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RESUMEN

Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), las quemaduras constituyen un problema
de salud mundial no sélo por el nUmero de muertes originadas a partir de estas lesiones sino
también por sus secuelas sociales y econdémicas debido a la falta de funcionalidad de la zona
afectada y a la aparicion de cicatrices. En general, el tratamiento de las quemaduras de espesor
profundo consiste en controlar la pérdida de fluidos, prevenir o tratar infecciones generadas por
microorganismos patdgenos y/o oportunistas, y promover el proceso de cicatrizacion de la
herida para finalmente reparar el tejido. El éxito del tratamiento depende integramente de la
efectividad de los métodos empleados en cada una de las etapas. Actualmente existen
diferentes alternativas terapéuticas en el mercado que facilitan el proceso de curacién; sin
embargo, a pesar de que los avances cientificos y tecnolégicos han permitido desarrollar
nuevos materiales que contribuyen al tratamiento de lesiones por quemaduras de espesor
profundo, éstos aun no han permitido superar satisfactoriamente algunos obstaculos tales
como: 1) la recuperacién de la funcionalidad del tejido debido al inadecuado proceso de
cicatrizacion (en gran medida por el desarrollo de infecciones y la poca poblacion celular en el
lecho de la herida); 2) la falta de disponibilidad de sustitutos dérmicos para cubrir grandes
extensiones; y 3) el rechazo inmune generado principalmente por el uso sustitutos alogénicos
(derivados de individuos diferentes de la misma especie) o xenogénicos (derivados de otra
especie). Es por ello, que es necesario el desarrollo de nuevas alternativas de tratamiento que
ayuden a prevenir las infecciones y que promuevan el proceso de reparacion de la piel con una
mayor efectividad; y que a su vez, disminuyan el rechazo inmune. En esta investigacion se
desarrollaron dos materiales fibrilares compuestos, que ofrecen una nueva alternativa para el
tratamiento integral de quemaduras de espesor profundo. En la elaboracion de estos materiales
se empled la técnica de electrohilado, y se usaron tanto nanoparticulas de 6xido de zinc (ZnO
nps) como los polimeros biocompatibles policaprolactona (PCL) y gelatina (Gel). Los dos
diferentes materiales que se desarrollaron tienen caracteristicas complementarias, uno de ellos
posee la propiedad de inhibir la adhesién y el crecimiento plancténico de bacterias, mientras
gue el otro posee propiedades altamente favorables para el cultivo celular in vitro. Se espera
que el primer material fibrilar, compuesto de nanoparticulas a base de Zn y PCL (Zn/PCL), se
desempefie como un aposito antibacteriano; el cual estaria expuesto al ambiente, brindando la
posibilidad de prevenir infecciones generadas por bacterias externas durante el tratamiento de
la lesion. El segundo material fibrilar, compuesto de Gel y PCL (Gel/PCL), se espera que
funcione como un andamio promotor del restablecimiento del tejido; el cual estaria en contacto
con la lesion y se desempeiiaria como un acarreador celular, transportando a la lesion células
dérmicas autologas (derivadas del propio paciente) cultivadas in vitro, lo que incentivaria la
migracion de células nativas de una zona sana de la piel a la zona lesionada y disminuiria el
rechazo inmune en comparacion con el posible rechazo generado por células no autélogas.

El desarrollo de ambos materiales fibrilares compuestos se basé en el analisis de su
micro-morfologia a partir de microscopia electrénica de barrido (SEM) y de transmisién (TEM),



y en el estudio de su estructura y composicion quimica mediante espectroscopias infrarroja (FT-
IR) y de fotoelectrones emitidos por rayos X (EDS). También se recurrio a la identificacion de
las estructuras cristalinas presentes en los materiales fibrilares compuestos por medio de
difraccion de Rayos X (XRD), y al estudio del caracter hidrofilico o hidrofébico de la superficie
de los materiales por medio de la determinacion de su angulo de contacto al agua (WCA).

En el caso especifico del material Zn/PCL, se evalud la inhibicion del crecimiento
bacteriano planctonico en el medio liquido circundante y la inhibicion de la adhesion de bacterias
en la superficie del material, para ello se realizaron pruebas en contra de las cepas Gram-
negativa Escherichia coli (E. coli) y Gram-positiva Staphylococcus aureus (S. aureus) mediante
los métodos de turbidimetria y MTT, respectivamente; estos resultados mostraron que el
material tiene la capacidad de inhibir simultdneamente el crecimiento plancténico bacteriano y
la formacion de biopelicula en su superficie lo que le brindaria una mayor proteccion a la lesion
ya que evitaria la penetracion de bacterias externas y al mismo tiempo desinfectaria el lecho de
la herida. EI método MTT también se utilizé6 para evaluar su biocompatibilidad, a partir del
estudio de la actividad metabdlica de células dérmicas humanas expuestas a medio
condicionado (suplementado con las particulas liberadas por el material Zn/PCL); los resultados
indicaron que en presencia del medio condicionado, las células disminuyeron su actividad
metabdlica pero la recuperaron al retirar el medio, lo que indicé que la citotoxicidad del material
es parcial y podria ser apto para su uso en tratamientos clinicos.

En el caso especifico del material Gel/PCL, se analizaron sus propiedades mecanicas
mediante ensayos de esfuerzo-deformacion por tension uniaxial, y sus propiedades térmicas
mediante analisis termogravimétrico (TGA) y calorimetria diferencial de barrido (DSC). Se
estimo el porcentaje de Gel liberada de las fibras de Gel/PCL en un medio acuoso, a través del
meétodo de biuret. Estos resultados indicaron que hay una buena miscibilidad entre el polimero
natural y sintético lo que le confiere al material propiedades mecanicas y biolégicas favorables
para su uso como andamio celular. También, se evaluaron tanto la viabilidad como la actividad
metabolica de células dérmicas humanas cultivadas sobre el material Gel/PCL, mediante
ensayos de calceina/lhomodimero de etidio (LIVE/DEAD) y MTT, respectivamente; los
resultados mostraron que la Gel liberada en el microambiente celular y la Gel en la superficie
del material incentivd el crecimiento y proliferacion de las células dérmicas y favorecié la
distribucion celular en el material.

Los resultados de esta investigacion indicaron que los materiales fibrilares Zn/PCL y
Gel/PCL poseen propiedades adecuadas para ser utilizados como un apadsito antibacteriano y
andamio celular, respectivamente, lo que representa una nueva alternativa a los materiales
empleados en el tratamiento integral de quemaduras de espesor profundo. Esta investigacion
doctoral ha dado lugar al desarrollo de dos nuevos materiales con el potencial de ser usados
en el tratamiento de quemaduras, estableciendo los fundamentos necesarios para realizar
pruebas in vivo en modelos animales y evaluar la posible incorporacion de dichos materiales en
futuros tratamientos clinicos integrales de quemaduras de espesor profundo.



1. MOTIVACION.

Para hacer frente al enorme reto de reparar un tejido dafiado nace la ingenieria de tejidos (IT),
gue es un campo multidisciplinario de la medicina regenerativa que combina la ciencia e
ingenieria de materiales (biomateriales), el conocimiento y la tecnologia del cultivo celular y
factores bioquimicos para generar estructuras que restauren o regeneren tejidos u 6rganos
dafados (1). En general, la IT involucra el aislamiento de células del paciente a partir de tejido
obtenido mediante una biopsia, la expansién in vitro de las células aisladas, y el posterior cultivo
de las células sobre un andamio (biomaterial). Las células cultivadas recubren el andamio y
forman un constructo que sera implantado en el cuerpo del paciente para incentivar la
restauracion del tejido u érgano dafiado.

Una de las aplicaciones de la IT es en el tratamiento de lesiones dermoepidérmicas como
las quemaduras. Las quemaduras son lesiones en los tejidos del cuerpo causadas por calor,
sustancias quimicas, electricidad, radiaciones y/o friccion (2). Las quemaduras de espesor
profundo (segundo grado profundo y tercer grado) constituyen un problema de salud mundial
no soélo por el nimero de muertes, gastos prehospitalarios y hospitalarios que originan, sino sus
secuelas sociales y laborales debido a la aparicion de cicatrices y principalmente a la falta de
funcionalidad del tejido tratado. El Repositorio Global de Datos del Observatorio de la Salud de
la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) reporta que en el afio 2012 murieron
aproximadamente 55.84 millones de personas en el mundo, de las cuales 14 millones (25.07%)
fueron debidas a lesiones. Del total de muertes por lesiones, 267,885 (1.91%) fueron debido a
guemaduras por fuego, calor y sustancias calientes, ocupando el séptimo lugar en la lista,
después de las lesiones intencionadas (36.7%), las lesiones no intencionadas (33.19), los
accidentes de trafico (8.95), las autolesiones (5.74%), las caidas (4.94%) y el ahogamiento
(2.65%) (3). Es importante resaltar que el nUmero total de muertes por quemadura es superior
al reportado pues en los grupos que se consideran en la estadistica, las quemaduras por
friccion, sustancias corrosivas, electricidad y por radiacion se toman en cuenta dentro de las
primeras tres causas de muerte por lesiones. La mayor prevalencia de lesiones por quemaduras
se presenta en paises de medio y bajo ingreso, especialmente en la poblacion con menor nivel
socioeconOmico. Segun el Sistema Nacional de Vigilancia Epidemioldgica (SINAVE) de la
Secretaria de Salud de México, en el afio 2011 se registraron 129,779 casos por quemaduras,
ocupando el séptimo lugar de las veinte principales causas de enfermedades no transmisibles
en el pais. Las entidades federativas que presentaron mayor numero de lesiones por
guemaduras fueron la Ciudad de México (11.2%) y Jalisco (9.4%), y las que menos lo hicieron
fueron Tlaxcala (0.6%) y Baja California Sur (0.7%) (4). Ademas, los gastos pre-hospitalarios y
hospitalarios (incluyendo la tecnologia consumible, estudios clinicos, medicamentos, nutricion,
etc.) de los tratamientos por guemaduras son altamente costosos, se estima que los costos por
paciente varian de treinta mil a quinientos mil pesos en casos de severidad leve (sin disfuncién
organica), de quinientos mil a cinco millones de pesos en casos de severidad moderada (con
falla organica) y de cinco a cuarenta millones de pesos en casos severos (con o sin falla



organica multiple) (5). Dado que los costos no pueden ser solventados de forma exclusiva por
los pacientes, son generalmente las instituciones de salud publica las que absorben la mayoria
de estos gastos.

Las quemaduras de espesor profundo requieren de tratamientos especializados que por
un lado prevengan y/o traten infecciones generadas por microorganismos patdégenos y/o
oportunistas, y por otro promuevan el proceso de reparacion del tejido. Las alternativas
tecnoldgicas disponibles todavia no han logrado superar algunos obstaculos tales como los
costos elevados, la falta de efectividad (costo-beneficio), la capacidad para tratar lesiones de
gran extension, la recuperacion de la funcionalidad total del tejido y el rechazo inmune.
Adicionalmente, la mayoria de los dispositivos tecnologicos empleados en México para el
tratamiento de quemaduras son importados; esto se debe, en parte, a que en México no se
producen comercialmente apdésitos antibacterianos y sustitutos dérmicos (celular o acelular)
para el tratamiento de quemaduras de segundo grado profundo lo que contribuye a incrementar
los costos de los tratamientos.

Por todo lo anterior, en este trabajo doctoral se disefiaron, fabricaron y estudiaron dos
diferentes materiales con propiedades complementarias que al ser empleados en conjunto
ofrezcan una alternativa para tratamiento integral de lesiones por quemaduras de espesor
profundo. El primer material tiene como objetivo desempefiarse como un aposito antibacteriano
que proteja a la lesion de infecciones mientras que el segundo material busca desempenfarse
como un promotor del restablecimiento del tejido desde un enfoque de IT.

El primer material (Zn/PCL), se fabricé a partir nanoparticulas (nps) a base de Zn (ZnO
y acetato de Zn) con propiedades antibacterianas. Estos dos compuestos de Zn poseen
diferentes mecanismos antibacterianos lo que permite, simultaneamente, inhibir el crecimiento
bacteriano plancténico en un medio acuoso y la adhesion bacteriana en su superficie. Las nps
a base de Zn fueron embebidas homogéneamente en la superficie de una matriz micro-fibrilar
polimérica compuesta de policaprolactona (PCL), lo que controla la liberacién de las nps al
mismo tiempo que se obtiene una superficie de contacto (nps-medio) adecuada para conservar
las propiedades antibacterianas de los compuestos.

El segundo material (Gel/PCL), es un material micro-fibrilar fabricado a partir de una
mezcla homogénea de dos polimeros biocompatibles, uno natural (gelatina; Gel) y otro sintético
(PCL), que combina sus propiedades estructurales y biologicas para ser empleado como un
andamio celular (desde un enfoque de IT), de manera que transporte a la lesién células
dérmicas autologas (fibroblastos derivados del propio paciente), después de ser cultivadas in
vitro sobre el andamio, se espera que estas ceélulas cultivadas sinteticen los factores de
crecimiento necesarios para incentivar la migracion de células nativas de la zona sana de la piel
a la zona lesionada y con esto se promueva la reparacion adecuada del tejido. Ademas, se
espera que al usar células autélogas se disminuya el rechazo inmune.

Los resultados de esta investigacion indicaron que los dos materiales fibrilares, Zn/PCL
y Gel/PCL, poseen propiedades apropiadas para ser utilizados como un apdsito antibacteriano
y andamio celular (células dérmicas, fibroblastos), respectivamente, lo que representa una



nueva alternativa a los materiales empleados en el tratamiento integral de quemaduras de
espesor profundo, dando lugar al desarrollo de dos nuevos materiales con el potencial de ser
usados en el tratamiento de quemaduras, estableciendo los fundamentos necesarios para
realizar pruebas in vivo en modelos animales y evaluar la posible incorporacion de dichos
materiales en futuros tratamientos clinicos integrales de quemaduras de espesor profundo.

Las actividades de investigacion asociadas a este trabajo se desarrollaron parcialmente
en las instalaciones del Centro Nacional de Investigacion y Atencion a Quemados (CENIAQ)
del Instituto Nacional de Rehabilitacion “Luis Guillermo Ibarra Ibarra” (INR-LGII, México). El
CENIAQ se inaugur6 el afio 2011 a partir de la creciente necesidad de crear centros
especializados en investigacion basica, clinica y tecnologica para prevenir, tratar y rehabilitar
las lesiones por quemaduras. Un potencial tratamiento integral de quemaduras de espesor
profundo como el desarrollado en esta investigacion, en particular en el CENIAQ del INR-LGII,
permitiria en el mediano plazo un beneficio directo para los pacientes y para el sector salud, ya
gue se disminuiria la necesidad de utilizar injertos de piel (autélogos, alogénicos y/o
Xenogénicos) que son poco disponibles o que pueden generar rechazo inmune; y sustitutos
dérmicos importados con tecnologia inactual con problemas de costo-efectividad. Con los dos
materiales desarrollados en este trabajo de investigacion doctoral se busca, en un mediano
plazo, aumentar la disponibilidad y la eficacia de los materiales empleados en el tratamiento de
guemaduras de espesor profundo. Adicionalmente, debido a que los materiales y técnicas
empleadas para el desarrollo de este potencial tratamiento tienen un costo moderado y una
capacidad de produccion a gran escala, se esperaria disminuir los costos del tratamiento
beneficiando tanto a los pacientes como al sector salud.



2. INTRODUCCION.

La piel es el 6rgano mas extenso del cuerpo humano, representa el 15% del peso corporal y en
el adulto promedio cubre aproximadamente 1,7 m? de la superficie total de su cuerpo (6); realiza
importantes funciones como la regulacion de la temperatura corporal, el control de la
evaporacion del sudor, la sintesis de vitamina D a través de la exposicion de luz UV del sol, la
sintesis de melanina, mantiene el balance de fluidos y protege al cuerpo de efectos dafiinos del
ambiente como cambios de temperatura, impactos mecanicos y microrganismos patégenos y/o
oportunistas (7). La piel estd compuesta principalmente por tres capas: epidermis, dermis e
hipodermis (Figura 1).

Epidermis—E Gl

Dermis

Hipodermis—{ #5:

Figura 1. Imagen que muestra las tres capas de la piel.

