm durante 10 minutos.

El pellet obtenido se resuspende en medio de DMEM, se pudo determinar el rendimiento por cm?y
la viabilidad celular a través de un conteo de azul de tripano. Los fibroblastos obtenidos del
aislamiento se congelaron en una solucién de suero bovino fetal (SBF) al 90 % y DMSO al 10 %, se
mantuvieron criopreservados para ser utilizados en el sembrado de los andamios.

Para el cultivo se descongelaron los fibroblastos en cultivo primario para su expansion. Los cultivos
celulares se mantuvieron en medio de cultivo DMEM/F12 suplementado con 10 % SBF y 1 % de
antibidtico en incubacién a condiciones estandar de cultivo 37°Cy 0.5 % CO,. El cambio de medio
de cultivo se realizé cada tercer dia, hasta llegar al 90 % de confluencia. Los fibroblastos adherentes
se obtuvieron de las cajas de cultivo utilizando Tripsina-EDTA 0.05 %.

Los andamios de FSE son sembrados a una densidad de 35,000 células y se mantienen en cultivo
durante 7 dias en las condiciones antes descritas. Los ensayos de viabilidad se realizaron mediante
un kit citotoxicidad/viabilidad LIVE/DEAD®. Los andamios sembrados fueron incubados con
calceina y homodimero de etidio durante una hora y posteriormente se lavaron 2 veces con PBS
para retirar los residuos del kit citotoxicidad/viabilidad LIVE/DEAD®©. Posteriormente se realizaron
las observaciones en un microscopio Olympus Eclipse.

Cultivo y sembrado celular de astrocitos

Se sacrificaron dos neonatos de rata (D1-D2) por decapitacion. Se rocié con etanol al 70 % la
superficie del craneo y realizé un corte a la altura de la sutura sagital y la linea aural de ambos lados
con cuidado de no dafiar el tejido bajo el craneo. El cerebro se expuso con ayuda de pinzas. Se retird
el cerebro y se colocd en una caja Petri (60 x 15 mm) con HBSS frio. Los cerebros se llevaron a la
campana de flujo laminar. El cerebelo y mesencéfalo se retiraron cuidadosamente y se cortaron en
pedazos pequefios las cortezas. Se coloco todo el tejido en un tubo de 15 mL con 5 mL de tripsina
0.25 % para incubar por 25 minutos a 37 °C. Se centrifugd durante 3 minutos a 1000 rpm. Dentro de
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la campana, se aspird el sobrenadante y resuspendieron las células en 600 pL de medio de cultivo
Gibco DMEM/F-12, GlutaMAX. La suspension de células se filtré por el cell strainer para recuperar
la fraccidn filtrada. Se completé la solucidn filtrada a un volumen final de 4 mL de medio para
sembrar en frascos de cultivo con medio precalentado. El contenido se revisé con el microscopio.
Las células alcanzaron confluencia en aproximadamente 15 dias. El medio de cultivo se cambié cada
tercer dia.

Posteriormente los andamios de FSE fueron sembrados a una densidad de 35,000 células y se
mantuvieron en cultivo durante 7 dias en las condiciones antes descritas con medio de cultivo Gibco
DMEM/F-12, GlutaMAX suplementado con 10 % SBF y 1 % de antibidtico. Los ensayos de viabilidad
se realizaron mediante un kit citotoxicidad/viabilidad LIVE/DEAD®. Los andamios sembrados son
incubados con calceina y homodimero de etidio durante una hora y posteriormente se lavaron 2
veces con PBS para retirar los residuos del kit citotoxicidad/viabilidad LIVE/DEAD®©. Posteriormente
se realizaron las observaciones en un microscopio Olympus Eclipse.

Métodos de analisis y caracterizaciéon

Los métodos experimentales para la caracterizacion de los andamios de fibroina son los siguientes:

Analisis termogravimétrico (TGA)

Un instrumento TGA comprende una balanza térmica, un controlador de temperatura y un colector
de datos. Las muestras se colocan sobre un crisol y se calentd a través de un programa de
temperatura. Se utilizé una balanza térmica para medir el cambio de masa con la temperatura. Se
utilizé una muestra de 10-20 mg. TGA puede alcanzar la temperatura maxima de 900-1000°C. Por
lo tanto, los crisoles deben ser resistentes a altas temperaturas, asi como inertes a las muestras,
productos intermedios, productos finales y el gas de purga. Comunmente, se utilizan crisoles de
platino y alimina [33].

Las muestras de FS, de FSE y de los capullos enteros se cortaron en pedazos muy pequefios para ser
analizadas. El analisis se realizd en un Analizador Termogravimétrico TGA Q5000IR (TA Instruments).
La prueba se realizé con una rampa de 10°C/min en una atmadsfera de N, en un intervalo de 0-600°C.
Para el anadlisis de los resultados se utiliza el programa TA Universal Analysis©.

Calorimetria diferencial de barrido (DSC)

Dos crisoles, uno con una muestra y otro con una referencia, se colocaron en el compartimiento de
la muestra y se sometieron al mismo programa de temperatura. Debido a las diferentes capacidades
térmicas, sus respuestas a la temperatura ambiente y, por lo tanto, a sus temperaturas, son
diferentes. Un calentador en el sistema DSC calienta el crisol cuya temperatura es menor que la del
otro crisol para garantizar que ambos crisoles estén a la misma temperatura. Se obtuvieron una
curva DSC al trazar el flujo de calor (dH/dt o dQ/dt), medido como el eje vertical, en funcion de la
temperatura (o tiempo) durante el experimento como el eje horizontal [33].
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Las muestras de FS, de FSE y de los capullos enteros se cortaron en pedazos muy pequefios para ser
analizadas. El andlisis se realizé en un Calorimetro diferencial de barrido Q2000 (TA Instruments),
con una rampa de 10 °C/min en una atmédsfera de N> en un intervalo de 0-600°C, con tres ciclos.
Para el analisis de los resultados se utilizé el programa TA Universal Analysis©.

Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FT-IR)

La espectroscopia IR implica el estudio de las interacciones entre las moléculas y la luz IR. Cuando
una muestra se irradia con luz IR, la luz de una cierta longitud de onda se absorbe para estimular las
transiciones de energia de vibracién y de rotacién; Por lo tanto, las intensidades de luz transmitida
de esta longitud de onda disminuyen. Varias estructuras moleculares exhiben sus propias
diferencias de energia, correspondientes a diferentes longitudes de onda IR. Por lo tanto, Ila
espectroscopia IR es adecuada para investigar estructuras moleculares. Se obtuvo un espectro de IR
trazando la transmitancia o la absorbancia frente a la longitud de onda de la luz IR. Un
espectrémetro IR, similar a un espectrédmetro UV-Vis, contiene una fuente de luz IR, un
monocromador, un compartimiento de muestra y un detector [33].

Las muestras de FS, de FSE y de los capullos enteros se cortaron en pedazos muy pequefios.
Posteriormente se compactaron para ser analizadas. El andlisis se realizd con un equipo
Espectrémetro Nicolet 6700 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA), acoplado con el
accesorio de diamante para reflexién total atenuada (ATR) Smart Orbit, a temperatura y presidn
ambiente.

Resonancia magnética nuclear (RMN)

En un campo magnético externo, el nucleo de un dtomo puede existir en varios estados de espin;
por lo tanto, puede tener diferentes energias. Cuando este nucleo se irradia con las ondas
electromagnéticas de una frecuencia apropiada, absorbe la energia y salta del estado fundamental
al estado excitado, produciendo una sefial de resonancia magnética nuclear (RMN). Similar a la
espectroscopia de luz ultravioleta visible (UV-Vis) e infrarroja (IR), la espectroscopia de RMN es
también un tipo de espectroscopia de absorcidn. La Unica diferencia es que en la espectroscopia de
RMN, los nucleos absorben la energia de radiofrecuencia (RF) y muestran transiciones de espin; en
la espectroscopia UV-Vis, los electrones absorben la luz en el rango de UV-Vis y exhiben transiciones
electrénicas; mientras que en la espectroscopia infrarroja (IR), las moléculas absorben la luz IR y
exhiben transiciones vibracionales y rotacionales [33].

Angulo magico de giro (MAS)

La interaccién entre los nucleos se relaciona con la expresion 3cos?B - 1, donde B es el dngulo entre
el campo magnético Boy el eje de rotacidn de las muestras sélidas. Cuando una muestra giraa p =
54.74° con alta velocidad (tipicamente 30 kHz), 3cos?B - 1 = 0; por lo tanto, la interaccidn del dipolo
entre los nucleos y la anisotropia de los cambios quimicos desaparecen, y se registran los espectros
de RMN en estado sélido de alta resolucidn.

Las muestras de FS, de FSE y de los capullos enteros se cortaron en pedazos muy pequefios para ser
analizadas. El andlisis se realizd en un Espectrémetro Bruker Avance Il HD de 400 MHz, a dos
velocidades de giro 5y 7 kHz para el &tomo de 3C (los cambios quimicos *N y H dependientes de
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la conformacién también pueden usarse de manera similar, aunque no son tan efectivos), con una
sonda especial para realizar un andlisis de materiales sélidos a angulo magico de giro (MAS), de tal
forma que se pueda observar la estructura de la proteina fibroina. Se corren dos analisis a diferente
velocidad para eliminar las sefiales satélite, se busca el traslape entre las sefiales a velocidades
diferentes para confirmar las sefiales verdaderas. Los datos se analizaron con el programa
MestReNova®©, para detectar las sefiales de los materiales analizados.

En la figura 12 se muestra el espectro **C RMN a dngulo mégico del capullo de gusano de seda a una
velocidad rotacién de 7 Hz, sin sefiales satélite, suavizado y se trazé una nueva linea de base. De
esta manera se eliminé el ruido y seiiales que pueden interferir con el correcto andlisis del espectro.
Se utilizé el mismo procedimiento en los demds espectros RMN.

Angulo de contacto

De forma general, se define el angulo de contacto como el dngulo que forma la superficie de un
liguido al entrar en contacto con una superficie sélida. El valor de este angulo depende
principalmente de la relacion existente entre las fuerzas adhesivas del liquido y del sdlido y las
fuerzas cohesivas del propio liquido. Cuando una fase liquida y una fase sélida entran en contacto,
forman una interfaz comun. La mojabilidad de un determinado sdélido por un liquido viene
determinada por el dngulo de contacto 6. El perfil que adopta la gota es el resultado del balance
entre las fuerzas de la superficie y de la interfase, que tienden a minimizar la energia superficial libre
del sistema.

Por convenio general, cuando 8-90°; es decir, el liquido no moja al sélido. Un caso extremo ocurre
cuando B se aproxima a cero; entonces el liquido se expande sobre el sélido y se dice que el mojado
es perfecto.

El método mds comun y conveniente para medir el dngulo de contacto es el método de la gota fija.
Este método involucra colocar una gota del liquido, aproximadamente 5 uL, en la superficie sdliday
se mide el angulo entre la base de la gota y la tangente de la frontera de la gota mediante anlisis
de imagen. Por lo tanto, este método se llama dngulo de contacto estatico, el cual es ideal para
solidos que tienen diferentes propiedades en diferentes superficies y se puede medir el promedio
de O en funcién del tiempo y la temperatura. En el método de angulo de contacto dindmico, el
volumen de la gota se va incrementando en pasos mientras 0 se va midiendo hasta que la meseta
llamada “angulo de contacto en avance” (BA) se alcanza. De forma similar, el “angulo de contacto
en retroceso” (BB) se determina inmediatamente por la medicién de 6 equivalente al volumen del
liguido retirado de la gota. La histéresis del angulo de contacto es la diferencia de 6A - 6R donde el
angulo de contacto de avance es significativamente mas grande que el de retroceso. Debido al
angulo de contacto de histéresis, una gota de liquido puede permanecer sujeta en un plano
inclinado, a pesar de la gravedad.

Para la prueba se recortaron tres secciones de 1 cm? como muestras para analizar. Se utilizé un
goniémetro Ramehart, inc. Modelo 100-07-00, adaptado con un sistema Optico para observar la
interaccion de la gota de agua con la superficie del andamio, el andlisis de imagenes se realiza
mediante el programa Imagel© para determinar el angulo de contacto.
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Microscopia Electronica de Barrido (SEM)

El microscopio electrénico de barrido (SEM) es una herramienta de investigaciéon extremadamente
atil; se utiliza para medir las caracteristicas microscépicas, la clasificacién de las fracturas, los
estudios de microestructura, las evaluaciones del recubrimiento de poco espesor, el examen de la
contaminacion de la superficie y el andlisis de fallas en los materiales. En contraposicién a la
microscopia 6ptica, en la cual la superficie es expuesta a la luz visible incidente, el microscopio
electrénico de barrido dirige un haz de electrones enfocado a un punto de la superficie de una
muestra y recoge las sefales electrénicas emitidas por la muestra.

El andlisis se realizd para observar la morfologia, la distribucion del diametro de fibras y para obtener
una aproximaciéon de la superficie porosa. Para este andlisis, se prepard un andamio de 4x3 mm,
sobre un portamuestras de acero inoxidable. Posteriormente se recubrié la muestra con oro
mediante un equipo JEOL JPC-1100 y se observé en el microscopio JEOL Field Emission JSM-7600F.
La medicién del diametro de fibras se realizé con el programa Imagel©

Para el calculo del didmetro de las fibras y los histogramas se usaron los programas Imagel y RStudio,
a dos puntos x5000 aumentos de cada uno de los experimentos del tercer disefo experimental.

Difraccion de rayos X

La técnica de difraccién de rayos X sobre un sélido cristalino consiste en hacer incidir un haz de rayos
X sobre la superficie de un material. Puesto que algunas de las longitudes de onda de los rayos X son
aproximadamente similares a la distancia interplanar en sélidos cristalinos, se producen picos de
difraccidn de intensidades variables asociados, debido al arreglo periddico de los &tomos en el cristal
y su simetria. Este proceso tiende a aumentar la intensidad de la radiacién dispersada en ciertas
direcciones debido a la interferencia constructiva que se controla por la periodicidad, simetria y la
interferencia destructiva en todas las otras direcciones. Las mediciones de las direcciones donde
existe interaccidn constructiva permiten la determinacién de las propiedades fundamentales del
estado cristalino, la magnitud de la celda unitaria del cristal y su simetria. En forma general, los
polimeros se pueden clasificar en amorfos y semicristalinos. Los polimeros amorfos incluyen
polimeros vitreos con cadenas estéricamente impedidas como el policarbonato o polimeros
entrecruzados como los termoestables (epdxidos) y elastémeros (caucho). Los polimeros

semicristalinos incluyen los termoplasticos (polietileno), elastémeros termopldsticos (acetato de
etileno y vinilo) que tienen enmarafiamientos fisicos y no enlaces, y cristales liquidos (como algunas

poliamidas aromaticas, Kevlar en solucién).

Se cortaron pedazos en forma cuadrada de los andamios electrohilados de Fibroina de
aproximadamente 1 cm?, los cuales se analizaron en un equipo XRD (Siemens D-500, Cu K, radiacién;
A=1.5406 A).
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Pruebas mecanicas

Tension uniaxial
La tension uniaxial, determina la fuerza y la deformacién por medio del estiramiento de una probeta
estandarizada. La tension uniaxial se define como la relacidn de la fuerza (F) que se aplica sobre una
probeta con un area (A), de acuerdo con la siguiente ecuacion:

F

o=—

A
La prueba de traccidon uniaxial consiste en deformar de manera controlada a una probeta y registrar
la fuerza y desplazamiento resultantes. Se aplica una carga en direccidn longitudinal y se registran
los desplazamientos del actuador, asi como la respuesta en fuerza de una celda de carga.

Para obtener la curva de esfuerzo contra deformacion se midié el ancho y espesor de la probeta
previo a la prueba, con los cuales se calculé el drea transversal y posteriormente el esfuerzo normal
a la direccién de la carga. Adicional a esto, se midid la longitud inicial de la probeta, asi como su
cambio a lo largo de la prueba para obtener la deformacion.

Para este trabajo se utilizé un probador de traccion uniaxial (figura 9), el cual realizé la prueba a
velocidad constante de 0.16 mm/s y con una precarga en la muestra de 111N. Ademas, la
adquisicion de los datos se llevd a cabo de un instrumento virtual programado en LabView y su
procesamiento en el software Mathematica. Se estudiaron diez probetas de los andamios de
fibroina y su comportamiento fue analizado con el modelo de Mooney Rivlin [34], con el cual se
obtuvieron las propiedades mecanicas de las muestras.

Motor a pasos

|
_ "-"] “Actuador

I‘ Celda de carga

.

Mordaza fija

X

* Marco de carga

Figura 9. Probador de traccion uniaxial, Laboratorio de mecdnica y micro-mecdnica de sélidos-1IM, UNAM.
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Resultados

Caracterizacion de la fibroina de seda

Posterior al proceso de desgomado, cada una de las muestras obtenidas de los experimentos de
desgomado descritos en la tabla 1, se analizaron mediante espectroscopias FTIR y MAS-RMN de 3C
asi como analisis térmicos por DSC y TGA, con el objetivo de corroborar el correcto proceso de
desgomado vy, por lo tanto, la eliminacién de la SS que cubre a la FS.

Caracterizacién mediante FTIR
La espectroscopia de infrarrojo FTIR se utilizé para detectar las sefiales de los grupos funcionales de
los polimeros existentes en el capullo, asi como de la FS obtenida mediante el proceso de
desgomado. Las tablas 3 y 4 muestran las asignaciones de las bandas de los grupos funcionales
mostradas en las Figuras 10y 11.
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Figura 10. Espectro FTIR de absorbancia de la fibra de seda del capullo Bombix Mori (en verde) y la SF (en rosa) en la
region de 4000 cm-750 cm™.
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Ambos espectros muestran bandas caracteristicas de las amidas; A (3300 cm™), B (3070 cm?), |
(~1650 cm®), 1l (~1550 cm™), Il (1400-1200 cm™). Las bandas en 1696 cm™, 1441 cm™, 1339 cm?,
993 cm™ y 970 cm™ muestran la presencia de la FS debido al proceso de desgomado.

La primera banda (1696 cm™), se origina principalmente a la tensidn del enlace C=0 de amida de los
enlaces peptidicos de la cadena de la proteina en conformacién lamina-B antiparalela, la FS se
caracteriza por formar este tipo de estructuras secundarias. La segunda banda (1441 cm™), debido
a la flexidén del grupo metilo (-CHs) de alanina, uno de los aminodcidos de mayor abundancia de la
FS. La tercera banda (1339 cm™), dada la flexion del metileno (-CH»-) en la cadena -Gly-Ala-, cadena
principal de la FS. Las bandas pequefias en 993 cm™ y 970 cm™ surgen debido a la presencia de las
[dminas-B que estan principalmente compuestas por segmentos de los aminodcidos alanina y glicina

(-Gly-Ala-).

La banda alrededor de 1400 cm™ (1396 cm™, en tabla 3) y una banda mucho mas pronunciada
alrededor de 1070 cm™ (1066 cm™, en tabla 3), muestran un alto contenido de grupos dacido
carboxilico e hidroxilo ligado a grupos alquilo, grupos laterales de los aminoacidos acido asparticoy
serina, principales constituyentes de la SS [35]. La banda alrededor de 1400 cm™, no se observa en

el espectro de la FS, lo que implicaria que se redujo el contenido de SS.
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Figura 11. Ampliacion del Espectro FTIR de la fibra de seda del capullo Bombix Moriy la SF en la region
1750 cm™ - 750 cm™.
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Tabla 3. Identificacion de las bandas del FTIR de la fibra del capullo de gusano de seda, Bombix mori.