La epidermis es la capa mas superficial y delgada de la piel, se nutre a partir de la dermis
y funciona como barrera permeable ayudando a mantener la integridad estructural del tejido,
las células que constituyen el 90% de la epidermis son los queratinocitos (8). La dermis es
generalmente la capa mas gruesa y confiere a la piel resistencia, elasticidad y flexibilidad (9).
Consta de dos subcapas: la papilar, que es la subcapa mas superficial y la reticular, que es la
mas interna. Los fibroblastos son el principal tipo de célula dentro de las dos regiones, pero
mayoritariamente de la dermis papilar y son los encargados de sintetizar los factores de
crecimiento implicados en la sefalizacion celular durante los procesos de reparacion (6), asi
como de la sintesis, organizacion y mantenimiento de la matriz extracelular (MEC) que se
encuentra principalmente en la capa reticular. La MEC es un conjunto de macromoléculas
complejas y altamente organizadas; esta constituida por agua, proteinas y polisacéaridos. La
MEC le brinda soporte a las células, mantiene la integridad del tejido, transmite nutrientes,
elimina productos de desecho y participa de manera activa en los procesos de sefializacion
(10). Finalmente, la hipodermis es la capa subyacente rica en tejido adiposo que proporciona
energia y brinda soporte a los vasos sanguineos y nervios que pasan desde los tejidos
subyacentes hacia la dermis y la epidermis. Dado que la grasa es un aislante térmico, esta capa
aisla el cuerpo de las bajas temperaturas y ofrece la absorcion de impactos (8). La piel tiene la



propiedad intrinseca de auto-reparacion; sin embargo, cuando ocurre una extensa pérdida o un
dafio profundo de tejido la piel no puede auto-repararse y se requieren tratamientos clinicos
especializados para incentivar la reparacion de la lesion y evitar la pérdida de funcionalidad (6).
Uno de los tipos de lesiones mas prevalentes que involucran dafo en las dos primeras capas
de la piel (lesiones dermo-epidérmicas) son las quemaduras. Como es menciono anteriormente,
las quemaduras son lesiones en los tejidos del cuerpo causadas por calor, sustancias quimicas,
electricidad, radiaciones y/o friccion (2) y se clasifican principalmente en tres tipos: 1) Primer
grado, que afectan sélo la epidermis; 2) Segundo grado, que a su vez se clasifican en segundo
grado superficial donde existe un dafio en la epidermis y la capa superficial de la dermis
(papilar); y segundo grado profundo, que afectan la epidermis y ambas capas de la dermis
(papilar y reticular); y 3) Tercer grado, que afectan todas las capas de la piel (11). En general,
el tratamiento de quemaduras de segundo grado profundo consiste en controlar la pérdida de
fluidos, prevenir o tratar infecciones generadas por microorganismos patdégenos como bacterias,
promover el proceso de cicatrizacion de la herida y finalmente, reparar el tejido. Existen
diferentes alternativas en el mercado para prevenir o tratar infecciones en este tipo de lesiones,
como antibiéticos, geles, cremas y apdsitos antibacterianos. En cuanto a las alternativas
empleadas para incentivar la reparacion del tejido, los médicos especialistas cubren la lesion
con injertos de piel autdlogos (del propio paciente), injertos homdlogos o alogénicos
(generalmente de piel cadavérica); y/o injertos heterélogos o xenogénicos (derivados de otra
especie). También se emplean sustitutos dérmicos y/o epidérmicos compuestos de
biomateriales sintéticos y/o naturales, los cuales pueden estar cultivados in vitro con células
(sustitutos celulares) o no (sustitutos acelulares) como alternativa terapéutica basada en
Ingenieria de Tejidos (IT). El éxito del tratamiento de quemaduras de segundo grado depende
integramente de la efectividad de los métodos empleados en cada una de las etapas. A pesar
de que el avance médico, cientifico y tecnolégico en trasplantes, injertos, farmacos,
biomateriales y biologia celular ha permitido la produccién de diversos métodos terapéuticos
gue contribuyen al tratamiento de lesiones por quemaduras, los diferentes recursos todavia no
han logrado superar algunos obstaculos tales como los costos elevados, la disponibilidad, la
capacidad para tratar lesiones de gran extensién, la recuperacion de la funcionalidad total del
tejido y el rechazo inmune. Por lo tanto, es necesario continuar la investigacion en esa direccion
para generar nuevas tecnologias que optimicen el tratamiento de quemaduras.

Como se mencion6 anteriormente, durante el tratamiento de quemaduras es fundamental
evitar infecciones generadas por microorganismos patdégenos y/o oportunistas; para ello, se
emplean diferentes alternativas como cremas, geles y apadsitos antibacterianos; sin embargo,
son los apositos los que poseen una accion antibacteriana de mayor duracion en comparacion
con geles o cremas antibacterianas. Los apoésitos antibacterianos ademas de servir como
protectores farmacoldgicos temporales también sirven como protectores fisicos en contra de
microorganismos como bacterias.
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2.1. Alternativas en el mercado para el tratamiento de quemaduras.

Actualmente, entre los apdsitos antibacterianos mas representativos en el mercado nacional y/o
internacional se encuentran los siguientes:

e Mepilex Tranfer Ag®, USA. Espuma de poliuretano con sulfato de plata. No se puede
aplicar a personas con sensibilidad a la plata. El efecto de la plata dura maximo siete
dias. Su precio es de = MNX$59.00 por cm? (12).

e TheraBond®, USA. Tela de nylon con plata enchapada. No tiene una textura suave, no
puede aplicarse a personas con sensibilidad a la plata y requiere de un apdsito
absorbente adicional. Provee una barrera contra bacterias hasta por catorce dias. Su
precio es de = MNX$24.00 por cm? (13).

e Acticoat Flex 3®, USA. Es una capa de poliéster flexible poco adherente recubierta de
plata nano-cristalina. Su efectividad se conserva durante tres dias y su precio es de =
MNX$20.00 por cm? (14).

e Puracol Plus Ag+®, USA. Matriz estéril de coldgena bovina y cloruro de plata. Se debe
cubrir con otro apésito después de ser aplicado para su proteccion, cuando se retira se
encuentra en forma de gel. Tiene un efecto maximo de siete dias. Su precio es de =
MNX$396.00 por cm? (15).

e Aquacel™ Extra Ag™. Membrana compuesta por fibras de carboximetilcelulosa sédica
con plata idnica y se requiere de un apdsito secundario que mantenga el apdsito adherido
a la lesion. Su precio es de = MNX$3.26 por cm?. El apdsito puede permanecer aplicado
sobre la lesion hasta por siete dias (16).

La gran mayoria de los apdsitos antibacterianos estan hechos a base de plata (Ag); la
Ag se encuentra en los apdsitos de varias formas y su cantidad total varia considerablemente;
sin embargo, su mecanismo de accién antibacteriano es el mismo independientemente de su
forma de presentacion (17). En forma elemental la plata no es reactiva; para ser bactericida los
atomos de Ag deben oxidarse y convertirse en iones con carga positiva (Ag*) (17,18). La plata
elemental se ioniza al exponerse al aire pero lo hace con mas facilidad cuando se expone a un
medio acuoso como agua (H20) o el exudado de una herida. En el caso de los compuestos de
Ag que contienen iones Ag* unidos a iones o moléculas con carga negativa, cuando se exponen
a medios acuosos los iones de plata se separan del compuesto. Los iones de Ag* se unen
electrostaticamente a las membranas celulares que se encuentran cargadas negativamente; los
iones de plata alteran la funcion celular al unirse a proteinas interfiriendo en la produccion de
energia, la funcién enzimatica y la replicacion celular lo que desestabiliza la pared de la célula
y causa fuga celular. Los iones de plata son activos contra una gran variedad de bacterias
Gram-positivas y Gram-negativas (19-22). Al ser absorbida por el cuerpo, la Ag se elimina
principalmente por via biliar en las heces y también por la orina. La plata en los apésitos genera
la liberacion continua de los iones del metal durante un periodo de tiempo, y cuando una
cantidad excesiva de plata se aplica a través de los medicamentos utilizados por via topica, el
resultado puede ser una coloracién grisacea en la piel conocida como argiria o argirosis (17),
i.e. intoxicacion producida por la ingestion o contacto con plata debido a la acumulacién de
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depdsitos de plata en los tejidos que deriva, principalmente, en la coloracién grisacea del tejido
(23). Un estudio realizado en quemaduras tratadas con un apdsito con plata nano-cristalina
mostré que después de cinco dias, su uso causé argiria y una elevacion significativa en las
concentraciones de plata en la sangre (107 ng/g) y en la orina (28 ng/g); cuando el uso fue
suspendido las concentraciones de plata en la sangre regresaron a la normalidad dentro de los
siguientes 90 dias. Se desconoce la cantidad total de plata necesaria para producir argiria o
argirosis, pero se ha propuesto un contenido corporal total de entre 3.8 g y 6.4 g. Los factores
que influyen en la capacidad del apdsito para destruir bacterias son el contenido de plata, su
disponibilidad, su distribucién en el aposito y la capacidad del apésito de establecer un firme
contacto con la superficie de la herida (conformacién del apésito) (18). En los ultimos afos, se
ha cuestionado el uso de los apésitos con plata en el cuidado de las heridas por una falta
percibida de costo-efectividad, y dudas sobre su seguridad. En algunos ambitos sanitarios, esto
ha llevado a reducir el uso de los apésitos de plata o a retirarlos por completo (18).

Por otro lado, y con relacidon a los métodos basados en IT para promover la reparacion
del tejido dafiado durante el tratamiento de quemaduras, existen diversos sustitutos dérmicos
y/o epidérmicos comerciales (no todos se encuentran disponibles en México), estos pueden
estan constituidos de células, biomateriales naturales y/o sintéticos o de la combinacién de
ellos; los ejemplos mas representativos son:

e Epicel®. Monocapa cultivada in vitro de queratinocitos autdlogos. Es utilizado como
cobertura permanente de la herida, presenta un riesgo minimo de infeccién y de rechazo
inmune. Sin embargo, requiere de 3 a 4 semanas de cultivo, son dificiles de manipular
(fragiles) y tienen poca estabilidad mecanica; ademas, el costo puede variar entre MNX$
11,000 y MNX$ 200,000 por 1% de la superficie total del cuerpo.

e Integra®. Material bicapa, una capa desechable compuesta de silicona como una
epidermis artificial enlazada a coldgena de bovino porosa entrecruzada con
glutaraldehido y una segunda capa compuesta de condroitina de tibur6n como una capa
dérmica. A pesar de que se asemeja a muchas caracteristicas de la piel humana, el
riesgo de infeccidn y proceso de dos tiempos (debido a la sustitucion de la capa de
silicona por autoinjerto de espesor parcial) restringe el uso de este sustituto. Su precio
era de MNX$112.0 por cm? en 2012 (24).

e Alloderm®. Se compone de piel cadavérica humana descelularizada. Tiene una
limitacion importante debido a la posibilidad de transmision de enfermedades. Su precio
era de MNX$124.0 por cm? en 2002 (25).

e Epifast®. Sustituto epidérmico creado y distribuido por el Centro de Investigacion y de
Estudios Avanzados del Instituto Politécnico Nacional (CINVESTAV), en México (en el
afo 1999). Son aloinjertos cultivados in vitro de queratinocitos derivados de prepucio de
neonato crio-preservados (-70 °C). El cultivo esta cubierto por una capa de grasa
vaselinizada estéril que protege al epitelio y permite su facil manipulacion.

e TransCyte®. Es una silicona unida a nylon y coladgena de porcino que contiene
fibroblastos alogénicos de prepucio de neonato. Este tipo de sustitutos ha sido evaluado
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para tratar quemaduras de segundo grado; sin embargo, deben ser retirados después de
7 a 14 dias puesto que se fabrican con material sintético no biodegradable. Su precio era
de MNX$165.30 por cm? en 2002 (25).

e Apligraf®. Queratinocitos alogénicos cultivados sobre una matriz de colagena bovina
tipo | y fibroblastos dérmicos también alogénicos. Es considerado como el mejor
equivalente de piel en el mercado ya que ha mostrado la capacidad de estimular los
factores de crecimiento y citocinas similares a la piel humana a través de las células
cultivadas (26). Sin embargo, las principales limitaciones de este injerto son su costo
elevado, rechazo inmune y vida Gtil limitada. Su precio era de MNX$298.20 por cm? en
2002 (25).

A pesar de que el progreso en ciencia y tecnologia de biomateriales, y en el cultivo celular ha
permitido la produccién de sustitutos de piel que contribuyen al tratamiento de lesiones por
quemaduras; aun es necesario continuar la investigacion en esa direccidén para lograr una mejor
funcionalidad del tejido reparado en menos tiempo, aumentar la disponibilidad para cubrir areas
extensas, disminuir los costos de obtencién-fabricacion y disminuir el rechazo inmune.

2.2.Materiales en desarrollo.

Como se menciond anteriormente, existen diferentes alternativas terapéuticas que facilitan el
proceso de curacion de lesiones por quemadura tales como injertos autdlogos, injertos
homologos o alogénicos, injertos heter6logos o xenogénicos, sustitutos dérmicos y/o
epidérmicos acelulares o celulares; asi como geles, cremas y apositos antibacterianos (cuyo
agente antibacteriano es cominmente plata). Sin embargo, las diferentes soluciones todavia no
han logrado superar algunos obstaculos tales como la escasez de los sitios donantes, la
capacidad para tratar lesiones de gran extension, la recuperacion de la funcionalidad del tejido,
el rechazo inmune y los costos elevados de produccién y comercializacién. Por lo tanto, se
contintan investigando nuevas alternativas para desarrollar tecnologias dirigidas al tratamiento
de lesiones dermo-epidérmicas por qguemadura que traten y/o prevengan infecciones en la
lesion mientras que permitan reparar el tejido y recuperar la funcionalidad de la piel con una
mayor efectividad.

Debido a que es biolégicamente complejo obtener un material que promueva la adhesion,
proliferacion y diferenciacion de fibroblastos y que al mismo tiempo conserve la propiedad de
inhibir la adhesion y proliferacion bacteriana, en este trabajo se fabricaron dos diferentes
materiales para ser colocados en capas sobre la lesibn como un tratamiento integral de
guemaduras de segundo grado profundo, en el que la capa externa (expuesta al ambiente)
funcione como una barrera contra bacterias para evitar infecciones en la lesién y en el que la
capa interna (en contacto con la lesion) funcione como andamio celular que después de ser
cultivado in vitro con células dérmicas (fibroblastos) sea colocado en el lecho de la herida para
promover la reparacion del tejido; por lo tanto, este andamio se desempafaria como un
acarreador celular.
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Idealmente, un apdsito antibacteriano (capa externa expuesta al ambiente) deberia
proteger a la lesion de posibles infecciones y/o tratar infecciones en la lesién, no generar un
dafio irreversible al tejido, deberia tener la capacidad de cubrir grandes extensiones, tener una
buena conformacién a la herida, esterilizarse mediante un proceso sencillo y tener un costo de
fabricacion moderado. Por otra parte, un andamio celular dérmico (capa interna en contacto con
la lesion) no deberia generar dafio a las células (i.e. no ser citotdéxico), ni generar rechazo
inmune significativo, deberia promover la adhesion, proliferacion y diferenciacion de
fibroblastos, poseer una estabilidad estructural para el adecuado manejo quirdrgico durante la
colocacion en la herida, tener una buena conformacion a la herida, requerir un proceso de
esterilizacion sencillo y tener costo de fabricacion moderado. Para hacer frente a los
requerimientos que deben cumplir el apdésito antibacteriano y el andamio celular, ambos
materiales se desarrollaron combinando diferentes compuestos pues de esta manera se tiene
la posibilidad de obtener un material con caracteristicas y propiedades especificas que no tienen
los compuestos individuales, a este tipo de materiales se les denomina compositos (9).

Las dos capas (apdsito antibacteriano y andamio celular) fueron fabricadas mediante la
técnica de electrohilado, la cual permite generar materiales a base de polimeros de gran
extension con estructura macro-métrica plana (de espesores = 0.05 — 3.0 mm) y con una
estructura micro-métrica de fibras entrecruzadas con diametros que van desde unos cuantos
micrémetros hasta escalas nanométricas; el electrohilado ha cobrado interés tanto en la
academia como en la industria debido a la gran variedad de fibras poliméricas entrecruzadas
gue se pueden obtener manipulando las variables del sistema y a la posibilidad de produccion
a gran escala (27). Las fibras formadas mediante electrohilado poseen caracteristicas muy
atractivas para el desarrollo de andamios celulares, principalmente para el tratamiento de
heridas de piel, ya que permiten producir materiales macroscopicamente planos como la piel y
con caracteristicas micro-morfoldgicas similares a las de la MEC nativa de la dermis (26).
Ademas, esta micro-morfologia fibrilar también es ventajosa para el apdsito antibacteriano ya
gue las nano- y micro-fibras tienen una superficie de contacto superior al material en bulto (28).
Adicionalmente, los materiales poliméricos electrohilados son flexibles y ofrecen una excelente
capacidad de conformacion a superficies discontinuas lo que mejoraria el contacto de los
materiales con las lesiones con formas irregulares; por lo tanto, la proteccion de la lesion se
incrementaria (26).

2.2.1. Apésito antibacteriano.
Uno de los mayores desafios que enfrentan los tratamientos de lesiones de la piel son las
infecciones bacterianas ya que se han vuelto cada vez mas dificiles de tratar debido a la rapida
aparicion de bacterias resistentes a los antibidticos (29-34). Recientemente, el uso de
nanoparticulas (nps) ha surgido como una estrategia novedosa para enfrentar este desafio, ya
gue las nps generalmente exhiben una actividad antibacteriana mejorada en comparacion con
los materiales antibacterianos en bulto (35). Diferentes compuestos de zinc han manifiesto
propiedades antibacterianas; particularmente, las nanoparticulas de éxido de zinc (ZnO nps)
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han mostrado ser efectivas contra bacterias Gram-negativas y Gram-positivas tales como
Escherichia coli (E. coli) (31-33,36,37), Staphylococcus aureus (S. aureus) (31,33,36,37),
Bacillus subtilis (B. subtilis) (33,37), Pseudomona aeruginosa (P. aeruginosa) (33,38),
Campylobacter jejuni (39), Candida albicans (C. albicans) (40), etc. Es importante mencionar
gue durante el tratamiento de quemaduras las bacterias S. aureus y E. coli se encuentran entre
los focos de infeccion mas prevalentes (21). Ademas, el ZnO es considerado como un material
generalmente seguro (GRAS) por la Administracion de Drogas y Alimentos de Estados Unidos
(FDA, Food and Drug Administration; 21CFR182.8991), es quimicamente estable y un material
semiconductor con alta eficiencia fotocatalitica que absorbe un amplio espectro de radiacion
ultravioleta (UV) (31,36,37,41,42). El ZnO es utilizado cominmente como aditivo para la
conservacion de alimentos, pomadas antisépticas, cosméticos y bloqueadores solares
(36,41,42). Adicionalmente, el zinc ocupa el séptimo lugar en la produccion minera del pais (43),
lo que lo hace un material disponible y de costo moderado.

El efecto antibacteriano de las ZnO nps se atribuye principalmente a tres mecanismos
(31-33,36—40): 1) actividad fotocatalitica debido a que es un material semiconductor, cuando
las ZnO nps son iluminadas con una energia mayor a la de su brecha prohibida (Eg), se generan
pares electrén-hueco y en presencia de moléculas de agua (Hz20) los huecos en la banda de
valencia separan a las moléculas de H20 en radicales hidroxilos (OH") y cationes hidrégeno o
protones (H*). Por otra parte, los electrones de la banda de conduccion ionizan a las moléculas
de oxigeno generando radicales anion superoxido (Oz’). Posteriormente, el radical Oz y el H*
reaccionan generando al radical peréxido de hidrogeno (H20:2) (este proceso se ilustra en el
esquema de la Figura 2); estos radicales libres altamente reactivos (Oz7, H202 y OH"), que son
especies reactivas de oxigeno (ROS), ocasionan una fuga de contenido intracelular debido al
dafo oxidativo que le generan a la membrana celular bacteriana, conllevando a una eventual
muerte celular. La fotocatdlisis, en general, es un fenébmeno superficial en el que las reacciones
ocurren en la superficie del fotocatalizador (en este caso en la superficie de las ZnO nps); por
lo tanto, cuanto mas grande sea la superficie expuesta, la reaccion serd mas eficiente (44); 2)
dafios mecanicos a las membranas bacterianas debido a la superficie abrasiva de las nps
también han sido reportados, lo que genera fuga del contenido intracelular y la muerte
bacteriana; y 3) la presencia de iones Zn?* que al interactuar electrostaticamente con la
membrana celular, cargada negativamente, la desestabiliza y causa fuga del contenido
intracelular derivando en la muerte de la bacteria. Sin embargo, se ha reportado que la
citoxicidad (hacia células eucariotas humanas) de los iones Zn*? formados en las ZnO nps no
es significativa debido a que las ZnO nps no liberan gran cantidad de los mismos y, ademas, a
bajas concentraciones los iones Zn*? son metabolizados por vias naturales dado que este es
un ion metalico esencial en todo organismo (45).
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Figura 2. Esquema de la produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS) mediante
fotocatalisis por las nanoparticulas de ZnO.