Numero de onda Asignacion Referencias
(cm?)
3271 Tension del enlace N-H (Amida A) [36]
3073 Tensién del enlace N-H (Amida B) [36]
2973 Tensidn del enlace C-H (aminoacidos libres) [37]
1620 Tensién del enlace C=0 y contribuciones menores de los [37], [38]

enlaces C-N y N-H. (Amida I, conformacién lamina B)

1509 Flexion del enlace N-H junto con flexion del enlace C-N. [39]
(Amida Il, conformacion lamina B)

1396 Flexién del grupo CH; -OH (Aminoacido serina) y/o Tension [39], [40],
simétrica en el enlace C=0 [41]
1230 Amida Ill en conformacién espiral al azar [36], [38]
1156 Tensidn del enlace C-N [38]
1066 Tension del enlace C-O junto con tension en el enlace N-C [39]

(Aminodacido serina)

La presencia de una capa de SS sobre las fibras de FS obtenidas después del proceso de desgomado
enmascararia dos bandas distintivas de la FS a un bajo nimero de onda. Estas bandas, 993 cmy
970 cm™, caracteristicas de la cadena -Gly-Gly- y -Gly-Ala-, respectivamente, sugieren una presencia
pequefia de la capa de SS [35].
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Numero de onda
(em™)

3273
3063

2937

1696

1620

1517

1441
1339
1231
1164

1032

993

970

Tabla 4. Identificacion de las bandas del FTIR de la FS.

Asignacion

Tensién del enlace N-H (Amida A)
Tension del enlace N-H (Amida B)

Tension del enlace C-H (aminodcido Glicina)

Tension del enlace C=0 y contribuciones menores de los enlaces
C-Ny N-H (Amida I, conformacién Iamina 8 antiparalela)
Amida | en conformacién ldmina B antiparalela

Flexion del enlace N-H junto con flexion del enlace C-N. (Amida I,
conformacion lamina B)

Flexion del grupo CH; (aminoacido alanina)
Flexién del -CH,- de la cadena -Gly-Ala-
Amida Ill conformacion espiral al azar

Tensidn del enlace C-N (Aminoacido tirosina)

Tension del grupo CHs (flexion balanceo en plano) junto con
tension del enlace C-N

Flexién balanceo en plano del -CH»- de la cadena -Gly-Ala-

Tension del enlace -C-C- en las cadenas -Gly-Gly- y -Gly-Ala-

Caracterizacion mediante RMN-Angulo Mégico

La espectroscopia de *C RMN en estado sélido a dngulo magico se utilizé para determinar los
desplazamientos quimicos de los &tomos de carbono de la cadena principal de los polimeros que
conforman al capullo de gusano de seday a la FS obtenida mediante desgomado. La cadena principal
del capullo de gusano coincide con la cadena de la SS, dado que la SS rodea a las fibras de fibroina.
La SS esta compuesta principalmente por los aminoacidos Serina, Glicina y Acido Aspartico, Treonina
y Acido Glutdmico. Para este estudio se considerd al péptido Ser-Gly-Asp-Thr como la cadena
principal, dada la abundancia de esta secuencia de aminodacidos en la SS [42]. Para la FS se considerd

al péptido Gly-Ala-Ser como la cadena principal.
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Secuencia de grupos en la Sericina:

Serina [S] Glicina[G]  Acido aspartico [D] reonina [Thr]
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Figura 12. Espectro3C RMN a dngulo mdgico de la fibra del capullo de gusano de seda, Bombix mori.

La tabla 5 muestra los desplazamientos quimicos para los aminoacidos de la cadena de SS en
conformaciones lamina-f3, hélice-a y ovillo aleatorio, obtenidos de la tabla 7 de la referencia [43], a
la cual se extrajo 2.5 ppm [44] para poder tomar los datos correctos de los desplazamientos
quimicos.

De acuerdo con la tabla 6 y tomando como referencia la tabla 5, las primeras dos sefiales a campo
bajo alrededor de 170 ppm corresponden a la seial del grupo C=0 de los aminoacidos Gly, Sery Thr
en conformacién lamina-p y ovillo aleatorio. La sefial en 61.66 ppm corresponde al Cg de Ser en
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conformacioén ovillo aleatorio. La sefial en 54.83 ppm corresponde al Cy; de Ser en conformacién
Lamina-B y Asp en Hélice-a. La sefial en 49.04 ppm podria deberse al C, de Asp en conformacion
Lamina-B y Ovillo aleatorio. La sefial en 42.61 ppm corresponde al C, de Gly en conformacion
Lamina-B. También, se asignod la sefial en 64.31 ppm al Cg de Ser [45]. No esta claro asignar al Cg de
Ser dado que las dos sefiales en el intervalo de 61-64 ppm parecen ser parte de un mismo pico. Las
Sefiales en 19.57 y 16.44 ppm podrian asignarse a Ala, de acuerdo con la tabla 7, pero este
aminodacido se encuentra en una muy pequefia cantidad dentro de SS.

Tabla 5. Desplazamientos quimicos de los principales aminodcidos de la SS [43], [44].

C=0 Ca Cp
Hélice-a | Lamina-B Ovillo Hélice-a  Lamina-f Ovillo Hélice-a | Lamina-p Ovillo
aleatorio aleatorio aleatorio
Gly 173.0 170.1 171.4 44.4 - 43.0 - - -
Ser 173.4 1711 172.0 58.4 55.0 55.9 60.6 62.7 61.5
Asp 1755 173.0 173.8 54.2 51.4 51.7 38.0 39.8 38.4
Thr 173.4 171.2 172.2 66.4 68.3 67.6 63.1 58.6 59.1

Tabla 6. Desplazamientos quimicos de las sefiales del capullo de gusano de seda del espectro de la figura 7.

Desplazamiento Asignacién
Quimico (ppm)

172.28 Ser, Gly y Thr C=0
170.11 Ser, Gly y Thr C=0
64.31 -

61.66 Ser Cg
54.83 Sery Asp Cu
49.04 Asp Ca
42.61 Gly Ca
19.57 -

16.44 -

La figura 13 muestra el espectro de MAS-RMN de *3C en de la FS obtenida mediante el proceso de
desgomado con las asignaciones de los carbonos de los principales aminoacidos que la componen
(alanina, glicina, sericina). Las sefiales de los aminoacidos principales coinciden con lo reportado por
Saito y colaboradores [45], la FS toma diferentes tipos de conformaciones dependiendo de la
especie de gusano, asi como de las condiciones de preparacién de la muestra. En particular, para la
FS a partir de Bombix mori, adopta dos formas; Seda | (conformaciones estructurales: giros B tipo Il
y posible ovillo aleatorio) y Seda Il (conformacidn estructural LAmina-f antiparalela). Las sefiales del
espectro RMN se asignaron a una conformacién lamina-p antiparalela dado que los desplazamientos
quimicos de los aminoacidos principales (-Gly-Ala-) se asemejan a la forma Seda Il, tabla 7.
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Secuencia de grupos en la Fibroina:

Glicina [G] Alanina [A] Serina [S]
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Figura 13. Espectro 13C RMN dngulo mdgico de la Fibroina obtenida por desgomado del capullo de gusano de seda,
Bombix mori.

El pequeiio hombro a la derecha de la sefial de Ala Cgen 16.17 ppm, se asigna a la conformacion
hélice-a [45].

Tabla 7. Desplazamientos quimicos de los principales aminodcidos de la FS [22], [23].

c=0 Ca CB
Hélice-a = Lamina-p ovillo Hélice-a = Lamina-p ovillo Hélice-a = Lamina-B ovillo
aleatorio aleatorio aleatorio
ala  176.9 173.6 175.2 52.3 49.0 50.3 15.8 186 16.6
gy 173.0 170.1 171.4 44.4 42.7 43.0 - - -
ser 173.4 171.1 172.0 58.4 55.0 55.9 60.6 62.7 61.5
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Tabla 8. Desplazamientos quimicos de las sefiales del capullo de gusano de seda.

Desplazamiento Asignacion
Quimico (ppm)

172.43 Ala C=0
169.27 Gly C=0
63.93 Ser ¢
55.08 Ser Cq
49.22 Ala Cq«
42.90 Gly Ca
20.31 Ala Cg
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Figura 14. DSC y TGA del capullo de gusano de seda, Bombix mori.

La Figura 14 muestra las curvas DSC y TGA de la muestra del capullo de gusano de seda. En la linea
azul (TGA) observamos el comportamiento de la degradacion del capullo al aumentar la
temperatura de 0-600 °C y la pérdida de masa. En la primera etapa de degradacién se elimina el
agua residual remanente dentro de los capullos de 0-150°C [46], la cual representa el 6%
aproximadamente de la masa total, hasta alcanzar un pequefio escalén, donde la muestra es mds
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estable, en el intervalo de 125-175°C. En la segunda etapa observamos la descomposicion gradual
del capullo, esta descomposicion inicia aproximadamente en 188°C y termina en 330°C
aproximadamente, representando el 33% de la masa total de la muestra. En esta etapa encontramos
un pico endotérmico a 215.30°C. Sin embargo, esta temperatura podria corresponder a la
descomposicién o degradacién de la SS en conformacién lamina-B, la SS en la conformacidn l[dmina-
B genera un pico endotérmico a 212 °C [11]. Lo anterior debido a que la SS cubre a las fibras de FS
en la fibra del capullo de gusano de seda. Otros autores se refieren a esta temperatura como una
temperatura de transicion vitrea (Tg), pero no estad claro el origen de esta Tg [47] [48].
Posteriormente se observa la temperatura de degradacion (Tdeg) a 314.64 °C de las fibras del
capullo. La ultima etapa es llamada la parte de los residuos, materia carbonizada [46].

Cada una de las etapas tendra una repercusién en la forma y el color del capullo, se ha reportado
gue, mediante el aumento de la temperatura, el capullo pasa de una coloracién blanca a amarilla,
continuando a negro. También su forma y tamaiio se ven afectadas por el aumento de temperatura
[46].
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Figura 15. DSC y TGA de la FS obtenida mediante desgomado del Capullo de Gusano de Seda, Bombix mori.

En la Figura 15 observamos las curvas del DSCy TGA de la muestra de FS. La linea roja (TGA) muestra
el comportamiento de la degradacidn de la proteina FS al aumentar la temperatura de 0-600 °Cy la
pérdida de su masa. En la primera etapa se elimina el agua residual remanente posterior al proceso
de desgomado de la muestra, entre 0-125 °C, que representa el 8 % aproximadamente de la masa
total, hasta alcanzar un pequefiio escalén, alrededor de 100-175 °C. En la segunda etapa observamos
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la descomposicion gradual de la FS, esta descomposicidon representa aproximadamente el 42 % de
la masa total de la muestra. En esta etapa encontramos la temperatura de transicidn vitrea (Tg) a
221.39 °Cy temperatura de degradacion (Teeg) @ 319 °C de la FS. La uUltima etapa es llamada la parte
de los residuos, materia carbonizada.

La fibroina de seda muestra una notable estabilidad térmica en DSC (linea gris en figura 15),
perdiendo solo agua ligada al calentar antes de la temperatura de Tg. Lo anterior se explica dado
que, a la temperatura de 177°C, la movilidad de las cadenas, particularmente en las regiones
amorfas, aumenta antes de un evento de cristalizacién. Se da un aflojamiento de las interacciones
intra e intermoleculares antes de la transicién vitrea a partir de 150°C, donde la movilidad de las
cadenas en regiones amorfas y lamina-f aumentan, y fluyen durante la transicién vitrea [11]. Esta
relajacién estructural permite una breve reorganizacién de las cadenas antes de la recristalizacion
de las hojas beta alrededor de 215°C [11]. Sin embargo, en el analisis DSC de la figura 14, no se
observa un pico exotérmico, correspondiente de la cristalizacién entre 212-220 °C. Ademas, la Tg
de la figura 15 se encuentra alrededor de 221°C, un valor mucho mas alto que lo encontrado por
otros autores en el intervalo de 175-179°C [11]. La mayor estabilidad de las fibras de FS pudo haber
sido generada dado el proceso desgomado. Al retirar a la SS se inicié la reorganizacion de las
regiones amorfas de la SF, generando mas regiones cristalinas resistentes a altas temperaturas.

Pruebas de solubilidad de la fibroina

Una gran cantidad de estudios reportan diversos pasos para poder llegar a solubilizar la proteina;
iniciando con una etapa de hidrélisis basica mediante el uso de soluciones basicas de LiBr a una alta
concentracién 9M, después se pasa por una etapa de eliminacion de las sales mediante un proceso
de dialisis contra agua desionizada y por ultimo se obtienen esponjas o peliculas tras un proceso de
liofilizacidn [49]. Sin embargo, para evitar todos estos pasos, se realizaron pruebas de disolucion de
la proteina con solventes que son capaces de disolver polimeros de estructura similar, tal es el caso
del nylon.
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Tabla 9. Resultados para la disolucidn de la fibroina en diferentes solventes.

Solvente Temperatura 12 Etapa 22 Etapa
de ebullicion ¢Disuelve?  ¢Disuelve?
(°C)
1 Acetona 56 no ~51 no
2 THF 56 no ~55 no
3 TFA/Acetona ~66 no ~65 no
4 TFA 72 Si - -
5 TFE 78 no ~76-78 no
6 TFE/Agua ~78 no ~76-78 no
7 TFE/Agua ~78 no ~76-78  no
8 TFE/Agua ~78 no ~76-78 no
9 Acido Férmico 101 parcial - -
10 Acido Acético 118 no ~115  no
11 DMF 153 no ~140 no
12 DMSO 189 no ~150 no
13 HFIP 58.2 no ~55 no

Las figuras 16, 17 y 18 muestran algunos de los resultados de la prueba de solubilidad, los demas
resultados no se agregan dado que muestran resultados similares a los observados.

Figura 18. Prueba de solubilidad Figura 17. Prueba de solubilidad Figura 16. Prueba de solubilidad

con TFA con TFE/Agua [10%]. con Acetona.

Como tal se observaron tres resultados en general; ligero hinchamiento de la FS, mayor
hinchamiento de la FS y la solucién amarilla. Los solventes 2, 3, 10, 12 y 13 mostraron resultados
similares a 1 (Figura 16). Los solventes 7, 8, 9, 11 mostraron resultados similares que el nimero 6
(Figura 7). Por ultimo, el TFA es el Unico solvente capaz de disolver a la FS rdapidamente. La FS se
disuelve al instante, formando una solucién ligeramente amarilla a la concentracidn de 0.33%. Otros
autores observaron disolucidon de la FS en medio acido, utilizando acido férmico junto a CaCl,
después de 12 horas de agitacién [50]. El acido férmico no es capaz de disolver a la FS por la
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presencia de muchos enlaces de puentes de hidrégeno intra e intermoleculares, pero la presencia
de CaClytiene una propiedad caotrépica que interrumpe la estabilidad de los puentes de hidrégeno
en la estructura de la FS [50]. TFA es capaz de disolver a la proteina sin el uso de una sal extra como
es el caso del cloruro de calcio y la disolucidn sélo necesita un par de horas en agitacion para
asegurar que el solvente elimine los puentes de hidréogeno dentro de la estructura de la proteina
(Figura 18).

Experimentos de electrohilado.
La tabla 10 muestra diferentes pardmetros de electrohilado para la FS [11]:

Tabla 10. Diversos pardmetros de electrohilado.

Proteina  Solvente | Concentracidon Diametro Voltaje Distancia Razén Referencia
de la solucién de la fibra (kv)/Campo inyector de flujo
(wt%) (nm) eléctrico (kV colector (mL
cm?) (cm) min-1)
Fibroina FA 7.5 484 24 kV 10 0.05 [51]
Fibroina FA 6-15 30-120 15 kv 7 0.025 [52]
Fibroina FA 3-15 30-120 15 kv 7 - [53]
Fibroina HFIP 7 250-530 2 kV cm1 8 2 [54]
Fibroina Water 17-39 100-900 10-40 kV 11 - [55]
Fibroina FA 9-15 2-400 2-3kVcm? 5-10 - [56]
Fibroina HFIP 7 250-550 2 kV cm1 8 2 [49]
Fibroina PEO/H,0 8 460 12 kv - 0.02 [57]
Fibroina = Ac Citrico- 30-38 1500-2500 20-40 kv - 0.033 [47]
NaOH- HCI
Fibroina FA 12 170-250 12 kv 10 - [58]
Fibroina FA 12 140-590 21 kv 10 0.005 [59]
Fibroina HFA 3-7 100-1000 1-1.6 kVcm? 10-15 - [60]
Fibroina FA 10-40 183-810 1-2 kV cm1? 10 - [61]

Los resultados de los autores marcados en azul, en la tabla 10, se usaron como base para generar
las siguientes tablas de experimentos:
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Tabla 11. Primera tabla de experimentos

Experimento Distancia Razon de flujo Concentracion Diferencia de
(cm) (mL/h) (% p/v) potencial (kV)

1 9 0.1 7 10

2 9 0.1 10 15

3 9 0.5 7 15

4 9 0.5 10 10

5 15 0.1 7 15

6 15 0.1 10 10

7 15 0.5 7 10

8 15 0.5 10 15

Tabla 12. Segunda tabla de experimentos.

Experimento Flujo Distancia Concentracion Diferencia de
(mL/h) (cm) (% p/v) potencial (kV)

9 0.3 9 14 15

10 0.3 9 20 20

11 0.5 9 14 20

12 0.5 9 20 15

13 0.3 15 14 20

14 0.3 15 20 15

15 0.5 15 14 15

16 0.5 15 20 20

Tabla 13. Tercera tabla de experimentos.

Experimento Flujo Distancia Concentracién Diferencia de
(mL/h) (cm) (% p/v) potencial (kV)

17 0.3 9 7 15

18 0.3 9 10 20

19 0.5 9 7 20

20 0.5 9 10 15

21 0.3 15 7 20

22 0.3 15 10 15

23 0.5 15 7 15

24 0.5 15 10 20
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Dados los experimentos anteriores y teniendo presente la seleccion de las condiciones de
electrohilado mas adecuados para la solucién de TFA-FS, los primeros 8 experimentos presentaron
fallas durante la formacién de las fibras; el tiempo de fabricacién de los andamios era bastante largo,
las fibras no se formaban adecuadamente formando cimulos y la solucidn goteaba por el inyector
generando pérdidas de la solucién. Los experimentos 9-16 generaron condiciones que no eran
posibles de electrohilar, el cono de Taylor no se formaba a diferencias de potencial de 15y 20 kV. A
partir de estos experimentos se obtuvieron las siguientes observaciones:

e Concentraciones mayores de 10% p/v no son posibles de electrohilar ya que no se logro la
formacién del cono de Taylor. Concentraciones menores a 7% p/v generan goteo en el
inyector, lo que provoca pérdidas.

e Razones de flujo menores a 0.3 mL/h son de larga duracion, lo que implica acumulacién de
solucidn a la salida del inyector (para soluciones a altas concentraciones).

e Distancias menores a 9 cm generan acumulacion de fibras en una zona muy pequefia del
colector, distancias mayores a 15 cm generan goteo de la solucidn.