Uno de los retos en el uso de nps como agente antibacteriano es evitar su aglomeracién
ya que disminuye su area superficial de contacto y con ello su eficiencia (34). Ademas, aunque
las nps han ganado popularidad como agentes antimicrobianos, no existen datos suficientes
gue demuestren que la liberacién incontrolada de las nps en el organismo no genera efectos
secundarios nocivos a largo plazo (46). Un método para restringir la liberacion de nps y
resguardar la seguridad de los tejidos es embeberlas (fijarlas) en matrices poliméricas
biocompatibles, como una matriz de policaprolactona (PCL); (47). Es por ello, que el apésito
antibacteriano fue fabricado embebiendo ZnO nps en una matriz fibrilar electrohilada de PCL,;
de esta manera se limita la liberacion de las nps y se conserva su actividad, al mismo tiempo
gue las nps se mantienen dispersas pero inméviles en las fibras. La PCL es un polimero sintético
semi-cristalino aprobado por la Agencia de Administracion de Drogas y Alimentos de USA (FDA,
Food and Drug Administration) (47); es ampliamente utilizado en aplicaciones biomédicas
incluyendo material de sutura, andamios para ingenieria de tejidos, apdsitos para heridas y
hemostéticos (36), debido a sus propiedades fisico-quimicas tales como su bajo punto de fusion
(48), estabilidad estructural (49), resistencia a la traccién (48), plasticidad, tasa lenta de
biodegradacién comparada con los polimeros naturales (50) y alta capacidad de electrohilado
(47-50). A pesar de que ya se ha reportado el uso de ZnO nps en fibras electrohiladas para
aplicaciones antibacterianas por ejemplo: fibras de ZnO nps/PCL (36), ZnO nps/acetato de
celulosa (51), ZnO nps/quitosano/polivinil alcohol (40), ZnO nps/PCL/Gelatina (52), y alginato
de sodio/PVA/ZnO nps (53); en estos estudios las nps se han dispersado a través de toda la
fibra (o sea, dispersas en fibras convencionales con estructura uniaxial), lo que deriva en una
reduccion del area de contacto entre las nps y el medio (en este caso entre las nps y las
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bacterias) debido a que algunas nps quedan atrapadas en el centro/nucleo de las fibras. Dado
gue el efecto antibacteriano de las nps depende principalmente de su contacto con las bacterias,
al tener las nps dispersas a lo largo de toda la fibra, y no sélo en la superficie, no se espera que
las nps que se encuentran en el centro de las fibras contribuyan de manera significativa a la
actividad antibacteriana lo que implica aumentar la concentracion de las nps para aumentar el
numero de ellas en la superficie (52). Para contrarrestar esta desventaja, en este trabajo las
nps se embebieron principalmente en el exterior de las fibras de PCL lo que aumenta el area
de contacto y con ello, la eficiencia antibacteriana del aposito antibacteriano (i.e. misma
actividad antibacteriana con una concentracién de nps menor). Para lograrlo, se fabricaron
fibras con estructura coaxial (estructura nucleo-coraza) modificando la configuracion del sistema
de electrohilado convencional. El electrohilado coaxial permitié electrohilar simultdneamente
dos diferentes soluciones dentro de una sola estructura fibrilar formada por un ndcleo y una
coraza; asi, el apdsito antibacteriano fue fabricado de fibras con estructura coaxial
electrohilando simultdneamente soluciones de PCL (para el nucleo-centro de las fibras) y de
PCL con ZnO nps (para la coraza-superficie de las fibras). Para llevar a cabo el proceso de
electrohilado es necesario partir de una disolucion polimérica (polimero disuelto en un
disolvente); entonces, para fabricar las fibras con estructura coaxial de PCL en el centro y PCL
con ZnO nps en el exterior, las disoluciones poliméricas se obtuvierob usando &cido acético
(AcAc) como disolvente el cual es considerado un “green-solvent’, es decir un disolvente
potencialmente menos toxico que otros disolventes comunmente usados para electrohilar fibras
de PCL (54,55). Es importante considerar que de las especies naturalmente ionizadas del AcAc
(ion hidronio y ion acetato), el ion acetato (CHsCOQO") puede reaccionar con el ion Zn?* del ZnO
y formar acetato de zinc (Zn(O2CCHs)2); sin embargo, el acetato de zinc es una sal que también
posee propiedades antibacterianas principalmente por medio de la liberacién de iones de Zn a
partir de su disolucién y se ha reportado que es una de las sales de Zn antibacterianas menos
citotdxicas (a células mamiferas) (56-59). En resumen, se obtuvo un apésito con propiedades
antibacterianas a partir de nps a base de zinc (6xido de zinc y acetato de zinc) embebidas en la
superficie de una matriz fibrilar de PCL fabricada mediante la técnica de electrohilado coaxial.

2.2.2. Andamio celular.

La IT involucra el uso de células de origen autélogo, alogénico o xenogénico que son sembradas
in vitro en andamios compuestos de materiales biocompatibles para formar un constructo que
finalmente sea implantado en el cuerpo del paciente para incentivar la restauracion del tejido u
organo danado. Al emplear células autdlogas para llevar a cabo este procedimiento se
disminuiria drasticamente el rechazo inmune ya que las moléculas de histocompatibilidad (HLA)
de las células del constructo serian compatibles con las de las células del organismo receptor
(60). Por su parte, la ciencia y la ingenieria de materiales es la encargada del disefio y
fabricacion del andamio que es una estructura o soporte temporal que permite la adhesion,
proliferacion y diferenciacion celular, asi como la sintesis de matriz extracelular (MEC); este
andamio provee de integridad estructural al tejido en formacion (61).
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Como ya se menciono, los sustitutos dérmicos en el mercado restauran las funciones de
la piel con éxito limitado principalmente porque no logran imitar la morfologia y la composicion
quimica de la MEC nativa (26). La MEC nativa de la dérmis es sintetizada y mantenida por los
fibroblastos, y tiene diversas funciones tales como brindar soporte a las células, transmitir
nutrientes y eliminar productos de desecho; esta constituida por material micro-fibrilar altamente
poroso y estos poros se encuentran interconectados; el material fibrilar estd formado
principalmente por tres componentes: colagena, elastina y fibrina. La colagena es la principal
componente de la MEC y puede formarse en 27 tipos moleculares diferentes (colagena | a
XXVII), las mas frecuentes en la piel son las de tipo | y Ill. Las fibras de coladgena se constituyen
en haces entrecruzadas de longitudes variables; y sus moléculas se caracterizan por una
composicion poco frecuente de aminoacidos especificos: glicina, prolina, hidroxiprolina y
arginina. Estos aminoacidos tienen un arreglo regular en cada una de las tres cadenas de estas
subunidades de colagena. Las células se adhieren a las moléculas de colagena mediante
diversas proteinas de adhesién como las integrinas. El material fibrilar elastico esta constituido
por microfibrillas de fibrina y elastina amorfa y podrian ser alargadas hasta un 150% en relacion
con su longitud de reposo. Los espacios entre las fibras y las células estan constituidos
principalmente por glucosaminoglicanos (GAGs) que son moléculas de polisacaridos largos sin
ramificaciones que contienen repeticiones de una unidad de disacéaridos y funcionan como
medio a través del cual las células pueden migrar, difundir las sustancias nutritivas y sus
productos de desecho (10,47). En la Figura 3 se ilustra de manera simplificada la morfologia de
la MEC. Al disefiar un andamio celular para la restauracion de una herida dermoepidérmica
como estrategia de ingenieria de tejidos, se tiene el enorme reto de disefiar un andamio que
imite la MEC en su morfologia y composicion; sin embargo, aun no se ha logrado desarrollar un
andamio con tales caracteristicas.

s Fribrina

Elastina

%, of ¥ Glucosaminoalicanos
=

Figura 3. Imagen que ilustra de manera simplificada la morfologia de la matriz extracelular MEC
nativa; imagen modificada (J. Gregory 2015 Mount Sinai Hearlth System).
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En este trabajo, la técnica de electrohilado también se utilizé para fabricar el andamio ya
que las membranas electrohiladas poseen una estructura fibrilar, porosa y con poros
interconectados que se asemeja a la morfologia de la MEC nativa. Como ya se menciono, esta
técnica nos permite obtener fibras con espesores nano- y micrométricos, similares a las fibras
de la MEC y con un area superficial de contacto superior a la del material en bulto. En la Figura
4, se muestra el area superficial de las fibras en funcidn a su diametro y la relacion que tienen
con el tamafio del diametro de las fibras de la MEC que se encuentra entre 50-500 nm y la
relacion con el tamafo de la mayoria de las células humanas que es de <9 um (26,62). Las
fibras electrohiladas son estructuras altamente porosas, con poros interconectados, lo que les
ofrece a las células la posibilidad de migrar, transportar nutrientes y desechos. Ademas, la
estructura porosa de estos materiales es particularmente importante en el control de la perdida
de agua por evaporacion, permitiendo la permeabilidad de oxigeno y promoviendo la capacidad
de drenaje de liquidos en el tratamiento de heridas por quemaduras (63).
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Figura 4. Efecto del area superficial en funcion del diametro de las fibras fabricadas por la
técnica de electrohilado asi como su relacién con el tamafio de las fibras presentes en la MEC
y con el tamafio de las células humanas; imagen modificada (26).

El diametro de las fibras deberia ser menor que el tamafio de la célula para permitirle
formarse alrededor de ella y facilitar su adhesion (26). En un andamio para células dérmicas se
busca que los poros de las fibras sean mayores o iguales al tamano de los fibroblastos (= 10
pum) para permitir la posible migracion (movilidad) de los fibroblastos a través de él. Ademas, es
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importante que el andamio sea biocompatible, degradable, que promueva la adhesion,
proliferacion y diferenciacion de los fibroblastos que seran cultivados, que sea estructuralmente
estable para su adecuado manejo durante el tratamiento y que tenga un proceso de
esterilizacion sencillo. Conseguir todas estas propiedades de un solo polimero es muy complejo;
por lo que actualmente se emplean mezclas de polimeros de origen natural y sintético en
trabajos experimentales en el campo de la IT. De esta manera, se busca obtener materiales
biodegradables con propiedades mecanicas adecuadas para su uso en tratamientos clinicos y
con una composicion quimica favorable para el cultivo celular in vitro.

Las propiedades fisico-quimicas del material que servird como andamio, tales como la
micro-estructura, mojabilidad y presencia de grupos funcionales tienen una fuerte influencia en
la interaccion célula-material (64—66). En consecuencia, se ha demostrado que la interaccion
célula-material puede ser mejorada mediante modificaciones fisico-quimicas del andamio
mediante su funcionalizacion con la introduccién de grupos quimicos como grupos amino,
hidroxilo y carboxilo (67,68). En este trabajo, el andamio fibrilar electrohilado (capa interna, en
contacto con la lesion) fue fabricado de un material compuesto (0 composito), combinando el
polimero natural gelatina (Gel) y el polimero sintético policaprolactona (PCL). La Gel es un
polimero natural obtenido a partir de la hidrdlisis parcial de la colagena (47) que tiene cadenas
peptidicas a-helicoidales, por lo tanto la Gel estd compuesta principalmente de los amino&cidos
que constituyen la coldgena; ademas, su baja inmunogenicidad, biodegradabilidad,
biocompatibilidad, mojabilidad (superficie hidrofilica) y su capacidad de formar fibras por
electrohilado la hace potencialmente Gtil como material para andamios celulares (50,71,72).
Debido a que la MEC esta parcialmente compuesta de proteinas de la familia de la colagena,
la Gel se ha estudiado y utilizado ampliamente como apoésito para curacion de heridas y como
andamio dérmico en el campo de la ingenieria de tejidos (50,62,71). La Gel es comunmente
usada para revestir superficies de materiales poliméricos hidrofébicos para aumentar su
hidrofilicidad y asi mejorar la interaccion material-célula (50). Los andamios de Gel por
electrohilado probados in vitro para estudiar la adhesion y proliferacion de fibroblastos fetales
revelaron una alta viabilidad y organizacion celular (50); debido a que conserva grupos
funcionales presentes en la MEC, aumentando la mimeticidad de su composicion (47). Sin
embargo, a pesar de sus propiedades biolégicas favorables y de que la Gel puede ser
electrohilada, las propiedades mecanicas de las fibras electrohiladas de Gel son muy débiles
lo que limita su aplicacibn como andamios celulares (47). Ademas, las fibras de Gel
experimentan una rapida degradacion y por ello, usualmente se emplean entrecruzantes para
prevenirla; sin embargo, la mayoria de los entrecruzantes empleados para modificar
guimicamente la Gel tales como glutaraldehido, genipina y carbodiimida tienen asociados
riesgos de residuos citotoxicos (73—75).

Por otro lado, el uso de PCL en aplicaciones biol6gicas como tal, esta limitado por su alta
hidrofobicidad y su baja bioactividad por la escasez de grupos funcionales. No obstante, es
posible reducir estas desventajas combinando la PCL con otro material que tenga las
caracteristicas deseadas como la Gel (48,49). Igualmente, la incorporacion de un polimero
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sintético como la PCL, que ha mostrado no inducir inflamacion y ayudar en el tratamiento de
heridas de espesor parcial y profundo (76), podria incrementar las propiedades mecénicas de
la Gel y con esto, su uso como andamio. Como las fibras de PCL presentan una superficie
hidrofdbica, lo que reduce la adhesién y proliferacion celular, la combinacion Gel/PCL podria
disminuir su hidrofobicidad y con ello mejorar la adhesion y proliferacion celular en su superficie.

En estudios comparativos in vitro (usando fibroblastos fetales) e in vivo (empleando ratas
de la cepa wistar) entre fibras fabricadas por electrohilado de PCL y Gel (50), se concluyo que
las fibras de PCL mostraron una adhesioén y proliferacién celular pobre, pero funcioné como una
barrera fisica para evitar la contraccion de la herida (lo que forma cicatrices), mientras que las
fiboras de Gel mostraron excelente adhesion y proliferacion in vitro pero poca estabilidad
estructural. Como se menciond anteriormente, los andamios compuestos de mezclas de
polimeros sintéticos y naturales (como la PCL y la Gel) han ganado interés debido a sus
propiedades biolégicas y mecanicas favorables para aplicaciones en ingenieria de tejidos; sin
embargo, la separacion de fases o falta de miscibilidad entre polimeros naturales y sintéticos,
debido a sus propiedades fisicoquimicas muy distintas (p. €j., solubilidad e hidrofilicidad), tiene
un impacto negativo importante en el proceso de fabricacion de andamios y, eventualmente, en
la adhesion y proliferacion celular (77). Particularmente, la separacion de fases en una
disolucion polimérica natural/sintética tiene efectos significativamente negativos en la
fabricacion de andamios por electrohilado ya que esto limita el tiempo de electrohilado (solo se
puede electrohilar de manera efectiva el tiempo que la disolucién se mantenga bien mezclada)
y genera fibras con estructuras no homogéneas y segregadas por fases como resultado de la
falta de interacciones moleculares entre los constituyentes.

La gelatina (Gel) es una proteina tipica que contiene grupos amino y carboxilo, y tiene la
capacidad de responder al estimulo ambiental, se puede disolver en un gran numero de
disolventes para formar una disolucion exponiendo grupos proticos en la superficie y
protegiendo grupos aproticos apolares en el interior de la proteina. Sin embargo, cuando las
soluciones de Gel se mezclan con la PCL las moléculas de Gel son forzadas a retroceder,
debido a su exposicién a la PCL que es altamente hidrofébica, a una conformacion compacta
desde su estado expandido envolviendo los grupos hidrofilicos internos y exponiendo sus
grupos hidrofébicos para interactuar con las moléculas de PCL. Las moléculas de Gel
compactadas pueden adherirse entre ellas y formar agregados de tamafios aumentados, que
pueden ser lo suficientemente grandes y pesados para precipitarse en el fondo del recipiente si
se dejan reposar durante un periodo de tiempo (ver esquema de la Figura 5).

Por todo lo anterior, es fundamental proponer alternativas para la produccion efectiva de
andamios hibridos natural/sintético (como Gel/PCL) restringiendo la separacion de fases en las
soluciones poliméricas para electrohilado.
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Figura 5. Esquema del posible mecanismo de separacion de fases entre gelatina (Gel) y
policaprolactona (PCL) en una disolucién mezclada; imagen modificada (78).

Se ha identificado el fendmeno de separacion de fases en soluciones de Gel y PCL para
electrohilado cuando la cantidad de Gel en la disolucion se incrementa hasta 20-30 wt.%
respecto al peso total polimérico (79,80); y que una separacion de fases severa toma lugar
cuando los componentes son mezclados casi en partes iguales (79). Por el contrario, las
respuestas celulares como adhesion y proliferacién se han mostrado maximizadas en andamios
de Gel/PCL que contienen mas de 30 wt.% de Gel (77,81,82). Recientemente, Bei Feng et al.
reportaron un incremento en la miscibilidad de una disolucion polimérica de Gel y PCL
empleando un cosolvente de hexafluoroisopropanol (TFE) con tres diferentes cantidades de
acido acético (de 10 a 30 pL de AcAc en 10 mL de TFE) en la disolucién para electrohilado, los
resultados indicaron que entre mayor fue la cantidad de AcAc en el cosolvente, la conductividad
de la disolucién fue mayor, mientras que su tension superficial y su viscosidad disminuyeron,
este cambio de propiedades de la disolucion facilitaron el proceso de electrohilado e
incrementaron la miscibilidad de la disolucion polimérica de ambos polimeros (78); se propuso
gue este resultado se debid al potencial que tiene la molécula de Gel de responder al estimulo
ambiental; cuando el valor de pH de la disolucién es inferior a su punto isoeléctrico (IP = 6.14;
(78)), las moléculas de Gel se cargan positivamente mediante la protonacion de grupos amino
y se vuelven mutuamente excluyentes, de manera que las moléculas de Gel se expanden y
permanecen solubles penetrando en la fase de PCL formando una disolucion un mas miscible.