Sin embargo, los resultados de la tercera tabla permitieron el andlisis de las fibras que se formaron
sobre los colectores.
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Resultados de Micrografias obtenidas por SEM

Las micrografias obtenidas por SEM de los experimentos realizados con base en la tercera tabla de
experimentos se muestran en la tabla 14, a 5000 y 1000 aumentos, ademas de los histogramas para
el didmetro de las fibras.

Tabla 14. Micrografias obtenidas por SEM a partir de la tercera tabla de experimentos. Se muestran las micrografias de
los experimentos 17, 21, 22 y 23 a x5000 y x1000 asi como el histograma de las medidas del diagmetro de las fibras.

Experimento Aumentos Histograma
x5000 x1000

17 0.08 £0.05 um

medides de wuestras

21 0.2740.16 um
::-‘ At
]
&
| .
22 0.3840.11 um
23 0.161+0.02 um

Tras la revision de los experimentos 17 a 24, se observaron diferentes fallas en la produccién de las
fibras; no hay homogeneidad en el tamafio de la fibra, existen fibras ramificadas, las fibras estan
rasgadas, la FS no forma fibras como tal sino otras estructuras en forma de listones. De la micrografia
x1000 aumentos del experimento 23, se observaron fibras continuas con tamafio de didmetro de

38



fibra homogéneo inmersas en fibras de mayor tamafio, pero existe un mayor numero de fibras bien
definidas respecto a las de mayor tamafio. Hay presencia de fibras con forma de listones, fibras
ramificadas y rasgamiento de las fibras.

Sin embargo, después de los resultados obtenidos usando las condiciones de los experimentos
anteriores, se presentaron problemas con el uso de los equipos de electrohilado, debido al uso de
una diferencia de potencial a 20 kV. Se producia un sonido extrafo, ya que se producia un arco
eléctrico entre el inyector (aguja) y la bomba.

Se procedid a seleccionar los mejores resultados con a una diferencia de potencial mas baja, las
condiciones y el diametro de fibra se muestran en la tabla siguiente:

Tabla 15. Tabla de experimentos de electrohilado a 15 kV.

Experimento Distancia Flujo Concentracion
(cm) (mL/h) (%p/v)
25 9 0.3 7
26 9 0.5 10
27 15 0.3 10
28 15 0.5 7
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Figura 19. Micrografias obtenidas de SEM a x5000 y x1000 del experimento 27. A la derecha el histograma
del digmetro de fibras.

medidas de muestras

2
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x5000 y x1000 del experimento 25. A la derecha grh‘;stograma del
diametro de fibras.

Figura 20. Micrografias obteids de SEM a
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Tabla 16. Tabla de resultados de diametro de fibra.

Experimento Prom Prom

D SD
25 0.16 0.09
26 0.28 0.12
27 0.52 0.31
28 0.20 0.12

Los resultados 27 y 28 se seleccionaron como los mejores, no sélo por el menor tamafio de fibra
sino por su estabilidad durante el electrohilado (sin goteo, sin la formacién de arco, sin acumulacién
de solucién en la punta del inyector). Teniendo en consideracién los resultados anteriores la

concentracién de 10 % p/v, se elimind.

Se decidio por las siguientes condiciones.

Experimento Concentracién Distancia Flujo
(%p/v) (cm) (mL/h)
29 7 15 0.3
30 7 15 0.5

El experimento 29 resulta ser el experimento mas estable, no hay goteo, ni formacién de arco
eléctrico entre la jeringa inyectora y la bomba, lo que permite realizar el experimento con toda
confianza de que no habrd problemas durante todo el proceso. El tamafo promedio del didametro
de las fibras es de 0.69 + 0.15 um.

Por lo tanto, tomando en cuenta los resultados realizados, las condiciones ideales para realizar el

proceso de electrohilado fueron:

= Flujo (mL/h) 0.3
= Distancia (cm) 15
= Concentracion (%p/v) 7

= Diferencia de Potencial (kV) 15

Figura 21. Micrografias de las fibras obtenidas mediante las condiciones ideales. x5000 aumentos.
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Electrohilado de fibras paralelas

Para la fabricacién de las fibras paralelas se utilizaron las mismas condiciones seleccionadas
(mencionadas anteriormente) para los andamios al azar y se realizé la fabricacién de un nuevo
disefio de colector.

El disefio del nuevo colector de fibras paralelas se realizd tras diversas observaciones durante la
fabricacidon del andamio de fibras al azar. La configuracién de los electrodos sobre el colector
permitid que una pequefia cantidad de fibras se establecieran sobre ellos. Estas fibras se
encontraban orientadas de manera paralela. Se procedié a tomar una muestra de las fibras para su
analisis en el microscopio éptico y posteriormente a SEM. Los resultados fueron positivos. Como
resultado se disefié el colector mostrado en la figura 22.

]
[2]
3
9¢cm
w
[a]
3
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]
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Figura 22. Colector para fibras paralelas. a) perspectiva desde la vista superior del colector, b) perspectiva desde la
vista lateral del colector, c) perspectiva desde el frente del colector, d) perspectiva desde un dngulo de inclinacion del
colector.

Las fibras se depositaron entre a los costados del colector de aluminio de manera paralela como se
muestra en la figura 22. La altura se puede modular para la fabricacién de las fibras paralelas, la
figura 23 muestra fibras paralelas con una longitud de 5 cm.
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Figura 23. Fibras paralelas sobre los costados del colector.

Las fibras fueron observadas por SEM para corroborar que existia orientacion paralela,
homogeneidad en la formacidn de las fibras, sin defectos en las fibras, sin cuentas, ni formaciones
extrafas. La figura 24 muestra las micrografias de las fibras paralelas obtenidas sobre el colector
disenado. Es evidente la alineacidn de las fibras, asi como un diametro homogéneo de las fibras.
También es posible observar la formacidn de fibras perpendiculares a la orientacién de ellas, esto
se explica ya que de alguna manera las fibras necesitan soportar a las fibras que van colocandose
en capas superiores. De esta manera con la formacidn de estas extensiones se forma una red capaz
de sostener a las fibras orientadas paralelamente.

— 10pm  ITM-UMAM . Tpm  TTM-UMAM
10.0kV LET SEM WD 7. Smm X 0.0KV WD 7.Smm

Figura 24. Micrografias de SEM de las fibras paralelas obtenidas sobre el colector disefiado. a) x1000 y
b) x5000
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Caracterizacion de los andamios

Caracterizacion por FTIR

La espectroscopia de infrarrojo FTIR se utilizd para comparar las sefiales de los grupos funcionales
de la FS obtenidas mediante el proceso de desgomado, asi como de las fibras electrohiladas de
fibroina desgomada (FSE). Las Tabla 17 muestra las asignaciones de las bandas de los grupos
funcionales mostradas en las Figuras 25 y 26.
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Figura 25. Comparacion entre el espectro FTIR de FS y la FSE en la region de 4000 cm™1-500 cm.

Ambos espectros muestran bandas caracteristicas de las amidas; A (3300 cm™), B (3070 cm™), |
(~1650 cm™), 1I (~1550 cm™), 1l (1400-1200 cm™) tal como en los espectros FTIR anteriores. Las
flechas muestran las sefales caracteristicas del espectro verde de la FSE, con excepcion de las
sefiales en 2973 y 1695 cm™ de la FS (La primera banda se origina debido a la tensién del enlace C-
H de los aminodcidos libres y la segunda banda se origind principalmente a la tensién del enlace C=0
de los enlaces peptidicos de la cadena de la FS en conformacién ldmina-f antiparalela). Sin embargo,
la sefial en 2973 cm™ es practicamente nula en el espectro FSE posterior al proceso de electrohilado,
esta sefial corresponde a la tensidn del enlace C-H de los aminodcidos libres,
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Figura 26. Comparacion entre el espectro FTIR de la FS y la FSE en la region de 2000 cm~1-500 cm.

Las sefales de las amidas | y Il se recorrieron ligeramente hacia laizquierda, no es el caso de la amida
lll. Las amidas | y Il se muestran en la conformacion ovillo aleatorio y hélice-a. Cuando existe un
cambio de las bandas en 1620 cm™ y 1510 cm™ a 1640 cm™ y 1530 cm?, hay bajo contenido de

estructuras cristalinas [62]. Sin embargo, la sefial en 2973 cm™ es practicamente nula en el espectro
FSE posterior al proceso de electrohilado.
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Tabla 17. Identificacion de las bandas del FTIR de la FSE.

Numero de onda Asignacion Referencias
(cm?)
3274 Tension del enlace N-H (Amida A) [36]
3074 Tension del enlace N-H (Amida B) [36]
1652 Amida | en conformacién ovillo aleatorio y hélice-a [38]
1538 Flexion del enlace N-H junto con flexion del enlace C-N. [39]

(Amida Il, sin alguna conformacion)*

1455 Flexién asimétrica del grupo CH3 (aminoacidos alanina [39]
y valina)

1412 Flexion simétrica del grupo CH3 (aminoacidos alanina 'y [39]
valina)

1382 Flexion del grupo CH; (cadena alanina-glicina) [39]

1334 Flexion del C-H del aminoacido fenilalanina [38]

1238 Amida Ill conformacién ovillo aleatorio [38]

1176 Tension del enlace C-N (Aminoacido tirosina) [38]

1132 CH,OH debido a polifenoles [39]

1065 Tension del grupo CHs (flexion balanceo en plano) [38]

junto con tension del enlace C-N

1014 Tension del grupo CH; (flexion balanceo en plano) [39]

Al comparar las sefiales de los espectros notamos que desaparece la banda en 1696 cm™ (amida 1),
caracteristica de una conformacién lamina-f3 antiparalela. También desaparecen las bandas en 1339
cm™, 993 cmy 970 cm'?, todas estas representan sefiales caracteristicas de las cadenas -Gly-Ala-y
-Gly-Gly-, componentes principales de la estructura lamina-B. Se sugiere que el proceso de
electrohilado provocd la disminucién de las estructuras mas ordenadas (estructuras en
conformacién lamina-B antiparalela). A pesar de esta situacion, la formacién de fibras de FS si se
logro.
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Caracterizacién por RMN en estado sélido

La espectroscopia de *C RMN en estado sélido a dngulo mégico se utilizé para determinar los
desplazamientos quimicos de los atomos de carbono de la cadena principal de los polimeros que
conforman al capullo de gusano de seda y a la FS obtenida mediante desgomado.
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;0 3(')0 250 260 15‘0 160 5'0 (') -5'0 -lbO
(ppm)
Figura 27. Espectro de 3C RMN-MAS de la proteina FS electrohilada.
Tabla 18. Desplazamientos quimicos de los principales aminodcidos de la FS [22], [23].
Cc=0 Ca CB
Hélice-a = Lamina-p ovillo Hélice-a = Lamina-p ovillo Hélice-a  Lamina-B ovillo
aleatorio aleatorio aleatorio
ala  176.9 173.6 175.2 52.3 49.0 50.3 15.8 18.6 16.6
gy 1730 170.1 171.4 44.4 42.7 43.0 - - -
ser 173.4 171.1 172.0 58.4 55.0 55.9 60.6 62.7 61.5
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Tabla 19. Desplazamientos quimicos de las sefiales del capullo de gusano de seda.

Desplazamiento Asignacion
Quimico (ppm)

173.09 Ala C=0, Gly C=0
50.84 Ala Cq
42.84 Gly Ca
16.63 Ala g

La figura 27 muestra el espectro de MAS-RMN de *3C de la FSE con las asignaciones de los carbonos
de los principales aminodacidos que la componen (alanina, glicina y sericina). Después del proceso
de electrohilado, las sefales de los carbonos Cq, y Cg de Alanina corresponden a una conformacién
en ovillo aleatorio. La sefial del carbono C=0 de alanina corresponde a una conformacién lamina- B.
Para glicina las asignaciones de los desplazamientos quimicos muestran una conformacion hélice-a
del C=0 vy el C,en conformacién ovillo aleatorio. Sin embargo, las sefiales de los C, y Cg de Serina
disminuyen de tal manera que forman un ligero hombro del lago izquierdo de la sefial del C, de
alanina. Diversos autores también identificaron una conformacién ovillo aleatorio para la FSE [60]
[49] [54].
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Caracterizacién Térmica (TGA y DSC)
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Figura 28. DSC y TGA de la FSE.

En la figura 28 observamos las graficas TGA y DSC. La linea verde muestra la degradacidn de la FSE.
La primera etapa representa la evaporacién de agua y/o de trazas de solvente. Posteriormente
tenemos un pequefio escalén que corresponde a un pico endotérmico mostrado en la linea negra
del DSC en 178°C. Este pico endotérmico corresponderia a la degradacién de cadenas mas cortas
gue surgieron del proceso de electrohilado. También hay que considerar el efecto de la Tg que
ocurre en el intervalo de 175-179°C. Posteriormente tenemos otro pico endotérmico en 281.9°C
que corresponde a la degradacién del polimero.
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Caracterizacion por DRX
La difraccion por rayos X es una técnica que se utilizd para determinar la cristalinidad del polimero.
La figura 29 muestra el espectro de DRX de la FSE.
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Figura 29. Espectro DRX de la ESF.

Las fibras electrohiladas no mostraron picos de difraccién. Estas estan formadas principalmente por
regiones no cristalinas (en conformacion ovillo aleatorio). Otros autores observaron que la FSE no
mostraba cristalinidad, pero es posible inducir transiciones entre regiones amorfas a mas ordenadas
o cristalinas (Seda | a Seda Il) en la FSE a través de tratamiento con metanol [52] [47]. Es posible
determinar la cristalinidad de la FS en conformacién lamina-B por DRX, la cual presenta picos
caracteristicos en 8.7°, 19.6° y 23.3°.
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Caracterizacion por Angulo de Contacto

La respuesta bioldgica del biomaterial es afectada por varios pardmetros como la mojabilidad (o
humectabilidad). Para la determinacién de la mojabilidad del material se midié el angulo de
contacto para 3 muestras de FSE con gotas de 4 uL de PBS. El resultado inicial fue un material
hidrofobo con un dngulo de contacto promedio de 116.96 + 2.69°. El material tiende a ser muy
hidrofdbico debido a la gran cantidad de grupos no polares en la cadena de la FS (Alanina), figura
30. Sin embargo, al dejar la gota de PBS sobre la superficie de la muestra de FSE, tiende a reducirse
el dngulo de contacto hasta volverse cero o hasta que la gota ha sido absorbida por el material.

En la figura 31, podemos observar la tendencia del angulo de contacto a reducirse con el paso del
tiempo. Los grupos hidréfobos de la FSE estan orientados hacia la superficie de las fibras por lo que
el dngulo de contacto de la gota del agua es superior a los 90. Estas interacciones hidrofdbicas
estabilizan la estructura de la proteina, pero tras el proceso de electrohilado, la estructura de la
proteina no es tan ordenada, debido a las conformaciones hélice-a y ovillo aleatorio que
predominan, lo que provoca que algunos grupos hidrofilicos queden expuestos, por lo que después
de unos minutos las moléculas de agua penetran en los espacios de las zonas desordenadas
produciendo mojado de la proteina y después un hinchamiento. Cabe mencionar que no se observé
diferencia entre la mojabilidad de las fibras alineadas y no alineadas
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Figura 30. Medicidn del dngulo de contacto para 3 muestras de ESF.
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Figura 31. Medicion del adngulo de contacto de la ESF durante 12 minutos.

Pruebas mecanicas

La resistencia mecdnica y la rigidez de la seda estan intimamente relacionadas con la estructura
cristalina de la ldmina-B. Por otro lado, la habilidad para extenderse y la tenacidad, estan ligadas a
las regiones semi amorfas.

Las propiedades mecdnicas tienen una gran importancia ya que juegan un rol esencial para la
biocompatibilidad del material cuando sea implantado. Las propiedades mecdnicas afectan
directamente en la transmisién y distribucidn de las fuerzas que estaran actuando sobre el material.
También se debe de tener en consideracidn que podrian afectar directamente el destino de la célula.
Las células son capaces de sentir mecanicamente el ambiente que las rodea y modificar su
comportamiento acorde a las caracteristicas mecdanicas del material [3].
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Figura 32. Grafica esfuerzo vs Razon de elongacion para el ajuste del modelo de Mooney—Rivlin (MR) de las probetas 1, 3
y 5.

En la figura 32 se muestran las graficas de las pruebas mecdnicas para las probetas o muestras 1, 3
y 5 de los andamios con fibras al azar (10 probetas fueron en total). La razén de deformacion inicia
en 1y corresponde al estiramiento de la probeta [34]. La gréfica tiene 3 secciones principales: la
primera corresponde a una orientacion de las fibras que no estan alineadas en direccion del esfuerzo
aplicado, en la segunda seccion las fibras se empiezan a deformar eldsticamente de manera lineal y
por ultimo, las fibras comienzan a deformarse plasticamente antes de romperse. Esta deformacion
plastica se explica dado que las regiones semi-amorfas comienzan a desenrollarse transfiriendo la
carga hacia los cristales de la estructura lamina-B, que subsecuentemente tenderd al punto de
fractura [3]. Latabla 20 muestra el promedio del porcentaje de elongacidn maxima de las probetas
gue se sometieron a la prueba uniaxial con un valor de 2.66%, antes de la ruptura.

Tabla 20. Porcentaje de Elongacion mdxima promedio.

% de Elongacion
maxima promedio
2.66

Los resultados nos muestran un médulo de Young de 26.06 + 9.08 MPa, lo que contrasta con lo
sugerido por Hopkins y colaboradores [1], donde sugieren que los andamios que requieran mejorar
la longitud de los axones, la adhesidn de las células del SNC vy la supervivencia de las mismas tendran
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gue tener un modulo de Young menor a 1 kPa, que imite correctamente la rigidez o blandura del
tejido cerebral.

Pruebas de viabilidad celular

El ensayo de viabilidad celular se realizd para estudiar el comportamiento de los fibroblastos y los
astrocitos sembrados sobre los andamios electrohilados de fibroina.

La figura 33 muestra los fibroblastos sembrados sobre los andamios electrohilados de fibroina al
tercer dia de cultivo. Hay una mezcla de células vivas (tincion de color verde) y células muertas
(tincién de color rojo). Es evidente como las células siguen la orientacidn de las fibras del andamio.
Enlaimagen 33a, se observan células que se encuentran sobre la superficie de un ramillete de fibras,
lo que implicaria que las células también son capaces de extenderse en fibras mas grandes y de
seguir la direccién que dicta el ramillete (marcadas con flechas).

100 pm

Figura 33. Micrografia de fibroblastos sobre los Andamios de fibras alienadas. Las flechas blancas
indican a las células establecidas sobre las fibras. Ampliacion 10X.

Posterior al cultivo de fibroblastos, se siguid con el cultivo de astrocitos. Las figuras 34 a 36 muestran
a los astrocitos sobre los andamios electrohilados de fibroina al tercer dia de cultivo. En la figura 34
muestra células con una marcada orientacion de las extensiones de acuerdo con la alineacion de las
fibras del andamio. Diversos autores observaron anteriormente la orientacion de las células y sus
extensiones de acuerdo con la direccidn de las fibras sobre andamios de polimeros sintéticos como
PCLy PLA [4] [7].
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100 pm

Figura 34. Micrografia de astrocitos sobre el andamio de fibras alineadas
después de 3 dias en cultivo in vitro. a) Ampliacion 10Xy b) ampliacion 4X

Tal como ocurrio en el caso de los fibroblastos, los astrocitos fueron capaces de establecerse sobre
el contorno de las fibras. Ademas, sus extensiones fueron capaces de extenderse sobre diferentes
fibras, pasando de una fibra a otra (marcadas con flechas), figura 35.