Con base en lo reportado y en nuestro trabajo previo (donde se emple6 el AcCAc como
disolvente para electrohilar fibras de PCL), el andamio fibrilar de Gel/PCL fue electrohilado
empleando AcAc como unico disolvente para disolver ambos polimeros juntos (Gel y PCL) y
obtener las soluciones poliméricas de electrohilado; se busco que la acidez del ACAc protonara
los grupos amino y los grupos carboxilo de las moléculas de Gel (83,84) lo que estiraria sus
cadenas moleculares ayudando a que se mantengan disueltas en la disolucion polimérica y
penetren mas facilmente en las cadenas poliméricas de la PCL; de esta manera se logr6 obtener
un andamio hibrido natural/sintético de Gel/PCL con una buena miscibilidad entre ambos
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polimeros mezclados. Asimismo, el uso de un Unico disolvente que ademas de incrementar la
miscibilidad entre ambos polimeros facilite de manera efectiva el proceso de electrohilado, es
ventajoso para mantener las propiedades del material homogéneas y estables durante su uso.
Ademas, como ya se menciond, el ACAc es menos toxico que otros disolventes comunmente
usados para electrohilar fibras de PCL y de Gel/PCL (como el TFE y Trifluoroetanol, (85-90));
asi que, este procedimiento también disminuiria la toxicidad del proceso de fabricacion. En
nuestro conocimiento, este seria el primer reporte del uso de un unico disolvente (usando AcAc)
para la preparacion en un solo paso de soluciones de electrohilado para la fabricacion de
andamios de Gel/PCL.

En resumen, en este trabajo se desarrollaron dos diferentes materiales que en conjunto
se espera que sean empleados como un tratamiento integral para quemaduras de segundo
grado profundo (heridas dermoepidérmicas). Este tratamiento estaria integrado por; 1) un
aposito antibacteriano (expuesto al ambiente) para proteger a la lesion de microrganismos
patégenos y/o oportunistas, particularmente bacterias, compuesto de nps basadas en Zn (Zn-
nps) embebidas en la superficie de fibras electrohiladas de PCL y; 2) un andamio cultivado in
vitro con fibroblastos (en contacto con la herida) compuesto de fibras electrohiladas de una
mezcla homogénea de Gel y PCL, empleando acido acético como disolvente, que incentive la
cicatrizacion y reparacion del tejido dafiado al ser colocado en el lecho de la herida.

23



3. PROPUESTA

Desarrollar materiales con el potencial de ser empleados como tratamiento integral de lesiones
dermoepidérmicas por quemaduras (segundo grado profundo). Se espera que este tratamiento
brinde la posibilidad de proteger a la lesion de bacterias externas y que a su vez, a partir de un
enfoque de IT, se tenga un andamio que al ser cultivado in vitro con fibroblastos (células
dérmicas), éstos promuevan mediante la sintesis de factores de crecimiento la migracion de
fibroblastos nativos de la zona sana a la zona dafiada después de ser colocado en el paciente;
y asi repoblar la herida y promover el restablecimiento de la dermis y posteriormente de la
epidermis. Debido a la dificultad biol6gica de obtener un material que promueva la adhesion,
proliferacion y diferenciacion de fibroblastos y que al mismo tiempo posea la propiedad de inhibir
la adhesion y proliferacion de bacterias, se desarrollaron dos diferentes materiales con
propiedades complementarias para ser empleados como un tratamiento integral al colocarlos
en capas sobre la lesion. La primera capa o capa externa (expuesta al ambiente) actuaria como
apaosito antibacteriano para prevenir infecciones; y la segunda capa o capa interna (en contacto
con la lesion) operaria como andamio cultivado con células dérmicas (fibroblastos) que al ser
colocada en la lesion (con las células en contacto directo con la herida) para incentivar la
reparacion del tejido como se muestra en la Figura 6.

Propuesta de tratamiento integral bicapa

lesion
dermoepidérmica

Capal)
Apoésito antibacteriano

Capa 2)
Andamio celular

Células cultivadas
in vitro (fibroblastos)

Figura 6. Imagen que ilustra el modo de empleo propuesto de los dos materiales fibrilares
desarrollados en este trabajo para el potencial tratamiento integral bicapa de lesiones
dermoepidérmicas, principalmente de lesiones causadas por quemaduras de segundo grado
profundo; la primera capa o capa 1) estaria expuesta al ambiente y actuaria como un apdsito
antibacteriano para proteger a la lesién de posibles infecciones, y la segunda capa o capa 2)
gue estaria en contacto con la lesion, se desempefaria como andamio celular cultivado in vitro
con células dérmicas (fibroblastos) para incentivar la reparacién del tejido. (La imagen fue
obtenida y modificada de http://www.ilstraining.com).
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4. HIPOTESIS

Los dos materiales desarrollados durante esta investigacion para el tratamiento integral bicapa
de lesiones por quemadura de espesor profundo deben desempefiar funciones diferentes, o
sea, la primera capa (expuesta al ambiente) debe tener propiedades antibacterianas para
desempeiiarse como un aposito antibacteriano y la segunda capa (en contacto que la lesion)
debe tener propiedades favorables para el cultivo celular para desempefarse como un andamio
celular; es por eso que los dos materiales (las dos capas) se fabricaron, estudiaron y reportaron
por separado. Ambos materiales, tanto el apdésito antibacteriano como el andamio celular,
fueron fabricados usando la técnica de electrohilado, lo que permiti6 obtener materiales
fibrilares planos; uno de ellos con base polimérica (PCL) y nanoparticulas antibacterianas
basadas en Zn y el otro a partir de una mezcla homogénea de polimeros natural y sintético, Gel
y PCL, empleando AcAc; ambos materiales tienen una estabilidad estructural adecuada para
su apropiado manejo terapéutico y una excelente conformacién para cubrir efectivamente
lesiones irregulares.

4.1.Diseno del apésito antibacteriano.
El apdsito antibacteriano esta formado por fibras de PCL con estructura coaxial, de manera que
las nanoparticulas a base de Zn, ZnO y acetato de zinc (Zn-nps), con propiedades
antibacterianas y con mecanismos antibacterianos diferentes (fotogeneracion de ROS vy
liberacién de iones de Zn?*) se encuentran dispersas y embebidas en la superficie de las fibras
de PCL y cuyo interior estd compuesto Unicamente de PCL, como se muestra en el esquema
de la Figura 7.

foto-generacién de ROS

hv

Fibras con estructura coaxial

¢

«

O Oxido de Zinc

‘ Acetato de Zinc
Apésito antibacteriano ;
fibrilar de Zn-nps/PCL liberacién de iones

deZn

Figura 7. Esquema del apdsito antibacteriano compuesto de fibras electrohiladas con estructura
coaxial con nanoparticulas antibacterianas a base de Zn (ZnO y acetato de Zn) embebidas en
Su coraza externa (superficie).
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Con este disefio, se aprovechan los diferentes mecanismos antibacterianos de las ZnO
nps (principalmente la fotogeneracion de ROS) y del acetato de Zn (liberacion de iones de Zn?*)
para mejorar las capacidades antibacterianas del apdsito y al estar estas Zn-nps embebidas
mayoritariamente en la superficie de las fibras de PCL se incrementa el area de contacto entre
las nps y el medio, y se evita desaprovechar las nps que se quedarian atrapadas en el centro
de fibras con estructura uniaxial convencional. Al dispersar las nps y fijarlas Unicamente en la
superficie de las fibras de PCL (fibras con estructura coaxial) se evita que las nps se aglomeren
y que disminuya su area de contacto, también se disminuye la posibilidad de que sean liberadas
incontroladamente en el organismo receptor, y al mantener las nps antibacterianas embebidas
en las fibras se lograria alargar la vida util de apdsito. Con este disefio se busca salvaguardar
al tejido sin sacrificar drasticamente las propiedades antibacterianas de las Zn-nps.

4.2.Disefio del andamio celular
Por otro lado, al fabricar un andamio mediante la técnica de electrohilado, se obtiene un material
con morfologia similar a la de la MEC nativa de la dermis. Esta morfologia fibrilar, con fibras
orientadas aleatoriamente, con estructura porosa y con poros interconectados les brindaria
soporte a los fibroblastos y por medio de sus poros interconectados se esperaria que las células
logren migrar, difundir nutrientes y eliminar sus productos de desecho. Al fabricar este andamio
a partir de un material compuesto de una mezcla del polimero natural Gel y del polimero
sintético PCL con buena miscibilidad entre ambos polimeros como se muestra en la Figura 8.
se obtuvo un material composito que tiene las propiedades necesarias para ser un material
biocompatible, estructuralmente estable, biodegradable y que promueve la adhesién y
proliferacion de los fibroblastos cultivados in vitro sobre él. Estos polimeros han sido
frecuentemente utilizados en la obtencién y estudio de andamios para sustitutos dérmicos; sin
embargo, cada uno de ellos ha mostrado pros y contras en su uso como andamio. La Gel esta
formada por aminoacidos similares a los presentes en la MEC nativa, por lo tanto, las fibras
compuestas de estos polimeros aumentan la mimeticidad de su composicion, pero sus
propiedades mecanicas son demasiado débiles. Con la incorporacién de la Gel a la matriz fibrilar
de PCL, la cual ha mostrado no inducir inflamacion y ayudar en el tratamiento de heridas de
espesor parcial y profundo al evitar la contraccion de la lesion (disminucion de cicatrices), se
esperdé incrementar las propiedades mecanicas de la Gel y con esto, su uso como andamio. Por
otro lado, las fibras de PCL tienen muy poca mojabilidad (por su caracter hidrofilico) lo que
reduce la adhesion y proliferacion celular, pero con la incorporacion de la Gel se busco
compensar esta limitante. Si bien es cierto que ya se ha reportado el uso de esta mezcla de
polimeros para fabricar fibras mediante electrohilado para su uso como andamio, éste ha sido
fabricado a partir del uso de disolventes y cosolventes muy toxicos; y de mezclas por separado
de soluciones poliméricas de ambos polimeros que se unen minutos antes de electrohilarse
complicando el procedimiento. Por lo tanto, el uso de AcAc como unico disolvente, considerado
“green solvent”, para obtener la disolucion polimérica Gel/PCL para electrohilado en un solo
paso (es decir, mezclando ambos polimeros en el disolvente al mismo tiempo), y que ademas
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este disolvente aumente la miscibilidad entre ambos polimeros es una aportacion que mejora
significativamente el proceso que comunmente se lleva a cabo en la obtencion de este tipo de
andamios, ya que lo hace mas sencillo y efectivo.

% Siembra de
células ’
+ .

99
‘') : 99 9 Andamio fibrilar constructo
' % : o Gel/PCL
e 0. %0 (homogéneo)

Figura 8. Esquema del disefio del andamio fibrilar compuesto de una mezcla homogénea de
los polimeros natural y sintético, gelatina y policaprolactona (Gel/PCL), favorable para el cultivo
in vitro de células dérmicas (fibroblastos).

Finalmente, es conveniente recordar que los dos polimeros natural y sintético (Gely PCL)
y los dos nanocompuestos de Zn (ZnO y acetato de zinc) que se emplearon en el desarrollo de
estos dos materiales fibrilares para el posible tratamiento integral bicapa de quemaduras de
segundo grado, son materiales altamente disponibles, que tienen un precio moderado y un
proceso de esterilizacion sencillo.
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5. OBJETIVO

Desarrollar a través de la técnica de electrohilado dos materiales fibrilares con propiedades
complementarias para ser potencialmente empleados como un tratamiento integral bicapa de
guemaduras de espesor profundo. Se fabricaran dos diferentes materiales cuyas funciones
sean las de 1) un apdésito antibacteriano compuesto de nanoparticulas antibacterianas a base
de Zn embebidas en la superficie de microfibras de policaprolactona (PCL), y 2) un andamio
celular (para células dérmicas, fibroblastos) compuesto de microfibras de una mezcla
homogénea de gelatina (Gel) y PCL, usando &cido acético; se espera que estos materiales, en
conjunto, conformen un tratamiento bifuncional de lesiones dermoepidérmicas evitando
infecciones en la lesibn mientras que promueva la reparacion del tejido.

5.1.Objetivos Especificos

5.1.1. Apdésito antibacteriano.

e Caracterizar las ZnO nps comerciales usadas para obtener las soluciones de
electrohilado en su tamafio y morfologia mediante difraccion de rayos X (XRD) y
microscopia electrénica de transmision (TEM). Al mismo tiempo, estimar su Eg a partir
de su espectro de absorcion Ultravioleta-Visible (UV-Visible).

e Fabricar membranas fibrilares mediante la técnica de electrohilado convencional (cuyas
fibras posean una estructura uniaxial) a partir de diferentes soluciones poliméricas de
PCL con ZnO nps (cuatro diferentes concentraciones de ZnO nps) empleando acido
acético (AcAc) como disolvente. También, electrohilar una membrana con fibras de
estructura uniaxial compuestas unicamente PCL para ser usada como control.

e Fabricar membranas fibrilares mediante la técnica de electrohilado coaxial cuyas fibras
tengan una estructura coaxial (con centro/nucleo compuesto unicamente de PCL y con
superficie/coraza compuesta de PCL y nps a base de zinc) a partir de diferentes
soluciones poliméricas de PCL y de PCL con ZnO nps (las mismas cuatro diferentes
concentraciones de ZnO nps empleadas para fabricar las fibras con estructura uniaxial)
empleando acido acético (AcAc) como disolvente.

e Estudiar la microestructura de las membranas fibrilares de Zn/PCL con estructura uniaxial
y coaxial mediante Microscopia Electrénica de Barrido (EDS), asi como su composiciéon
elemental empleando el aditamento de Espectroscopia Energia Dispersiva (EDS).

e Confirmar la microestructura uniaxial o coaxial de las fibras de las membranas de Zn/PCL
a través de Microcopia Electronica de Transmisiéon (TEM).

e Identificar los grupos funcionales presentes en las membranas fibrilares de Zn/PCL con
estructura uniaxial y coaxial por medio de Espectroscopia Infrarroja (FT-IR).

e |dentificar la estructura atdbmica de las membranas fibrilares de Zn/PCL con estructura
uniaxial y coaxial a partir de los difractogramas XRD.

e Determinar el caracter hidrofébico/hidrofilico de las superficies de las membranas de
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Zn/PCL a partir de las mediciones del angulo de contacto al agua (WCA).

Determinar la pérdida de masa de las membranas de Zn/PCL inmersas en un medio
acido simulando el microambiente de inflamacion de una herida.

Estudiar la capacidad de las membranas fibrilares de Zn/PCL con fibras uniaxiales o
coaxiales de inhibir el crecimiento bacteriano planctonico de E. coli (Gram-negativa) y S.
aureus (Gram-positiva).

Estudiar la capacidad de las membranas fibrilares de Zn/PCL con fibras uniaxiales o
coaxiales de prevenir la formacion de biopelicula de E. coli (Gram-negativa) y S. aureus
(Gram-positiva).

5.1.2. Andamio celular.

Fabricar membranas fibrilares mediante la técnica de electrohilado convencional (cuyas
fibras posean una estructura uniaxial) a partir de soluciones poliméricas de PCL con Gel
empleando acido acético (AcAc) como disolvente. Ademas, electrohilar una membrana
compuesta solo PCL para ser usada como control.

Estudiar la microestructura de las membranas fibrilares de Gel/PCL mediante
Microscopia Electronica de Barrido (SEM).

Identificar los grupos funcionales presentes en las membranas fibrilares de Gel/PCL por
medio de Espectroscopia Infrarroja (FT-IR).

Identificar la estructura atomica de las membranas fibrilares de Gel/PCL a partir de los
difractogramas (XRD).

Determinar el caracter hidrofébico/hidrofilico de las superficies de las membranas de
Gel/PCL a partir de las mediciones del angulo de contacto al agua (WCA).

Examinar el comportamiento de descomposicion de las membranas de Gel/PCL en
funcidn de la temperatura mediante la obtencidn de termogramas por analisis
termogravimetrico (TGA).

Analizar el comportamiento térmico (temperatura de cristalizacidén, temperatura de fusion
y entalpia de formacién) a partir de curvas de calentamiento y enfriamiento por
calorimetria diferencial de barrido (DSC).

Evaluar los parametros mecanicos de las membranas Gel/PCL a partir de las curvas de
esfuerzo-deformacion obtenidas mediante ensayos de tension uniaxial.

Estimar la cantidad de Gel liberada de las fibras de Gel/PCL en un medio acuoso.
Determinar la pérdida de masa de las membranas de Gel/PCL inmersas en un medio
acuoso.

Determinar la viabilidad celular de fibroblastos sembrados y cultivados en la superficie
de las membranas fibrilares de Gel/PCL mediante el ensayo de calceina/homodimero de
etidio (LIVE/DEAD).

Estimar el porcentaje del numero de fibroblastos metabdlicamente activos sembrados y
cultivados en la superficie de las membranas fibrilares de Gel/PCL en relacion con la
membrana de PCL mediante el ensayo de de MTT-Formazan.
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6. DESARROLLO EXPERIMENTAL.

6.1. Aposito antibacteriano; nanoparticulas basadas en Zn embebidas en la coraza
externa de fibras de policaprolactona (Zn-nps/PCL).

6.1.1. Caracterizacion de nanoparticulas de 6xido de zinc (ZnO).
Las nanoparticulas de ZnO (ZnO nps) comerciales (Sigma-Aldrich) empleadas en el desarrollo
de la capa fibrilar antibacteriana fueron caracterizadas antes de ser utilizadas en las soluciones
poliméricas de electrohilado para confirmar sus propiedades fisico-quimicas.