100 pm

Figura 35. Micrografias de astrocitos con su soma sobre las fibras y
extensiones que cruzan entre fibras marcadas con flechas.

En la figura 36 se observan conjuntos de células que crecieron en una zona donde no existia mucha
orientacién de las fibras, lo que provocd que las células se extiendan en forma de estrella.

100 pm

Figura 36. Micrografias de astrocitos en forma de estrella sobre una zona de poca
orientacion del andamio de SFE. Ampliacion 10X

54



Analisis de resultados

Para la fabricacion de andamios de fibroina por el proceso de electrohilado, es necesaria la
obtencidn de la proteina fibroina a partir de los capullos de gusano de seda. Mediante el proceso
de desgomado se realizé la eliminacion de la proteina sericina que cubre a la fibroina. Este proceso
se realizd mediante diferentes experimentos mencionados en la tabla 1. Sin embargo, no se
encontrd diferencia significativa entre los resultados de las caracterizaciones FTIR, RMN, TGA y DSC.
La proteina fibroina obtenida del experimento nimero 2 (concentracién de Na,COs al 0.5%) se
evalud para verificar la parcial o completa eliminacion de la SS.

La caracterizacion por FTIR mostrd que las sefiales caracteristicas de la SS en 1400 cm™y 1070 cm™
desaparecieron después del proceso de desgomado. Ademas, las sefiales en 1699 cm™, 1441 cm™,
1339 cm™?, 993 cm™y 970 cm™ son las evidencias de la eliminacién de 1a SS. Las sefiales de las amidas
I, Il'y lll, no muestran una gran diferencia entre el capullo y la FS debido a que las dos proteinas se
encuentran en estructura ldmina-B, pero para el caso de la FS, la sefial en 1699 cm™ es una
caracteristica principal de la estructura ldamina-f antiparalela. Posteriormente, mediante RMN se
corrobord la informacion brindada por el FTIR, fue posible determinar la estructura en la cual se
muestran los carbonos que componen la cadena principal de las proteinas SS y FS. En las dos
proteinas predomina la estructura ldmina-B, mas una pequefia presencia de estructuras ovillo
aleatorio. Ambos analisis confirmaron la presencia de este tipo de estructuras.

El andlisis termogravimétrico muestra la degradacion de los dos materiales, asi como su
comportamiento en funcién de la temperatura. Los andlisis por DSC mostraron que el valor de la Tg
para los dos materiales ocurre a diferentes temperaturas; 215°C para el capullo y 221°C para la FS,
aproximadamente. Lo que implica que la FS tiene una mayor estabilidad frente a aumentos de
temperatura dado que la FS estd compuesta principalmente por estructuras ldmina-p antiparalela.
La influencia de SS residual sobre las fibras de FS provoca un aumento en el valor de la Tg a bajo
contenido de SS (~ 0.6%) ya que se produce un incremento en la cantidad de cristales de FS,
formados principalmente por estructuras ldminas-B [62]. Por otro lado, mientras haya mayor
contenido de SS, la SS es capaz de formar sus propias estructuras cristalinas. Lo que genera una
competencia para formar cristales, interrumpiendo los arreglos intermoleculares, por lo tanto, un
decremento en la cristalinidad total del conjunto FSy SS [62]. El TGA del capullo no muestra etapas
en las que puedan ocurrir transiciones vitreas independientes de las dos proteinas que lo componen,
lo que sugiere que las estructuras ordenadas del conjunto de las dos proteinas comienzan a moverse
o a fluir a la misma temperatura, no son eventos independientes sino un fenémeno en conjunto.
Um y colaboradores [63] también observaron una Tg alrededor de 200°C para la FS, pero el analisis
térmico que realizd fue a través de DTMA. La descomposicién de los dos materiales se da dentro del
intervalo de 310°C-320°C, lo que resulta interesante dado que las cadenas que componen al capullo
tienen la misma resistencia a la degradacion que las estructuras ordenadas de la FS.

Después de las caracterizaciones anteriores es posible decir que existe eliminacidn parcial de la SS
qgue cubre a la FS, dados el analisis anterior. No se determind la cantidad exacta de SS eliminada,
pero es posible trabajar con la FS obtenida por el proceso de desgomado propuesto.
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Posteriormente fue necesario disolver la proteina fibroina para someterla al proceso de
electrohilado. Para simplificar la disolucién de la FS se realizaron pruebas de disoluciéon de la
proteina con solventes que son capaces de disolver polimeros de estructura similar, tal es el caso
del nylon. Se observé Unicamente disolucion directa en el caso del TFA, acido trifluoroacético, lo
que provoca una solucion de color ligeramente amarilla a una muy baja concentracién (0.33% p/v).
Esto se logré debido a que TFA es capaz de romper las fuerzas intra-moleculares, tales como: de Van
der Waals, puentes de hidrégeno e interacciones hidrofdbicas que caracterizan a las estructuras de
las proteinas. TFA es capaz de disolver a la proteina sin la necesidad de realizar las etapas de:
hidrélisis basica, didlisis y liofilizacidn. La disolucién sélo necesita agitacidon para asegurar que el
solvente penetre en su totalidad dentro de la estructura de la proteina.

Después de realizar la disolucidn de la proteina, la solucidn se introduce en la jeringa de 1 mL para
comenzar con el proceso de electrohilado. En este proceso se realizaron varios cambios en los
pardmetros experimentales, debido a que era imposible electrohilar a las condiciones establecidas
en los primeros intentos. Dentro de las principales causas: concentraciones altas o mayores a 10%
p/v generan una solucién muy viscosa la cual se vuelve alin mas viscosa ya que el solvente se
volatiliza rdpidamente, el flujo y la diferencia de potencial no se encontraban en las condiciones
necesarias para establecer un cono de Taylor adecuado para la formacion de fibras con las
caracteristicas requeridas. La tercera tabla experimental mostré como resultado el experimento 23,
las fibras tenian una morfologia homogénea y continua. Las fibras tienen un diametro promedio de
160 nm. Sin embargo, tomando como referencia el resultado del experimento 23, se siguid
buscando las mejores condiciones, ya que se presentaron problemas durante el proceso de
electrohilado. Se procedid a la reducciéon del valor de la diferencia de potencial hasta 15 kV, ya que
al electrohilar a 20 kV se daba la formacidn de arco eléctrico entre la bombay la jeringa. Se probaron
nuevas condiciones hasta encontrar las siguientes condiciones para la formacién de fibras: flujo de
0.3 mL/h, distancia de 15 cm, concentracion de 7 % p/v y diferencia de potencial de 15 kV. Bajo estas
condiciones no se observaron problemas durante la fabricacién de los andamios tal como ocurrid
en experimentos anteriores.

Con las condiciones ideales se procedid a la fabricacién de las fibras paralelas sobre el colector
disefado en la figura 22. Las fibras formadas sobre el colector no muestran defectos, formacién de
cuentas, fibras heterogéneas u orientacion al azar. Se realizé una inspeccidon a mayores aumentos
en SEM, para corroborar que la alineacién de las fibras ocurria a escala micro o nano. El disefio de
colector permitié la fabricacién de fibras paralelas a las mismas condiciones que las establecidas
para los andamios con fibras al azar, no requiere el uso de materiales extra o dispositivos
sumamente elaborados (colectores rotatorios, electrodos a base de materiales como oro o plata de
alto valor).

La caracterizacion de los andamios producidos por electrohilado inicié con los anadlisis por
espectroscopia FTIR y RMN, se compara a la FS y a la FSE. Después de la dilucién y el proceso de
electrohilado se pudieron observar los cambios que ocurrieron sobre los materiales. Para el caso de
FTIR, las Amidas I, Il, y lll en conformacion de lamina-p cambian a estructuras menos ordenadas:
hélice-a y ovillo aleatorio en la FSE. También las sefiales en 993 cm™ y 970 cm™ se han reducido
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hasta ser casi despreciables. Lo que implicaria que la cadena también ha sido afectada tras el
proceso de electrohilado o por accién del solvente. En el espectro de RMN, las identificaciones de
los carbonos de la cadena de FSE también muestran que estos se organizan en estructuras hélice-a
y ovillo aleatorio, con una reduccidn de los picos del aminodcido serina. Las regiones mds cristalinas
estdn conformadas por polipéptidos conformados por glicina y alanina, lo que implica que las
regiones amorfas tienen cierto contenido del aminoacido sericina, las sefiales de estas regiones ya
no son tan visibles dada una cierta degradacion/desnaturalizacion.

La desnaturalizacién de la cadena de la FS tras el proceso de disolucién, por un alto grado de
degradacion o por un peso molecular bajo de la cadena de FS obtenida posterior al desgomado,
hacen mas dificil la formacién de estructuras ordenadas (hélice-a y lamina-B) [64]. Pudo haber
ocurrido un rompimiento de los enlaces peptidicos de regiones menos ordenadas por accidn del
solvente, incluso el proceso de electrohilado genera esfuerzos tan altos que es capaz de
desnaturalizar a otras proteinas como es el caso del coldgeno. De acuerdo con los resultados
mostrados por FTIR y RMN, el proceso de electrohilado no se deshace de la estructura secundaria
de la fibroina, pero no es capaz de generar estructuras mas ordenadas tipo ldmina- B. El proceso de
electrohilado se completa en microsegundos, este tiempo es insuficiente para realizar el reacomodo
de las cadenas de la FS para formar estructuras lamina-p [65]. Sin embargo, es posible la formacién
de fibras sin un alto contenido de cristalinidad.