6.1.1.1. Difraccion de rayos X (XRD).
La estructura cristalina de las ZnO nps fue determinada mediante el analisis de difraccién de
Rayos X (XRD). El patron de difraccion de las ZnO nps en polvo se obtuvo en un intervalo 26
de 20° a 80° usando un difractdmetro Bruker D8 XRD con radiacion CuKa del Instituto de
Investigaciones en Materiales (IIM) de la Universidad Nacional Autbnoma de México (UNAM).
Ademas, se estimé el tamafio de cristal promedio (D) usando la ecuacion de Sherrer:
KA

D = (Ecuacion 1)
Bcos©

Donde K es el factor de forma del cristal, A es la longitud de onda de la radiacién incidente
(CuKa = 1.54 A), © es la posicion del pico de difraccion y B es el ancho de la altura media del
pico de difraccion en radianes. El patron de difraccién fue analizado empleando el software
OriginPro 9.0.

6.1.1.2. Microscopia electrénica de transmision (TEM).
La morfologia de las ZnO nps fue observada por microcopia electrénica de transmision (TEM)
empleando un microscopio Phillips FEI TECNAI10 operando a 80 kV del INR. Para su
observacion, una gota de 0.5 mL de disolucion ZnO nps disueltas en etanol (EtOH) fue
depositanda en una rejilla de carbon recubierta con formvar. Las micrografias TEM, fueron
analizadas usando el software DigitalMicrograph (Gatan Inc.)

6.1.1.3. Espectroscopia UV-Visible (UV-Vis).
La energia prohibida (Eg) de las ZnO nps fue estimada a partir del espectro de absorcion UV-
Visible de las nps disueltas en EtOH (90%); adquirido con un espectrofotbmetro Thermo
Spectronic Genesys2 con una precision de £1 nm en un intervalo A de 300 a 900 nm situado en
el Instituto de Fisica (IF), UNAM. La Eg de las ZnO nps fue estimada empleando la relacion de
Tauc para semiconductores con banda prohibida directa empleando el método de reflectancia
difusa Kubelka Munk (91):

(ahv)? = C (hv — E,) (Ecuacioén 2)
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Donde a es el coeficiente de absorcion, hu es la energia del fotdn, Eg es la energia prohibida y
C depende de la movilidad electrén-hueco.

6.1.2. Fabricacion del apésito antibacteriano de Zn-nps/PCL. Técnica de
electrohilado uniaxial y coaxial.

El aposito antibacteriano de nanoparticulas a base de Zn (Zn-nps) embebidas en la coraza
externa de fibras de PCL fue fabricado mediante la técnica de electrohilado coaxial. El proceso
de electrohilado fue llevado a cabo usando un equipo de configuracion horizontal (Figura 9)
ensamblado en el laboratorio de biomateriales del INR. Este dispositivo consiste en una fuente
de alto voltaje (EH60P1.5 GLASSMAN HIGH VOLTAGE Inc.) con un intervalo de 0-60 kV, una
bomba inyectora de doble canal (NE-4000 2-channel, Pump Systems Inc) con un intervalo de
trabajo de 0.001 pl/hr a 7630 mL/hr y una placa de aluminio estatica como colector. En general,
en esta técnica se aplica alta tension entre el sistema de inyeccion y la placa metalica para crear
una carga eléctrica que atraiga a las particulas del fluido polimérico desde el tubo inyector
(jeringa) hasta la superficie colectora, durante este trayecto el disolvente se evapora y la fibra
se solidifica en el colector para dejar un polimero fibrilar entrelazado aleatoriamente.

cono de Taylor

solucién '

olimérica | | . I \
P /e |1
Jll\_’r.-‘ I'."‘ II| T :

bomba inyectora

colector

fuente de alto voltaje

Figura 9. Esquema de la configuracién del dispositivo para electrohilado empleado para fabricar
el apdsito de fibras de Zn-nps/PCL uniaxiales y coaxiales.

La técnica de electrohilado coaxial es una modificacion de la técnica convencional; para
llevar a cabo el electrohilado coaxial se utilizd el mismo dispositivo (fuente de alto voltaje, bomba
inyectora y colector metalico), pero empleando una aguja coaxial (una aguja de menor calibre
dentro de una de mayor calibre) en vez de una aguja uniaxial, lo que permitid electrohilar
simultaneamente dos diferentes soluciones dentro de una estructura fibrilar formada por un
nacleo interno y una corteza externa, posibilitando la obtencion de fibras con compuestos de
diferente naturaleza. Para el material que se emplearia como apdsito atibacteriano, se
obtuvieron las fibras con estructura coaxial de PCL en el nacleo y Zn-nps/PCL en la corteza
usando una aguja coaxial (Rameé-Hart) con una disoluciéon Unicamente de PCL (disuelta en
AcAc) inyectada por la bomba a través del canal interno de la aguja (nucleo de la fibra) y
sisoluciones de PCL con diferentes concentraciones de ZnO nps (también disueltos en AcAc)
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en el canal externo (coraza de la fibra) como se ilustra en la Figura 10. Para estudiar las posibles
ventajas en las propiedades antibacterianas del disefio coaxial sobre las fibras uniaxiales
convencionales, también se fabricaron fibras uniaxiales empleando una aguja uniaxial para
inyectar la disolucion y usando Unicamente las deferentes soluciones de ZnO nps con PCL. De
esta manera, se obtuvieron fibras con nps dispersas en toda la fibra con las mismas
concentraciones de nps que contiene la coraza externa de las fibras coaxiales.

Se prepararon cuatro diferentes soluciones de ZnO nps con PCL (ZnO nps-PCL)
variando Unicamente las concentraciones de ZnO nps. Se agregaron 9 wt.%, 12 wt.%, 15 wt.%
y 25 wt.% de ZnO nps, respecto al peso total del polimero, a cuatro soluciones individuales de
PCL (peso molecular Mn = 80 000 Sigma-Aldrich) disuelta en acido acético glacial (AcAc, J.T
Baker) a 19 wt/v%. Las soluciones fueron agitadas a = 300 rpm durante 72 h a temperatura
ambiente antes de ser electrohiladas. De la misma manera, se prepararon soluciones
unicamente de PCL en AcAc a 19 wt/v% para rellenar el ndcleo interno de las fibras coaxiales
y para fabricar las fibras uniaxiales de PCL empleadas como control negativo durante los
experimentos antibacterianos. Para electrohilar las fibras uniaxiales se emplearon los siguientes
parametros de electrohilado: el voltaje se fijé en 17 kV, la distancia aguja-colector se mantuvo
en 18 cm y las diferentes soluciones de ZnO nps-PCL fueron inyectadas a través de una aguja
metélica (calibre 21) a un caudal de 1 mL/h.

Para electrohilar las fibras coaxiales, los canales de inyeccion interno (calibre 20) y
externo (calibre 26) de la aguja coaxial fueron conectados a los sistemas independientes de
bombeo con las soluciones de PCL y ZnO nps-PCL, respectivamente. Ambas soluciones
poliméricas fueron simultaneamente bombeadas a un caudal de 0.38 mL/h para tener una
velocidad de flujo similar a la que se emple6 para electrohilar las fibras uniaxiales. Después del
proceso de electrohilado, las fibras obtenidas fueron removidas del colector de aluminio,
lavadas dos veces con EtOH (70%) y agua ultra pura mili-Q (18 MQ.cm at 25°C) y secadas en
un horno a 36°C durante 24 h para eliminar cualquier disolvente residual.

PCL + ZnO nps

Solucion de
Zn0 nps-PCL

=

PCL

Aguja coaxial Fibras coaxiales

Figura 10. Esquema de la aguja coaxial empleada en el proceso de electrohilado que permitié
fabricar fibras con una estructura formada por un ndcleo de PCL y una corteza de Zn-nps
embebidas en PCL.
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Las fibras obtenidas fueron nombradas de acuerdo a las concentraciones de ZnO nps
usadas en las soluciones de ZnO nps-PCL empleadas para electrohilar toda la fibra en el caso
de las fibras uniaxiales y solo la coraza externa en el caso de las fibras coaxiales; ademas, se

“ " “on

agrego la letra “u” o “c” de acuerdo a su estructura uniaxial o coaxial. Tabla 1.

Tabla 1. Fibras fabricadas para la obtencion del apdésito antibacteriano mediante la técnica
de electrohilado.

Fibras Composicion de las soluciones para el proceso de
electrohiladas electrohilado.

Fibras uniaxiales ZnO nps (wt.%) PCL (wt.%)
PCL 0 100
9Zn/PCL-u 9 91
12Zn/PCL-u 12 88
15Zn/PCL-u 15 85
25Zn/PCL-u 25 75

Coraza externa Nucleo interno

Fibras coaxiales  ZnO nps (wt.%) / PCL (wt.%) PCL (wt.%)
9Zn/PCL-c 9/91 100
12Zn/PCL-c 12 /88 100
15Zn/PCL-c 15/85 100
25Zn/PCL-c 25/75 100

6.1.3. Caracterizacion fisico-quimica de los apésitos de Zn-nps/PCL.
6.1.3.1. Microscopia electrénica de barrido (SEM).

La micro-morfologia de los apésitos electrohilados de Zn-nps/PCL se observé por medio de un
microscopio electrénico de barrido (SEM) de ultra alta resolucion JSM-7800F (JEOL) con una
resolucion de -1nm a un voltaje de trabajo de 15 kV del Laboratorio Central de Microscopia del
Instituto de Fisica (LCM, IF) de la UNAM. Para su observacion, cada una de las fibras fue
previamente recubierta con Oro mediante “sputtering”. El didmetro promedio de las fibras fue
calculado a partir de las micrografias midiendo el diametro de al menos 80 fibras en tres areas
seleccionadas aleatoriamente usando el software AxioVision (Carl Zeiss Microscopy GmbH).
Se reportaron el didmetro promedio y la desviacién estandar.

6.1.3.2. Espectrometria de dispersion de energia de rayos X (EDS) general y

mapeo.
La composicion quimica elemental y la distribucion de los elementos presentes en la superficie
de las fibras fue analizada mediante espectroscopia de energia dispersiva de rayos-X (EDS)
general y por mapeo, respectivamente, usando el microscopio electrénico de barrido de Ultra
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Alta Resolucién JSM-7800F (JEOL) del LCM, IF de la UNAM. Los espectros (EDS general) y
las imagenes (EDS mapeo) fueron obtenidos durante la adquisicién de las micrografias SEM y
analizadas con el Software AztecEnergy (Oxford Instruments).

6.1.3.3. Microscopia electrénica de transmision (TEM).
Las estructuras uniaxiales y coaxiales de las fibras electrohiladas fueron corroboradas por
Microcopia Electronica de Transmision (TEM) empleando un microscopio TEM JEM2010 FEG
(JEOL) del LCM, IF de la UNAM; con una resolucion de punto a punto de 0.25 nm. Para su
observacion, las fibras fueron montadas en rejillas de cobre y recubiertas con carb6n mediante
“sputtering”.

6.1.3.4. Espectroscopia Infrarroja (FT-IR).

Los grupos quimicos presentes en cada uno de los apésitos de fibras, uniaxiales y coaxiales,
de Zn-nps/PCL fueron determinados mediante espectroscopia infrarroja (FT-IR). Para ello,
primero se identificaron los modos vibracionales presentes en los espectros FT-IR de los
compuestos individuales contenidos en las fibras; i.e, PCL, ZnO nps y ZnO nps disueltas en
AcAc después de su evaporacion (ZnO-AcAc). Posteriormente se estudiaron los enlaces
generados en los diferentes apésitos compuestos, al analizar los espectros FT-IR de cada uno
de ellos. Para obtener los espectros FTIR de las ZnO nps y de las ZnO-AcAc, ~ 3wt.% de las
muestras en polvo fueron mezcladas individualmente con bromuro de potasio (KBr) utilizando
un mortero y mediante presion se obtuvieron pastillas sélidas de ~1 cm de diametro antes de la
medicién. Para las muestras, cada uno de los apositos (compuestos de fibras uniaxiales y
coaxiales) fue colocado en el aditamento ATR (Reflexion Total Atenuada) y sujetado bajo
presiéon durante la medicion. Los espectros FT-IR de cada una de las muestras se obtuvieron a
temperatura ambiente con un espectrofotometro Nicolet 6706/Smart Orbit ATR optics situado
en el IIM, UNAM. En un intervalo de 4000 - 400 cm™ con 32 scans a una resolucién de 4 cm,
Los espectros fueron analizados con el software Origin 9.0.

6.1.3.5. Difraccion de Rayos X (XRD).

La estructura cristalina presente en los diferentes apdsitos fabricados de fibras uniaxiales y
coaxiales electrohiladas a partir de las soluciones de ZnO nps-PCL y/o de PCL, fueron
determinadas a partir de los difractogramas de difraccion de rayos X (XRD) usando un sistema
Bruker D8 XRD con radiacién CuKa en un intervalo 20 de 15° a 70° situado en el [IM, UNAM.
Los difractogramas de cada una de las muestras fueron obtenidos directamente de cada
muestra sin preparacion adicional y los espectros fueron analizados con el software OriginPro
9.0.

6.1.3.6. Angulo de contacto al agua (WCA).

La mojabilidad al agua de los apésitos fue evaluada midiendo el angulo de contacto de una gota
de agua colocada en la superficie de los diferentes apdésitos electrohilados, con esto se definié
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si la superficie presenta un comportamiento hidrofilico o hidrofébico. El &ngulo de contacto sobre
la superficie de las muestras fue medido empleando un goniémetro Rame-Hart instrument so.
Automated Dispensing System® del IIM, UNAM a través de una gota sésil estatica, usando 4
uL de agua desionizada. Las gotas de agua fueron colocadas en dos diferentes zonas de dos
diferentes muestras de a cada uno de los tipos de apdsitos hechos de fibras coaxiales y
uniaxiales. Los angulos de contacto fueron medidos utilizando el software Drop Snake (Image
J® software). El promedio y la desviacion estandar fueron reportados.

6.1.3.7. Pérdida de masa.

Para evaluar la pérdida de masa de los apoésitos inmersos en medio ligeramente acido en el tiempo
simulando las condiciones de pH de inflamacion de una herida, se midié la masa de muestras secas
de 8 mm de diametro (masa inicial, Wo). Cada una de las muestras fue sumergida en 1 mL de medio
acido (buffer pH = 4.01, Merck) e incubada a 37°C y 100 rpm; el medio acido se cambio cada 2 dias.
Después de 1, 2, 3, 6, 14 y 21 dias de incubacion, las muestras fueron lavadas con agua Milli-Q,
secadas y nuevamente se midié su masa (W1). Los experimentos fueron llevados a cabo de manera
individual por triplicado. El porcentaje de pérdida de masa fue calculado como:

Wioss[%] = % X 100 (Ecuacion 3)

6.1.4. Evaluacion de la actividad antibacteriana de los apdsitos de Zn-nps/PCL.

Las propiedades antibacterianas de los diferentes apositos fabricados mediante las técnicas de
electrohilado uniaxial y coaxial a partir de las soluciones de ZnO nps-PCL y PCL fueron
evaluadas por medio de los ensayos de turbidimetria y MTT ([3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide]; Sigma-Aldrich) contra las cepas Gram-negativa y Gram-positiva,
Escherichia coli (E. coli) y Staphylococcus aureus (S. aureus), respectivamente. Todos los
experimentos para la evaluacion de la actividad antibacteriana se realizaron en la Facultad de
Odontologia de la UNAM. Para esto, los apositos Zn-nps/PCL previamente lavados fueron
esterilizados mediante exposicion a radiacion ultravioleta (254 nm) 24 h antes de realizar los
ensayos. Todos los experimentos antibacterianos fueron realizados por duplicado.

6.1.4.1. Ensayo antibacteriano por Turbidimetria.
Para evaluar el crecimiento de la poblacion bacteriana en presencia de los apoésitos
electrohilados, se recolectaron cultivos puros de cada una de las cepas bacterianas (E. coliy S.
aureus) de platos de agar y se re-suspendieron en medio soya tripticasa (TSB, BD Bioxon)
enrriquecido con menadiona (Sigma-Aldrich) al 1 viv% y hemina (Sigma-Aldrich) al 1 v/iv%. Las
soluciones bacterianas fueron ajustadas a una densidad Optica (O.D.) de 1 a una longitud de
onda de 600 nm (Eppendorf BioPhotometer D30). Después, 300 pL de cada una de las
soluciones bacterianas (O.D. = 1) fueron diluidas, independientemente, en 29.7 mL de TBS
enrriquecido para obtener una concentracion de = 1 x 10 7 células/mL (solucién bacteriana).
Posteriormente, muestras circulares (8 mm de diametro) de cada uno de los diferentes apositos
electrohilados (uniaxiales y coaxiales) esterilizados fueron colocados individualmente, por
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triplicado, en una caja de cultivo de 48 pozos (Corning Costar). Se prepararon dos grupos de
muestras iguales, cada una conteniendo todos los diferentes apositos de fibras uniaxiales y
coaxiales. A cada uno de los pozos de ambos grupos que contenian los apositos y a tres pozos
adicionales (control negativo) se les agregaron 100 mL de TSB enriquecido. Después de 20
min, uno de los grupos (grupo 1) se expuso a radiacion UVA con una lampara Entela
UVP/UVGL-25 durante 15 min, mientras que el otro grupo (grupo 2) permanecié en oscuridad.
Finalmente, se agregaron 900 uL de la solucién bacteriana a cada uno de los pozos de ambos
grupos y posteriormente se incubaron a 35°C bajo condiciones aerdbicas en un agitador orbital
(CSL-NHYBRIDORB, Cleaver Scientific Ltd). Después de 24 h de incubacion, el efecto de
inhibiciébn en el crecimiento bacteriano debido a la presencia de las nps en los diferentes
apositos de PCL fue estimado a partir de la medicién de la O.D. a 595 nm (FilterMax F5 Multi-
Mode Microplate Reader) de alicuotas de 100 uL de medio de incubacion de cada uno de los
pozos sembrados con bacterias que fueron transferidas individualmente a cajas nuevas de 96
pozos. El porcentaje de viabilidad bacteriana (VB) fue calculado conforme a la siguiente
ecuacion:

0.D. muestra

VB (%) = ( ) x 100 (Ecuacion 4)

0.D. control

Dénde O.D. muestra corresponde a la absorbancia de las alicuotas de las soluciones
bacterianas incubadas en presencia de los diferentes apésitos, y O.D. control corresponde a la
absorbancia de las alicuotas de las soluciones bacterianas incubadas sin apoésitos presentes.

6.1.4.2. Ensayo antibacteriano por MTT.

Para evaluar la capacidad de cada uno de los apésitos electrohilados de inhibir el crecimiento
bacteriano en su superficie, cada muestra de cada apdsito incubado con bacterias (24 h) fue
lavada dos veces con TSB enriquecido y trasladada individualmente en pozos de nuevas cajas
de cultivo de 48 pozos. Se agregaron 300 pL de solucion MTT:TSB enriquecido (1:10) a cada
uno de los pozos y se incubaron durante 3 h a 35°C bajo condiciones aerdbicas en un agitador
orbital (CSL-NHYBRIDORB, Cleaver Scientific Ltd). Después de la incubacién, se removié la
solucion MTT:TSB enriquecido de cada uno de los pozos y cada uno de los apoésitos fue lavado
con 200 pL de TSB enriquecido. Finalmente, los cristales de formazan formados debido a la
actividad metabdlica de las bacterias fueron disueltos en 300 pL de solucién 2-propanol:dimetil
sulfoxido (1ISO: DMSO, 1:1; Sigma-Aldrich), se tomaron alicuotas de 100 pL que fueron
transferidas individualmente a cajas nuevas de 96 pozos y se midié su O.D. a 620 nm (FilterMax
F5 Multi-Mode Microplate Reader). El porcentaje de viabilidad bacteriana (VB) también fue
calculado conforme a la ecuacion 4 pero la O.D. muestra correspondi6 a la absorbancia de las
alicuotas de las soluciones de formazan:1ISO:DMSO incubadas en presencia de los apdsitos de
fibras uniaxiales y coaxiales electrohiladas a partir de las soluciones ZnO nps-PCL, y O.D.
control corresponde a la absorbancia de las alicuotas de las soluciones de formazan:ISO:DMSO
incubadas con las fibras electrohiladas a partir de la solucién anicamente de PCL.
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6.2. Andamio celular; fibras de gelatina y policaprolactona (Gel/PCL).

6.2.1. Fabricacién del andamio de Gel/PCL. Técnica de electrohilado convencional.
Para fabricar el andamio celular (para fibrobrastos), se electrohilaron fibras de gelatina (Gel) y
policaprolactona (PCL) empleando el mismo equipo de configuracion horizontal ensamblado en
el laboratorio de biomateriales del INR que se usoO para electrohilar los apoésitos de fibras
uniaxiales y coaxiales de Zn-nps/PCL, pero utilizando Unicamente la aguja uniaxial. Los
parametros de electrohilado fueron los siguientes: se aplico un voltaje de 14 kV, la velocidad de
flujo fue fijada en 1 mL/h y la distancia aguja-colector fue de 14 cm. Se prepararon dos
soluciones de Gel con PCL variando Unicamente las concentraciones de Gel. Se agregaron 30
wt.% y 45 wt.% de Gel (tipo B derivada de piel de bovino, J.T Baker) respecto al peso polimérico
total (Gel+PCL) a dos diferentes soluciones de PCL disuelta en AcAc (98%) a 19 wt.%, para
finalmente obtener fibras de Gel:PCL con proporciones masicas de 30:70 y 45:55. Las fibras
fueron nombradas de acuerdo a la concentracion de Gelatina presente en cada andamio, Tabla
2. 2. Las soluciones poliméricas fueron agitadas a ~300 rpm durante 48 h a temperatura
ambiente antes de ser electrohiladas. De la misma manera, se prepararon soluciones de
unicamente PCL en AcAc (19 wt/v%) para fabricar fibras nicamente de PCL y ser usadas como
control durante los experimentos de viabilidad celular. Después del proceso de electrohilado,
las fibras obtenidas fueron removidas del colector de aluminio, lavadas dos veces con EtOH
(70%) y agua ultra pura mili-Q (18 MQ.cm at 25°C) y secadas a temperatura ambiente durante
24 h para eliminar cualquier disolvente residual.

Tabla 2. Composicion de los andamios fibrilares de Gel/PCL.
Fibras electrohiladas Gelatina (wt.%)  PCL (wt.%)

PCL 0 100
30Gel/PCL 30 70
45Gel/PCL 45 55

6.2.2. Caracterizacion fisico-quimica de los andamios de Gel/PCL.

6.2.2.1. Microscopia electronica de barrido (SEM).

La morfologia local de los andamios se observd por medio de un microscopio electrénico de
barrido (SEM) 7600 (JEOL) del 1IM, UNAM. Para su observacion, cada uno de los andamios
electrohilados fueron previamente recubiertos con carbono mediante “sputtering” por el técnico
especialista. El diametro promedio de las fibras que componen los andamios fue calculado a
partir de las micrografias midiendo el diametro de al menos 80 fibras en tres areas elegidas
aleatoriamente usando el software AxioVision Release 4.9.1 SE64. Se reportaron el diametro
promedio y la desviacion estandar.
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6.2.2.2. Espectroscopia de energia dispersiva de rayos-X (EDS).
La composicion elemental de la superficie de los andamios de Gel/PCL fue analizada mediante
espectroscopia de energia dispersiva de rayos-X (EDS) durante la adquisicion de las
micrografias SEM, usando el microscopio electrénico de barrido SEM 7600 (JEOL) del 1IM,
UNAM.

6.2.2.3. Espectroscopia infrarroja (FT-IR).
Para determinar los enlaces quimicos presentes en los andamios compuestos de fibras de
Gel/PCL y PCL electrohiladas se analizaron los espectros FT-IR de cada uno de los andamios,
los cuales fueron obtenidos a temperatura ambiente con un espectrofotometro Nicolet 380 FT-
IR situado en el departamento de quimica “Giacomo Ciamician” (CHIM) en la Universidad de
Bologna (UNIBO) en un intervalo de 4000 - 400 cm™ con 32 scans a una resoluciéon de 4 cm™.
Los espectros fueron analizados con el software OriginPro 9.0.

6.2.2.4. Difraccion de Rayos X (XRD).
La estructura cristalina presente en los diferentes andamios de Gel/PCL y PCL fue determinada
a partir de los difractogramas de rayos X (XRD) usando un difractometro PANalytical X’Celerator
con radiacion CuKa (A=1.54 A) en un intervalo 26 de 10° a 60° situado en CHIM, UNIBO. Los
difractogramas de cada una de las muestras fueron analizados con el software OriginPro 9.0.

6.2.2.5. Angulo de contacto al agua (WCA).
La mojabilidad al agua de la superficie de los diferentes andamios fue evaluada con el mismo
procedimiento empleado para evaluar la mojabilidad de la superficie de los apdsitos de Zn-
nps/PCL. Sin embargo, debido a que los andamios compuestos de fibras de Gel/PCL
presentaron una superficie altamente hidrofilica, los &ngulos de contacto (AC) fueron estimados
a tres diferentes tiempos 1 s, 3 sy 5 s utilizando el software Drop Snake (Image J® software).
El promedio y la desviacion estdndar del AC en cada uno de los tiempos fueron reportados.

6.2.2.6. Analisis termogravimétrico (TGA).
El proceso de pérdida de masa en funcién de la temperatura de los andamios de Gel/PCL y
PCL fue examinado empleando un analizador termogravimétrico (TGA) modelo TGA2950 (TA
Instruments) situado en CHIM, UNIBO; a un intervalo de temperatura de 23°C a 700°C con una
rapidez de calentamiento de 10°C/min utilizando Nitrogeno como agente inherente. Para la
obtencion de los termogramas, se colocaron 3 £ 0.5 mg de cada uno de los andamios en
charolas de platino de manera independiente.

6.2.2.7. Calorimetria diferencial de barrido (DSC).
Para determinar la temperatura de fusion (Tm), la temperatura de cristalizacion (Tc) y el
porcentaje de cristalinidad (Xc) de las fibras de Gel/PCL, se obtuvieron las curvas calorimétricas
generadas por los andamios empleando un calorimetro diferencial de barrido (DSC) Q2000 (TA
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Instruments) sujetas a un ciclo de enfriamiento (-90°C) - calentamiento (150°C) - enfriamiento
(-90°C) a una rapidez de calentamiento de 10°C/min utilizando Nitrdgeno como agente
inherente. Las muestras fibrilares de entre 3.87 + 0.57 gr se colocaron en charolas de aluminio
para su analisis.

6.2.2.8. Propiedades mecanicas; pruebas de tension uniaxial.

Para evaluar las propiedades mecanicas de los andamios de Gel/PCL, las muestras fueron
individualmente sujetas a una tension uniaxial empleando un analizador mecanico-dinamico
INSTRON 4465 a una velocidad de ensayo de 5 mm/min con una carga de 100 N.
Posteriormente, se obtuvieron las curvas de esfuerzo-deformacion de cada una de las muestras
ensayadas, y a partir de ellas se calculé el médulo elastico (E), la resistencia a la traccion (ob)
y la elongacion (ep). Se analizaron 5 muestras (2 cm x 0.5 cm) de cada uno de los diferentes
andamios y se reportaron el promedio y la desviacion estandar de cada constante calculada.

6.2.2.9. Ensayo de biuret.

Para medir el porcentaje de gelatina que fue liberado de las fibras de Gel/PCL en un medio
acuoso a temperatura corporal después de 24y 72 h, se utilizo el ensayo biuret. Para preparar
el reactivo biuret, 0.25 gr de CuSOa4 (Sulfato de Cubre (ll) pentahidratado, Sigma-Aldrich) y
1.126 gr de tartrato de Potasio y Sodio tetrahidratado (KNaC4H406-4H20, Sigma-Aldrich) se
afadieron a 66.6 mL de H20 destilada (DI H20). Por otro, se diluyeron 7 gr de NaOH (Sigma-
Aldrich) en 66.6 mL de DI H20. En un nuevo recipiente se mezclaron ambas soluciones y se
agregaron 34.6 mL de DI Hz0, el recipiente se cubrié con una hoja de aluminio y se mantuvo a
2-8°C hasta su uso.

Para determinar la concentracion de gelatina liberada por las fibras en Buffer Fosfato
Salino (PBS, pH= 7.4) a 37°C después de 24 h y 72 h, primero se construyé una curva de
calibraciébn que permiti6 correlacionar la O.D. a 560 nm de la reaccion biuret con la
concentracion de gelatina presente en PBS. Para esto, se preparé una solucién (solucion
madre) agregando 200 gr de la gelatina usada en las soluciones electrohiladas en 20 mL de
PBS. A partir de la solucion madre se prepararon siete soluciones (2 mL) de PBS con diferentes
concentraciones de gelatina (5, 2.5, 2, 1.5, 1, 0.5 y 0.25 mg/mL). Se tomaron 0.5 mL de cada
solucion y se mezclaron individualmente con 2.5 mL del reactivo de biuret. Las mezclas se
mantuvieron a temperatura ambiente por 10 min Yy posteriormente se trasladaron
individualmente a cubetas de cuarzo para medir la absorbancia en 560 nm de cada una de las
soluciones para construir la curva de calibracion (Figura 11). Las lecturas de absorbancia fueron
medidas con espectrofotdmetro Cary 1E (Varian) situado en el CHIM, UNIBO.

Para determinar la cantidad de Gel liberada de los andamios de Gel/PCL en PBS, dos
muestras de 20 £ 0.94 gr de cada una de las diferentes fibras de Gel/PCL fueron sumergidas
en 2 mL de PBS y colocadas en un bafio de agua con agitacion orbital (Julaba SW22) a 37°C.
De manera analoga a la obtencién de la curva de calibracion, después 24 y 72 h después de
incubacion se midio la absorbancia de 2.5 mL de reactivo biuret mezclado con 0.5 mL de las
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diferentes soluciones de PBS después de remover los andamios. Los experimentos fueron
realizados por duplicado.
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Figura 11. Curva de calibracion del ensayo de biuret para estimar la concentracion de gelatina.

6.2.2.10. Pérdida de masa.

Para evaluar la pérdida de masa de los andamios de Gel/PCL en un medio acuoso en el tiempo,
se midi6 la masa de muestras secas de 2 cm de diametro (masa inicial, Wo). Cada una de las
muestras fue sumergida en 1 mL de PBS (pH = 7.4) e incubada a 37°C y 80 rpm; el PBS fue
sustituido, diariamente, por un mL de PBS nuevo. Después de 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 y 17 dias de
incubacion, las muestras se lavaron con agua Milli-Q, se removi6 el agua residual y nuevamente
se midié su masa (W1). Los experimentos fueron llevados a cabo de manera individual por
triplicado. El porcentaje de pérdida de masa fue calculado empleando la Ecuacion 3.

6.2.3. Evaluacioén in vitro de los andamios de Gel/PCL.

Para determinar el potencial de las fibras electrohiladas de Gel/PCL para ser usadas como
andamios celulares dérmicos, se evaluoé la viabilidad de fibroblastos derivados de prepucio de
neonato (donados por el Hospital infantil de México “Federico Gémez”) sembrados sobre las
fibras por medio de los ensayos de calceina’/homodimero de etidioy MTT.

Para llevar a cabo los ensayos de viabilidad celular, las fibras previamente lavadas fueron
esterilizadas mediante exposicion a radiacion ultravioleta (A = 254 nm) 24 h antes de realizar
los ensayos. Posteriormente, las muestras circulares (8 mm de didmetro) de cada una de las
fibras de Gel/PCL y de las fibras de PCL fueron colocadas individualmente, por triplicado, en
una caja de cultivo de 24 pozos (Corning Costar).

Para sembrar con células sobre los diferentes andamios, las células en cultivo primario
crio-preservadas en nitrogeno y SBF:DMSO (90:10), fueron descongeladas sumergiéndolas
lentamente en un bafio de agua a 37°C. Posteriormente, se les agregd 1 mL de Medio de Cultivo
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Eagle Modificado por Dulbecco (DMEM F:12, GIBCO) suplementado con Suero Bovino Fetal
(SBF, GIBCO) al 10% y antibiético al 1% para neutralizar la solucién de SBF:DMSO vy el
contenido se transfirié a un tubo de ensayo con 5 mL de DMEM complementado y centrifugado
a 1500 rpm por 10 minutos a temperatura ambiente (5810R, eppendorf). Después de la
precipitacion de los fibroblastos, se removié el sobrenadante y el precipitado celular fue re-
suspendido en 2 mL de medio DMEM complementado (solucion celular). Para contar
manualmente el nimero total de células, se mezclaron 10 pyL de la solucién celular y 10 pL del
colorante azul tripano (0.4%, GIBCO) para después colocar 10 pL de la mezcla en cada una de
las cuadriculas de una Camara de Neubauer de doble cuadricula. EI niumero de células por
cuadrante fue observado a través de un microscopio Optico (Axiovert 40CFL, ZEISS) y se
calculé el nimero total de células usando la ecuacion 3 y multiplicando el resultado por dos:

# células _ [ # total de células vivas (2)] (10 000) (Ecuacic’)n 5)

mL # de cuadrantes contados

Después, se sembraron 200 000 células en dos cajas de cultivo de 25 cm? de superficie
con 5 mL de DMEM complementado y se incubaron a 37°C en un ambiente humedo
conteniendo 95% de aire y 5% de COz, se realizo el cambio del medio (DMEM complementado)
cada 48 horas. Al tener una confluencia celular de ~ 80%, el DMEM complementado fue
removido de las cajas y la superficie del cultivo fue lavada dos veces con PBS (pH= 7.4). Para
despegar las células de la superficie se agregaron 2 mL de una solucién 1:4 de Trispisna-EDTA
(0.25%, GIBCO): PBS a cada una de las cajas y se incubaron a 37°C por ~ 8 min. El contenido
de ambas cajas se diluyé en 4 mL de DMEM complementado y se transfirié a un tubo de ensayo
gue se centrifug6 por 10 minutos. Después de la precipitacion de los fibroblastos, se siguio el
procedimiento mencionado anteriormente para calcular el nimero de células usando la camara
de Neubauer de doble cuadricula. Después, se sembraron 50 000 células (disueltas en gotas
20 yuL de DMEM complementado) sobre cada una de las fibras y se colocaron 40 uL de DMEM
en la orilla de cada pozo. Las fibras sembradas se incubaron por 1.5 h a 37°C (5% de CO2);
finalmente, se agregaron 200 uL de DMEM complementado a cada pozo y se incubaron a 37
°C (5% de COz2) y se realiz6 el cambio del medio de cultivo a las 24 h. Los procedimientos que
involucraron el manejo del cultivo celular se llevaron a cabo en una campana de flujo laminar
(1300 Series A2, Thermo Scientific) en condiciones estériles. Todos los experimentos fueron
realizados por duplicado.

6.2.3.1. Viabilidad celular por ensayo de calceina/homodimero de etidio.
Para determinar simultaneamente las células vivas o muertas y su morfologia en la superficie
de las fibras, se realizé en ensayo de viabilidad celular de calceina/homodimero de etidio.
Después de 24 h 'y 72 h de incubaciéon, tomando dos muestras de cada fibra por cada
tiempo, el DMEM complementado fue removido de cada uno de los pozos con las fibras
previamente sembradas y cada pozo fue lavado dos veces con 150 pyL de PBS. Se agregaron
150 pL de solucion salina de Hank (HBSS, GIBCO) con 0.1% de homodimero de etidio (HE,
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Invitrogen™)) 0.05% de Calceina AM (Cal, Invitrogen™) a cada uno de los pozos y se incubaron
durante 40 min a 35°C (5% de CO2). Posteriormente, se removid la solucion HBSS:HE:Cal de
cada uno de los pozos y cada una de las fibras fue lavada con 150 pL de PBS. Finalmente, las
fibras fueron trasladadas individualmente a una caja de cultivo de 24 pozos y se les agrego 150
puL de DMEM complementado a cada uno de los pozos. La caja fue envuelta en papel aluminio
y cada una de las muestras fue montada en un portaobjetos y cubierta con un cubreobjetos
para su observacion en el microscopio Axio Imager Z2 (ZEISS) en su modalidad de
fluorescencia de luz reflejada empleando el filtro verde (495-515 nm) para detectar la sefial de
calceina y el rojo (495-635 nm) para detectar la sefial de homodimero de etidio. Las imagenes
fueron analizadas con el software axiovision (ZEISS).