El analisis térmico por DSCy TGA de la FS y FSE, se muestran en las figuras 15 y 28, respectivamente.
A la temperatura de 178°C se da la formacién de un pico endotérmico, que coincide con el evento
de transicion vitrea para la FS. En la linea del TGA se puede observar un escaldn pequefio a 178°C,
debido a la suma de los eventos, la Tg de la FS, asi como la degradacién de cadenas mas pequefias
que surgieron después de disolver a la FS y electrohilar. A la temperatura de 281°C se observa la
degradacion de la FSE.

El analisis por medio de DRX se realizd para observar la cristalinidad de la FSE, pero no se mostraron
picos caracteristicos del material. Las estructuras desordenadas deben de estar en una cantidad
muy grande con relacion a las ordenadas. Las estructuras hélice-a y ovillo aleatorio de la FSE no
muestran difraccidn, siendo un polimero que tiende a ser amorfo. El andlisis por FTIR es sensible a
ordenamientos de corto alcance mientras que DRX es mads sensible a ordenamientos de largo
alcance [63]. Es posible determinar la cristalinidad de la FS en conformacion lamina-p por DRX, la
cual presenta picos caracteristicos en 8.7°, 19.6° y 23.3° [63]. Se han encontrado diversos valores
para el tamano de la cristalita, dados los parametros a (direccién a lo largo del empacamiento de las
[dminas-B), b (direccién perpendicular a las tiras de las ldminas-B) y c (direccidn a lo largo de las tiras

de las ldaminas-B) [66] [67] [68]. Se ha reportado que es posible inducir a la formacién de estructuras

mas cristalinas a la FSE mediante la inmersion de los andamios de FSE en metanol [63].

La organizacidn de la cadena-H de la FS consiste en 12 dominios hidrofébicos los cuales son
separados por 11 dominios hidrofilicos. Los dominios hidrofdbicos poseen secuencias de
aminodcidos en una secuencia repetitiva y los dominios hidrofilicos poseen aminodacidos en una
secuencia no repetitiva. Las regiones repetitivas formadas por glicina, alanina, serina, tirosina, valina
y treonina son capaces de organizarse en estructuras ldmina-B a través de fuerzas intra- e inter-
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moleculares; puentes de hidrégeno e interacciones hidrofébicas. En cambio, las regiones no
repetitivas estdn conformadas por acido glutdmico, acido aspdrtico, arginina y lisina, formando
estructuras no cristalinas (semiamorfas). Dentro de las regiones no cristalinas de la cadena, se
encuentran aminoacidos (prolina en su mayoria) que sirven como giros-B, lo que le permite a la
cadena doblarse en una lamina-B [3]. Esta estructura tiene los grupos hidrofébicos orientados hacia
la superficie de las fibras, lo que permite que la FS sea hidrofébica. Al finalizar el proceso de
electrohilado, se da el cambio de lamina-f a hélice-a y ovillo aleatorio, las fuerzas intra- e inter-
moleculares no son iguales, grupos hidrofilicos queden expuestos, lo que provoca que las moléculas
de agua, por ejemplo, sean capaces de ingresar dentro de la estructura, hinchar a los andamios de
FSE y mojar al material. Por esta razén, el andamio de FSE sufrié un hinchamiento a 10 minutos
aproximadamente, al estar en contacto con la gota.

La fuerza y la rigidez de la seda es proporcional a las estructuras cristalinas de l[damina-B. Por otro
lado, la tenacidad y la elasticidad dependen de las regiones menos cristalinas. Las regiones amorfas
se caracterizan por desenrollarse durante el cambio de comportamientos, elastico a plastico, al
aplicar una fuerza sobre la FS. En este punto, las regiones amorfas transferirdn la carga a las regiones
mas cristalinas hasta el punto de quiebre o ruptura del material. En la figura 32, corresponde a la
primera etapa (amortiguamiento debido a la red entrelazada por el electrohilado) y a la segunda
etapa (las regiones amorfas absorben la carga). Por ultimo, se muestra la parte de deformacion
plastica que es absorbida por las estructuras hélice-a, hasta la ruptura del material (desdoblamiento
total y ruptura de las cadenas de la FSE) [3]. El mddulo de Young obtenido en este trabajo con un
valor de 26.06 + 9.08 MPa es menor comparado con los encontrado por otros autores 10-17 GPa,
16-18 GPa, 22.6 GPa [3]. Se sugiere gue para simular correctamente el médulo de Young del
tejido del SNC se debera tener un valor menor que 1kPa [3].

A pesar de los resultados que se obtuvieron en las pruebas de dngulo de contacto y mecdnicas, fue
posible el cultivo de dos distintos tipos de células sobre la superficie de los andamios. Es importante
resaltar que las pruebas de viabilidad celular se realizaron inicialmente con fibroblastos como
prueba de concepto. Los astrocitos mostraron extensiones que siguen la direccion de las fibras, otras
extensiones pasaron de una fibra a otra y algunas células se posicionaron sobre las fibras. En ciertas
regiones de los andamios los astrocitos mostraron forma de estrella con sus extensiones ramificadas
en varias direcciones, no muestran forma bipolar como lo hacen los astrocitos en las regiones mas
alineadas. Algunas células siguieron la orientacién de las fibras y sus ramificaciones se extendieron
mucho mas respecto a las que intentaron extenderse perpendicularmente a la orientacidn de las
fibras, lo que sugiere que este tipo de andamio favoreceria a la migracién celular [7]. La tendencia
que siguen las células por fibras de tamafio menor (didmetro de 5-30 um), es un crecimiento mucho
mayor de sus extensiones, respecto a fibras de tamafio mayor (arriba de 500 um de diametro) [7].
Otra manera de guiar el crecimiento de la célula de forma bipolar con sus extensiones altamente
alineadas, es reducir el area donde creceran las células sobre una superficie de colageno [69].
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Conclusiones

Los resultados de la presente investigacidn muestran que los andamios de las fibras electrohiladas
de fibroina desgomada dispuestas paralelamente, permiten simular a la matriz extracelular
neuronal para realizar el cultivo adecuado in-vitro de astrocitos protoplasmaticos de neonatos de
rata.

Se establecid un proceso eficiente de desgomado del capullo de seda para separar a la fibroina (FS)
de la sericina (SS). Por medio de analisis espectroscdpicos (FTIR, RMN) y térmicos (TGA, DSC) se
corrobord la eliminacién de la SS. Se estudid la estructura de la FS que corresponde a Lamina-B. Se
estudiaron las transiciones y la estabilidad térmica de la FS por DSC y TGA. Su temperatura de
transicion vitrea fue de 221° Cy su temperatura de degradacion de 320° C.

Se optimizaron los parametros de electrohilado para la fabricacion de los andamios de FS con dos
configuraciones de fibras al azar y alineadas paralelamente. Las mejores condiciones de proceso
fueron: flujo de bombeo 0.3 mL/h, distancia de 15 cm, concentracion de 7 %p/v y diferencia de
potencial de 15 kV. Se estudié la morfologia de las fibras mediante SEM. En ambos casos se
obtuvieron fibras homogéneas y continuas con un didmetro promedio de 690 + 150 nm.

Se disefié un colector de fibras original que permite formar andamios de fibras alineadas
paralelamente de manera reproducible.

Los andlisis espectroscépicos por FTIR y RMN mostraron que la FSE tiene una conformacion tipo
hélice-a y ovillo aleatorio, de acuerdo con los resultados obtenidos de las Amidas I, Il y Il en el
analisis por FTIR, asi como por los desplazamientos quimicos de los Carbonos en la cadena,
obtenidos por RMN.

Se encontrd que la temperatura de transicion vitrea de FSE de 177°C es menor a la de la FS por la
conformacion hélice-a y ovillo aleatorio en comparacidn a la estructura lamina-p. La estabilidad
térmica de las fibras de FSE es menor a la de la SF, ya que |la degradacion de la FSE se da a 281°C.

Se estudié la cristalinidad de los andamios por DRX, encontrandose que las fibras electrohiladas son
altamente amorfas ya que no se observaron picos de difraccion. Las diferencias estructurales entre
la FSE y la FS radican principalmente en el ordenamiento, la FS esta constituida principalmente por
estructuras tipo lamina-B. Se ha reportado que FS muestra picos de difraccién en 8.7°, 19.6° y 23.3°
[63].

La FSE resultdé ser un material hidrofébico, con un angulo de contacto de 116.96 + 2.69, debido a
que los grupos hidrofilicos laterales de la cadena se orientan hacia la superficie de las fibras. Sin
embargo, después de 12 minutos el dangulo de contacto de la FSE se redujo y comenzé a hincharse.

De acuerdo con la prueba uniaxal mecanica se obtuvo un médulo de Young de 26.06 + 9.08 MPa,
gue es mayor a lo reportado por otros autores para imitar correctamente la rigidez o blandura del
tejido cerebral.
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Se analizd la viabilidad celular de andamios con fibras dispuestas aleatoriamente con la de andamios
con fibras orientadas paralelamente, encontrdndose que los andamios no sélo son capaces
promover la viabilidad celular de fibroblastos y astrocitos protoplasmicos, también son capaces de
servir como guia para la orientacidn de las células. En particular, los andamios de fibras alineadas
paralelamente permiten direccionar las extensiones de las células en direccién de las fibras
electrohiladas.

El didmetro de las fibras resultd ser adecuado para guiar las extensiones de las células, incluso
algunas células fueron capaces de establecerse sobre cimulos de fibras, lo que implicaria que la
estructura secundaria en conformacion hélice-a/ovillo aleatorio y la composicion de aminoacidos
Gli-Ala-Ser de la FSE genera interacciones quimicas que favorecen al cultivo celular.

Estos resultados sugieren que los andamios de SF tienen cierto potencial para promover el
crecimiento de tejido neuronal in vivo. Sin embargo, hay que tener en cuenta que las propiedades
mecdnicas deberan ser mejoradas para ser mas acordes a lo necesario para similar correctamente
el tejido neuronal. Posteriormente se supondria su utilidad en la regeneracién de tejido danado del
sistema neuronal periférico y central.
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