6.2.3.2. Metabolismo celular por MTT.

El efecto que tienen las fibras en la proliferacion de fibroblastos fue determinado por medio del
ensayo de MTT. Después de 24 h'y 72 h de incubacion, tomando tres muestras de cada fibra,
el DMEM complementado fue removido de cada uno de los pozos con las fibras previamente
sembradas y cada pozo fue lavado dos veces con 150 uL de DMEM complementado. Se
agregaron 150 pL de solucion MTT:DMEM (1:10) a cada uno de los pozos y se incubaron
durante 3 h a 35°C (5% de COz). Posteriormente, se removio la solucion MTT:DMEM de cada
uno de los pozos y cada una de las fibras fue lavada dos veces con 150 pL de PBS. Finalmente,
los cristales de formazan formados fueron disueltos en 150 pL de solucion ISO:DMSO y se
midio la O.D. a 620 nm de alicuotas de 100 pL de cada solucion. El porcentaje de viabilidad
celular (VC) fue calculado usando a la Ecuacién 3 pero la O.D. muestra corresponde a la
absorbancia de las soluciones de Formazan:ISO:DMSO incubadas en presencia de las fibras
de Gel/lPCL y O.D control corresponde a la absorbancia de las soluciones de
Formazan:ISO:DMSO incubadas con las fibras de PCL.

6.3. Analisis estadistico.

Los datos de las pruebas antibacterianas de las fibras de Zn/PCL (turbidimetria y MTT) y de
viabilidad celular de las fibras Gel/PCL (MTT) se analizaron con software GraphPad Prism 5.1
utilizando un analisis de varianza unidireccional (ANOVA) seguido de la prueba de
comparaciones multiples de Tukey para comparar los grupos de pares; considerando valores
estadisticamente significativos (p) menores a 0.05 (*p < 0.05, **p < 0.01 y ***p < 0.001).
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7. RESULTADOS Y ANALISIS.

7.1. Aposito antibacteriano; nanoparticulas basadas en Zn embebidas en la coraza
externa de fibras de policaprolactona (Zn-nps/PCL).

7.1.1. Caracterizacion de nanoparticulas de 6xido de zinc (ZnO).

7.1.1.0. Difraccion de rayos X (XRD).
El difractograma de rayos-X de las nanoparticulas de ZnO (Figura 12) mostro picos de difraccion
en 26 =31.8°,34.5°,36.3°,47.6°, 56.6°, 62.9°, 66.4°, 68°,69.1°, 72.7° y 76.9° correspondientes
a las reflexiones de los planos cristalinos (100), (002), (101), (102), (110), (103), (200), (112),
(004) y (202), respectivamente, de la estructura hexagonal wurtzita del ZnO (zincite, JCPDS 05-
0664 ). El tamano de cristal promedio fue calculado en = 22.86 nm usando la ecuacion de Sherrer

(Ecuacion 1).
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Figura 12. Difractograma de rayos X (XRD) de las nanoparticulas de ZnO empleadas para
preparar las soluciones ZnO nps-PCL-AcAc para el proceso de electrohilado indicando su

estructura cristalina wurtzita (hexagonal).
7.1.1.1. Microscopia electronica de transmision (TEM).

El tamafio y estructura de las ZnO nps observados a través de las micrografias TEM se
muestran en la Figura 13. El tamafio promedio de las nanoparticulas medido a partir de las
micrografias fue de = 24.33 nm; ademas, se observo que las nanoparticulas mostraron formas
de rodillo hexagonal. En este caso, el tamafio promedio de las nanoparticulas y su forma
correspondieron al tamafio promedio y estructura de cristal determinados a partir del

difractograma XRD.
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Figura 13. Micrografias por microscopia electronica de transmision (TEM) de las nanoparticulas
de ZnO empleadas para preparar las soluciones ZnO nps-PCL-AcAc para electrohilar los
diferentes apositos fibrilares antibacterianos.

7.1.1.2. Espectroscopia UV-Visible (UV-Vis).

Dado que el principal mecanismo antibacteriano de las ZnO nps se atribuye su capacidad
de generar especies reactivas de oxigeno (ROS) mediante fotocatdlisis en un medio acuoso, la
energia prohibida (Eg) de las ZnO nps fue estimada en 3.21 eV (386 nm) a partir de su espectro
de absorcién UV-Visible (Figura 14) y graficando la tangente de la curva de Tauc (recuadro de
la Figura 13, linea sdlida negra) obtenida por el método de reflectancia difusa de Kubelka Munk.
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Figura 14. Espectro de absorcién UV-Visible de las nanoparticulas de ZnO presentando su
maximo de absorcion en 374 nm y la curva de Tauc (recuadro) usada para determinar su Eg
(3.21 eV = 386 nm) a partir de la linea tangente (linea negra sélida) a la curva.

Este resultado nos indica que las ROS podrian ser generadas por las ZnO nps en un
medio acuoso bajo iluminacion ultravioleta (UV) de longitud de onda larga (UVA, 400-320 nm).
La radiacion UV emitida por el Sol es de 150 a 400 nm, en las formas UVA, UVB y UVC, pero
a causa de la absorcion por parte de la atmosfera terrestre el 95% de los rayos UV que llegan
a la superficie terrestre son del tipo UVA (92). Por lo tanto, se hipotetiza que estas ROS podrian
ser generadas por las ZnO nps al exponerlas a la luz solar.

7.1.2. Caracterizacion fisico-quimica de los apositos de Zn-nps/PCL.

7.1.2.1. Microscopia electronica de barrido (SEM).
La Figura 15 muestra las micrografias representativas por SEM de los diferentes apositos
electrohilados de PCL y Zn/PCL con estructura fibrilar uniaxial y coaxial (Tabla 1), asi como el
didmetro promedio de las fibras. En general, las fibras exhibieron porosidad interconectada,
ausencia de defectos (“beads”) y orientacién aleatoria. La Figura 16 muestra graficamente el
diametro promedio de las fibras que componen los diferentes apdsitos; se observa que las fibras
presentaron un diametro promedio (d) de entre 1.019 - 0.512 um y que el diametro de las fibras
de PCL tendi6 a decrecer en funcion del incremento de la concentracion de ZnO nps en la
disolucién ZnO nps-PCL empleada para electrohilar las fibras uniaxiales y la coraza externa de
las fibras coaxiales. Este decremento puede ser atribuido al incremento de cargas positivas en

45



la disolucién polimérica debido a la presencia de las ZnO nps; resultando en una mayor
densidad de carga en la superficie del jet durante el proceso de electrohilado; asi, las cargas
llevadas por el jet incrementan con la concentracion de nps en la disolucion y con esto, las
fuerzas de elongacién bajo la presencia del campo eléctrico se reducen resultando en diametros

de fibras menores (36).
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Figura 15. Micrografias por microscopia electrénica de barrido (SEM) de los apdsitos fibrilares
electrohilados de Zn-nps/PCL uniaxiales y coaxiales.
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Figura 16. Didmetro promedio de las fibras electrohiladas de PCL (barra color blanco sélido) y
de las diferentes fibras compuestas de Zn-nps/PCL con estructura uniaxial (barras color gris
claro sélido) y con estructura coaxial (barras color gris oscuro solido).

7.1.2.2. Espectrometria de dispersion de energia de rayos X (EDS) general y
mapeo.
El analisis por EDS general mostré que las fibras electrohiladas unicamente con la disolucién
de PCL se componen principalmente de carbono (C) y de oxigeno (O), esto era lo esperado ya
gue la PCL estad compuesta de C, O e hidrogeno (H); sin embargo, el H no se observé debido
a que no puede ser detectado con esta técnica.

Los resultados por EDS general mostraron que los diferentes apoésitos electrohilados a
partir de las disoluciones de ZnO nps-PCL, se componen principalmente de C (debido ala PCL),
O (por la PCL y por las ZnO nps) y zinc (Zn), confirmando la presencia de Zn debido a las ZnO
nps. La cantidad de C, O y Zn (wt.%) presente en la superficie de cada uno de los apoésitos
electrohilados se muestra en la Tabla 3.

El porcentaje en peso (wt.%) de Zn presente en las diferentes fibras corroboré que los
apositos compuestos de fibras coaxiales tienen una concentracién menor de Zn (en funcion del
peso total de las fibras) que los correspondientes apdsitos compuestos de fibras uniaxiales; es
decir, comparando las fibras uniaxiales que fueron electrohiladas usando la misma disolucién
ZnO nps-PCL que se uso para la coraza externa de las fibras coaxiales. La mayor concentracion
de Zn en las fibras con estructura uniaxial era esperado ya que las fibras con estructura coaxial
poseen PCL adicional en comparacion con las de estructura uniaxial, pues el nucleo-interno de
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estas fibras coaxiales esta compuesto Unicamente de PCL lo que disminuye la razén wt.%
general Zn:C (i.e, las fibras con estructura coaxial contienen mas policaprolactona que las fibras
con estructura uniaxial). Estos resultados corroboraron que la cantidad de compuestos a base
de Zn presente en los apdsitos compuestos de fibras con estructura uniaxial y de fibras con
estructura coaxial esta presente en funcion de la concentracion de ZnO nps en las soluciones
de electrohilado. Es claro que entre mayor concentracion de ZnO nps fue agregada a las
soluciones poliméricas de electrohilado, mayor fue la cantidad de Zn (wt.%) presente en la
muestra.

Tabla 3. Composicion quimica elemental de la superficie de los diferentes apositos fibrilares de
Zn/PCL evaluada por EDS.
Fibras electrohiladas  Composicidon elemental por EDS (wt.%)

C @) Zn

PCL 87.19 12.81 0
9Zn/PCL-u 76.76 21.76 1.48
12Zn/PCL-u 78.86 19.31 1.83
15Zn/PCL-u 68.85 28.98 3.07
25Zn/PCL-u 83.41 9.39 7.19
9Zn/PCL-c 83.23 15.84 0.94
12Zn/PCL-c 74.21 24.4 1.39
15Zn/PCL-c 74.06 23.77 2.17
25Zn/PCL-c 85.95 8.07 5.99

Asimismo, los resultados de EDS mapeo que se muestran en la Figura 17 expusieron que el Zn
se encontr6 embebido homogéneamente a través de las diferentes fibras (tanto las que poseen
una estructura uniaxial como las que poseen una estructura coaxial) que componen los apositos
antibacterianos. Ademas, se puede observar que el Zn se encuentra co-localizado
homogéneamente entre las zonas donde se encuentran el Cy el O, lo que sugiere que las nps
fueron bien dispersadas a través de las fibras de PCL, y por lo tanto, a través de los diferentes
apositos Zn/PCL (compuestos tanto de fibras con estructura uniaxial como de fibras con
estructura coaxial); esto indicod que las propiedades antibacterianas que los compuestos de Zn
le confieren a las fibras electrohiladas de PCL, donde fueron embebidas, permaneceran
homogéneas en los apasitos.
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Figura 17. Mapeo de la composicion quimica elemental evaluada por EDS de la superficie de
las fibras A-Al) PCL, B-B2) 9Zn/PCL-u, C-C2) 12Zn/PCL-u, D-D2) 15Zn/PCL-u, E-E2)
25Zn/PCL-u, F-F2) 9Zn/PCL-c, G-G2) 12Zn/PCL-c, H-H2) 15Zn/PCL-c, I-12) 25Zn/PCL-c.
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7.1.2.3. Microscopia electronica de transmision (TEM).

La estructura coaxial (nucleo-coraza) de las fibras electrohiladas coaxialmente a partir de las
soluciones de PCL-AcAc (para el nacleo interno de las fibras) y de ZnO nps-PCL-AcAc (para la
coraza externa) fue confirmada por las micrografias TEM que se muestran en la Figura 18. Las
micrografias corroboraron la presencia de nanoparticulas de = 20-40 nm con un peso atomico
notablemente superior al del carbono (C) y al del oxigeno (O) embebidas en las fibras de PCL
(estructuras brillantes en las micrografias), las cuales pueden ser adscritas a nanocompuestos
de Zn (con base en los resultados por EDS).

A pesar de la reaccion quimica entre el AcAc y las ZnO nps durante la preparacion de la
solucién polimérica, el tamafio promedio de las particulas presentes en las fibras permanecio
de dimensiones nanométricas; probablemente porque las particulas fueron contenidas dentro
de las cadenas poliméricas de la PCL que actuaron como un controlador de tamario,
manteniendo a las nuevas particulas formadas (acetato de Zn) en una dimension nanométrica.
En apoyo a esto, Mater et al. fabricaron matrices de fibras poliméricas por electrohilado usando
un polimero de bajo peso molecular como controlador de tamafio de nanoparticulas y agente
limitante para diferentes precursores de sales, incluyendo acetato de Zn (93).

Por otro lado, en las micrografias TEM se observé que las nanoparticulas tendieron a
dispersarse predominantemente en el centro de las fibras uniaxiales (“-u”) de manera alineada,
particularmente en aquellas que fueron electrohiladas a partir de las soluciones poliméricas con
una cantidad mayor de ZnO nps (i.e. 15 Zn/PCL-u y 25Zn/PCL-u); y se observo que en las fibras
con estructura coaxial (“-c”) las nanoparticulas permanecieron en la coraza externa. Este
fendmeno podria deberse a las interacciones electrostaticas entre los nanocompuestos de zinc
cargados positivamente y la polarizacion de las moléculas de PCL. Durante el proceso de
electrohilado, las moléculas de PCL son polarizadas y alineadas perpendicularmente al campo
eléctrico; de esta manera la superficie del jet estd cargado positivamente y el centro
negativamente; debido a esto, los hanocompuestos de Zn que estan cargados positivamente
son facilmente atraidos hacia el centro de las fibras. En el caso de las fibras con estructura
coaxial, el campo eléctrico es generado principalmente entre la aguja externa y el colector; por
lo tanto, las moléculas de PCL en la disolucién inyectada a través de la aguja interna estan
menos polarizadas que las moléculas de PCL en la disolucién bombeada por la aguja externa.
Puesto que el nucleo interno de las fibras coaxiales esta electrostaticamente menos organizado,
los nanocompuestos de Zn permanecieron principalmente en la coraza externa de las fibras, lo
cual es ventajoso ya que la actividad antibacteriana de las nps depende en gran medida de la
superficie de contacto que tengan con las bacterias.
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Figura 18. Micrografias representativas por TEM de los apdsitos electrohilados de Zn-nps/PCL
hechos de fibras con estructura uniaxial (-u) o coaxial (-c) mostrando la presencia de
nanoparticulas a base de Zn (zonas brillantes).

7.1.2.4. Espectroscopia infrarroja (FT-IR).
Los espectros FT-IR de los apdésitos de PCL y nano-compuestos de Zn/PCL mostraron los picos
de absorcién caracteristicos de los modos vibracionales presentes en la PCL en 2950 cm?
(estiramiento asimétrico CH), 2865 cm™ (estiramiento simétrico CH2), 1729 cm (estiramiento
del grupo carbonilo, C=0), 1294 cm (estiramiento C-C y C-O) y 1240 cm-1 (estiramiento
asimétrico C-O-C) (48). Los espectros de las fibras nano-compuestas no mostraron ninguna
banda evidente que corresponda al ZnO, probablemente porque se espera que estas bandas
aparezcan con baja intensidad (debido a las pequefias concentraciones presentes en las fibras
poliméricas) y que se encuentren en alrededor de 435 cm! (espectro ZnO nps de las Figuras
19A y B); por lo tanto, pueden ser facilmente enmascaradas por las intensas bandas
correspondientes a los modos vibracionales de la PCL que se encuentran presentes en esas
frecuencias. Sin embargo, se observd una banda débil en 1549 cm™ que puede asignarse al
estiramiento COO- del acetato de Zn (lineas negras punteadas en las Figuras 19A y B) ,
indicando que se formaron especies de acetato de Zn debido a la reaccion entre el AcAc y las
ZnO nps en las soluciones de electrohilado (94). Como se menciond anteriormente, el acetato
de Zn es una sal que también posee propiedades antibacterianas principalmente atribuidas a la
liberacion de iones de Zn*? debido a su disolucién por hidrélisis; ademas, ha sido reportado
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como una de las sales de Zn con propiedades antibacterianas mas biocompatibles a células
mamiferas (56-59).
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Figura 19. Espectros FTIR de los apdésitos de Zn-nps/PCL hechos de A) fibras con estructura
uniaxial y de B) fibras con estructura coaxial. La banda correspondiente al acetato de Zn esta
marcada con una linea negra punteada. El espectro de las ZnO nps se muestra en ambas
figuras como referencia.

7.1.2.5. Difraccion de Rayos X (XRD).

Los difractogramas de rayos X de los apésitos de PCL y de nano-compuestos de Zn con PCL
(de fibras con estructura uniaxial y coaxial) se muestran en la Figura 20.; todos ellos exhibieron
dos picos predominantes de difraccion en 22.54° y 24.73°, los cuales se corresponden a los
planos (110) y (200) de la estructura semi-cristalina de la PCL (55). Por otro lado, en los
difractogramas de las fibras nano-compuestas (Zn-nps/PCL) se observaron picos de menor
intensidad en 31.67°, 34.19°, 35.59° que fueron atribuidos a los planos cristalinos (113), (002)
y (101) de la estructura cristalina zincita (hexagonal) del ZnO (JCPDS 05-0664); ademas, se
observaron los picos 20.96°, 23.88°, 28.51°, 40.31°, 41.57° y 43.00° que fueron asignados a los
planos cristalinos (111), (-112), (312), (-513), (512) de la fase monoclinica del acetato de Zn
(JCPDS 14-902). La intensidad de los picos de difraccion correspondientes a las fases
hexagonal y monoclinica de los dos compuestos de Zn (ZnO y acetato de Zn) incrementaron de
manera proporcional a la concentracion de Zn en las fibras (andlisis por EDS) y a la
concentracion inicial de ZnO nps en las soluciones ZnO nps-PCL usadas para electrohilar las
fibras. El tamafio promedio de los cristales de ZnO y acetato de Zn fueron estimados en 25.21
nm y 27.21 nm, respectivamente, usando la ecuacién de Sherrer (Ecuacion 1). El tamafio de
estos cristales, en este caso, corresponde a los tamafios de las nanoparticulas observadas en
las fibras a través de las micrografias por TEM (estructuras brillantes de las micrografias de la
Figura 18).
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Los resultados de XRD confirmaron la presencia de una mezcla de nano-cristales de
ZnO y acetato de Zn embebidas en las fibras de Zn/PCL (uniaxiales y coaxiales) indicando que
una porcion de las ZnO nps que se afadieron a la soluciones de electrohilado reaccion6 con el
AcAc y formaron acetato de Zn, de manera que los apositos electrohilados poseen ambos nano-
compuestos de Zn, los cuales se revelaron embebidos a lo largo de las fibras uniaxiales y en la
coraza externa de las fibras coaxiales por medio de las micrografias TEM (Figura 18).
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Figura 20. Patrones de XRD de los apdsitos de Zn-nps/PCL hechos de A) fibras con estructura
uniaxial y de B) fibras con estructura coaxial. Los picos de difraccion correspondientes a las
estructuras semi-cristalina de la PCL, hexagonal del ZnO y monoclinica de acetato de Zn se
encuentran marcadas con lineas punteadas negra, roja y azul, respectivamente.

7.1.2.6. Angulo de contacto al agua (WCA).
El caracter hidrofilico o hidrofébico de la superficie de las fibras uniaxiales y coaxiales de Zn-
nps/PCL electrohiladas fue evaluado midiendo el &ngulo de contacto (H20 DI). En la Figura 21
se observa que todas las fibras, tanto la compuesta Unicamente de PCL como las compuestas
de Zn nps/PCL (uniaxiales y coaxiales) mostraron un caracter hidrofébico (© > 90°).

Sin embargo, se observa claramente que el angulo de contacto de las fibras que
contienen nanocompuestos de Zn (© = 130.6 - 101.4, Tabla 4) es menor que el de las fibras
compuestas unicamente de PCL (© = 134.5, Tabla 4); asi, claramente la presencia de
nanocompuestos de Zn en los apésitos de PCL generaron una disminucién de hidrofobicidad
en la superficie de las fibras.

La naturaleza polar de las moléculas que componen los nanocompuestos de Zn
embebidos en las fibras aumento la afinidad de la superficie de los apdsitos con el agua ya que
se favorecio la interaccion dipolo-dipolo entre las moléculas de los nanocompuestos de Zn y las
de agua; consecuentemente, la hidrofobicidad de las fibras decrecié conforme la concentracion
de nano-compuestos de Zn en las fibras aumentd. Ademas, la disminucién de hidrofobicidad
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fue ligeramente mayor en la superficie de los apdsitos de fibras coaxiales (Zn/PCL-c) que en los
apositos correspondientes de fibras uniaxiales (Zn/PCL-u). En los apésitos de fibras coaxiales
los nanocompuestos de Zn estan expuestos mayoritariamente en la superficie de las fibras
(coraza externa) lo que genera un menor angulo de contacto que en las fibras uniaxiales en
donde los nanocompuestos de Zn se encuentran dispersos en toda la fibra (principalmente en

su eje axial, centro de las fibras).
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Figura 21. Angulos de contacto promedio + DE medidos entre la gota de agua y la superficie
de las diferentes fibras electrohiladas uniaxialmente (linea solida azul) y coaxialmente (linea

sélida verde).

Tabla 4. Angulos de contacto, promedio + DE, medidos entre la gota de agua y la superficie de

las diferentes fibras electrohiladas.

Fibras electrohiladas

Angulo de contacto (°)

PCL 1345 +0.7
9Zn/PCL-u 130.6 £ 0.6
12Zn/PCL-u 121.0+1.3
15Zn/PCL-u 120.2+0.4
25Zn/PCL-u 106.9+0.4
9Zn/PCL-c 1155+0.4
12Zn/PCL-c 112.2+£0.5
15Zn/PCL-c 110.1+£1.5
25Zn/PCL-c 1014 +0.4
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7.1.2.7. Pérdida de masa.

La pérdida de masa de los diferentes apdsitos antibacterianos que contenian Zn-nps en un
medio acido (pH = 4.01) resulto significativamente mayor en comparacion con las fibras de PCL
que no contenian nps como se observa en la grafica de la Figura 22. La tasa de pérdida de
masa mas alta se produjo durante los primeros 3 dias, dando lugar a una pérdida de masa de
43-55% en las fibras con Zn-nps y estructura uniaxial, una pérdida de masa (Wloss) de 40-50%
en las fibras con Zn-nps y fibras con estructura coaxial y una Wloss de 11% para las fibras de
PCL (Figura 22). Después del dia 3, la tasa de pérdida de masa disminuyo; la Wloss en el dia
21 fue similar para todos los apdsitos de fibras con nps independientemente de la concentracion
de Zn-nps (55 - 68%) y para las fibras de PCL la WIloss fue de 28%. Claramente, la pérdida de
masa de los apédsitos Zn-nps/PCL fue significativamente mayor en comparacién con PCL,
probablemente debido a un efecto sinérgico entre el proceso de degradacion de la PCL y de las
propiedades de las Zn-nps. La degradacion de la PCL ocurre por hidrdlisis (95) y la polaridad
de las nps de ZnO y acetato de Zn disminuyé la hidrofobicidad de los apdsitos facilitando
interaccion superficial con el agua contribuyendo a aumentar la degradacion. Se produjeron
altas tasas de degradacion durante los primeros dias de incubacién (Wloss = 45%, dia 3) y
luego, las tasas de degradacién disminuyeron (Wloss = 65%, dia 6) hasta que no se produjeron
incrementos significativos de WIloss. Este patrén de degradacion puede explicarse para la
primera etapa que implica la degradacién rapida de la fase amorfa de PCL y la segunda que
implica la degradacioén lenta de la fase cristalina de la PCL (95,96); las Zn-nps disminuyeron la
cristalinidad de PCL, lo que también contribuye a aumentar la pérdida de masa de los apdsitos
de Zn-nps/PCL en comparacién con PCL.
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Figura 22. Pérdida de masa de los apdsitos antibacterianos de Zn-nps/PCL conformados de
fibras con estructura uniaxial (A) y de fibras con estructura coaxial (B) inmersas en medio acido
en funcién del tiempo.
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7.1.3. Evaluacion de la actividad antibacteriana de los apdsitos de Zn-nps/PCL.
La capacidad de las fibras de inhibir el crecimiento bacteriano en el medio de cultivo circundante
(crecimiento bacteriano plancténico en un medio liquido) y de prevenir la adhesion de bacterias
en la superficie de las fibras (y con ello prevenir la formacion de biopelicula) fue estimada
mediante los ensayos de turbidimetria y de MTT, respectivamente, en contra de las cepas
bacterianas E. coli (Gram-negativa) y S. aureus (Gram-positiva).

7.1.3.1. Ensayo antibacteriano por Turbidimetria.

Los resultados del ensayo de turbidimetria después de 24 h de incubacion de las dos diferentes
cepas bacterianas en presencia de las diferentes fibras electrohiladas (Figura 23) indicaron que
todas las fibras de PCL que contienen nanocompuestos de Zn inhibieron significativamente el
crecimiento bacteriano plancténico en el medio liquido en comparacion con las fibras
compuestas Uunicamente de PCL (fibras control). El crecimiento bacteriano fue reducido = 50%
en presencia de la mayoria de las fibras de PCL que contenian nano-compuestos de Zn
respecto a la fibra control de PCL; sin embargo, esta inhibicién fue ligeramente mayor en contra
de S. aureus que en contra de E. coli lo que est4 de acuerdo con reportes previos en los cuales
se usaron nanoparticulas de ZnO y nps de acetato de Zn como agentes antibacterianos en
contra de estas dos cepas (35,58,94,97,98). Este fendmeno ha sido cominmente atribuido a la
diferente constitucion de la pared celular de las bacterias Gram-positivas y Gram-negativas; la
pared celular de las bacterias Gram-negativas (como E. coli) presenta dos membranas lipidicas
entre las que se localiza una fina pared celular de peptidoglicano, mientras que las bacterias
Gram-positivas (como S. aureus) s6lo poseen una membrana lipidica interna bajo una gruesa
pared de peptidoglicano lo que incrementa su susceptibilidad a los compuestos antibacterianos
como ZnO y acetato de Zn. La pared celular de S. aureus, compuesta por peptidoglicanos
(aminoécidos), esta expuesta directamente al medio circundante y es posible que el caracter
polar de estas moléculas le haya permitido interactuar mas facilmente con los iones de Zn?*
generados por las Zn-nps embebidas en las fibras lo que, posiblemente, resulté en una mayor
respuesta antibacteriana. Por otro lado, la gruesa pared celular de E. coli, también compuesta
por peptidoglicanos, esta protegida del medio circundante por su membrana lipidica externa y
es posible que la baja polaridad de estas moléculas, hayan limitado su interaccién con los iones
de Zn?* generados por las Zn-nps embebidas en las fibras causando una menor respuesta
antibacteriana.

La actividad antibacteriana plancténica de las fibras no parecié haberse incrementado
con el aumento de la concentracion de ZnO nps en las soluciones de electrohilado; las fibras
9Zn/PCL-u y 9Zn/PCL-c disminuyeron el crecimiento bacteriano plancténico = 50 - 60% y = 40
- 50%, respectivamente para S. aureus y E. coli; sin embargo, no se observé un aumento
significativo en la actividad antibacteriana en el resto de las fibras electrohiladas con las
soluciones con mayores concentraciones de ZnO nps soluciones (i.e. 12Zn/PCL-u, 12Zn/PCL-
¢, 15Zn/PCL-u, 15Zn/PCL-c, 25Zn/PCL-u y 25Zn/PCL-c). El acido acético (AcAc) empleado
para preparar las soluciones de electrohilado es un acido débil con un porcentaje de ionizacion
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de = 8.6% a temperatura ambiente, lo que indica que de las especies en equilibrio presentes en
la disolucion (CH3COOH, CH3OO" y H30*) solo el 8.6% se encuentran ionizados (CHz0O0" y
H3O*); por lo tanto, la reaccién entre el AcAc y las ZnO nps que forma el acetato de Zn esta
limitada por la cantidad de especies CH3OO" presentes en el disolvente y no por la cantidad de
ZnO nps. Como el acetato de Zn presente en las fibras es el principal liberador de iones de Zn?*
en el medio liquido, la inhibiciébn del crecimiento bacteriano plancténico que generan las
diferentes fibras con nanocompuestos de Zn es similar.

En términos del efecto en la actividad antibacteriana planctonica de las dos diferentes
condiciones de iluminacién antes de la inoculacion bacteriana de las fibras (i.e. oscuridad y pre-
iluminacién con radiacion UVA, Figuras 23A vs 23B y Figuras 23C vs 23D); se observé que las
fibras que fueron pre-iluminadas con radiacion UVA inhibieron el crecimiento bacteriano
planctonico ligeramente mas que lo que lo hicieron las fibras que permanecieron en oscuridad,
esto sucedi6 para ambas cepas bacterianas; sin embargo, la reduccion del crecimiento
bacteriano Unicamente fue significativa para la mayoria de las fibras ensayadas con E. coli
(Figura 23B; + p de fibras “X” no iluminadas vs p de las mismas fibras “X” previamente
iluminadas con luz UVA) y no lo fue para las ensayadas con S. aureus. Por otro lado, bajo la
misma condicion de iluminacién previa a la inoculacion bacteriana, las fibras uniaxiales que
contienen nano-compuestos de Zn indujeron una inhibicion significativamente mayor en el
crecimiento bacteriano plancténico que sus correspondientes fibras coaxiales en contra de E.
coli, pero para S. aureus sOlo se observaron diferencias significativas en la inhibicion del
crecimiento plancténico entre las fibras uniaxiales 9Zn/PCL-u y su contraparte coaxial 9Zn/PCL-
¢ que no fueron previamente iluminadas con radiacion UVA.

Una vez que los apésitos fueron colocados en el medio de cultivo (liquido), la superficie
de todas las micro-fibras del apdsito se encontraban en contacto directo con el medio de cultivo
debido a su alta porosidad y al tamafio de las fibras (gran superficie de contacto), de esta
manera principalmente las nanoparticulas de acetato de Zn embebidas en las fibras se
disociaron lentamente liberando iones de Zn?* en el medio de cultivo (93) lo que inhibi6 el
crecimiento bacteriano en él. En grandes organismos, los iones de Zn?* se unen a proteinas
celulares sesgando selectivamente la cantidad apropiada de iones; asi, cantidades adecuadas
de iones de Zn?* pueden ser metabolizadas por vias naturales (99). En consecuencia, se espera
gue una liberacién estable de iones de Zn?* en el organismo receptor del tratamiento (ya sea
en animales en estudios in vivo 0 en pacientes en estudios preclinicos) no represente un factor
toxico relevante. Sin embargo, para organismos unicelulares (como las bacterias) la
homeostasis puede ser facilmente comprometida ya que los iones de Zn?* podrian unirse
indiscriminadamente con las proteinas creando una acumulacion intracelular y generando una
disfuncion celular que deriva en el envenenamiento y muerte de las bacterias (100). Como las
fibras uniaxiales tuvieron mayores concentraciones de Zn (en forma de nps de ZnO y de acetato
de Zn) que sus correspondientes fibras con estructura coaxial, entonces, mayores cantidades
de Zn*? pudieron ser liberadas de las fibras uniaxiales que de las fibras coaxiales, causando
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una mayor desestabilizacién en la homeostasis bacteriana e incrementando la inhibicién del
crecimiento plancténico bacteriano en el medio liquido
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Figura 23. Proliferacion bacteriana (%) estimada a partir de la turbidez del medio de cultivo
inoculado después de 24 h de incubacién con A-B) E. coliy C-D) S. aureus en presencia de las
fioras de PCL (barras color gris), fibras-uniaxiales 9Zn/PCL-u, 12Zn/PCL-u, 15Zn/PCL-u y
25Zn/PCL-u (barras color azul claro), o fibras-coaxiales 9Zn/PCL-c, 12ZnO/PCL-c, 15Zn/PCL-c
y 25Zn/PCL-c (barras color azul obscuro), que no fueron iluminadas (barras color sélido) o que
fueron iluminadas con radiacion UVA (barras rayadas) previamente a la inoculacion bacteriana.
Los valores se expresan como la media + DE (n=6) y considerando *p < 0.05, **p < 0.01 y ***p
< 0.001). Los simbolos sobre las barras indican: *, p de fibras “X” vs. p de fibras de PCL bajo
las mismas condiciones de iluminacion previa a la inoculacion bacteriana; &, p de fibras “X” vs.
p de fibras con la menor concentracion de nanocompuestos de Zn bajo la misma condicién de
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pre-iluminaciéon (i.e. 9Zn/PCL-u o vs 9Zn/PCL-c, respectivamente para fibras-uniaxiales o -
coaxiales); +, p de fibras “X” no iluminadas vs p de las mismas fibras “X” previamente iluminadas
con luz UVA,; ¢, p de fibras-uniaxiales vs. p de fibras-coaxiales correspondientes.

7.1.3.2. Ensayo antibacteriano por MTT.

La Figura 24 muestra el porcentaje de bacterias viables adheridas (formacién inicial de
biopelicula) a la superficie de las diferentes fibras electrohiladas compuestas de PCL y
nanocompuestos de Zn respecto de las fibras electrohiladas compuestas Unicamente de PCL
(fibras control), estimado a partir del ensayo MTT después de 24 h de incubacion bacteriana.
Todas las fibras de PCL que contienen nanocompuestos de Zn inhibieron significativamente la
adhesiébn de ambas cepas bacterianas en su superficie (i.e., el crecimiento inicial de la
biopelicula) en comparacion con las fibras compuestas Unicamente de PCL (fibras control) para
las dos condiciones de iluminacion previas a la inoculacién de las bacterias (oscuridad o
iluminacién con luz UVA). Este efecto antibacteriano en la superficie de las fibras podria ser
asignado, principalmente, a la generacion de ROS debido a la accién fotocatalitica de las
nanoparticulas de ZnO ya que se observé una mayor inhibicién en la formacion inicial de
biopelicula en las fibras que fueron iluminadas con radiacién UVA (lo que equivale a una energia
>Eg de las ZnO nps) antes de la inoculacién bacteriana (Figura 24B y Figura 24D).

En general, se observo que las fibras que contenian nanocompuestos de Zn y que fueron
iluminadas con radiacion UVA previamente a la inoculacion de las bacterias, produjeron una
mayor disminucion en la adhesion de ambas cepas bacterianas en comparacién con las fibras
gue permanecieron es oscuridad antes de la inoculacién de las bacterias. Se observaron
diferencias significativas en la disminucién de la adhesion de bacterias E. coli entre las fibras
15Zn/PCL-u, 25Zn/PCL-u, 9Zn/PCL-c y 25Zn/PCL-c que fueron previamente iluminadas con
radiacion UVA Yy las fibras correspondientes que no lo fueron (Figuras 24A vs 24B; +, p de fibras
“X” no iluminadas vs p de las mismas fibras “X” previamente iluminadas con luz UVA).
Asimismo, la disminucion en la adhesion de las bacterias S. aures fue significativa entre las
fibras 12Zn/PCL-u, 9Zn/PCL-c, 12Zn/PCL-c y 25Zn/PCL-c que fueron previamente iluminadas
con radiacion UVA 'y las fibras correspondientes que no lo fueron (Figuras 24C vs 24D; +, p de
fibras “X” no iluminadas vs p de las mismas fibras “X” previamente iluminadas con luz UVA).
Este efecto también podria ser atribuido al mecanismo antibacteriano fotocatalitico
incrementado bajo la previa iluminacién artificial con radiacion UVA. Como ya se menciono
anteriormente, el ZnO es un semiconductor con una Eg = 3.21 eV (386 nm) que puede generar
ROS en un medio acuoso por fotocatalisis; si la produccion de ROS se incrementa a un nivel
gue excede la capacidad de defensa antioxidante de las bacterias induciria estrés oxidativo,
resultando en un dafio en los lipidos, las proteinas y el ADN de las bacterias (101).

Es importante resaltar que el incremento en la actividad antibacteriana de las fibras que
fueron iluminadas por 30 min con luz UVA antes de la inoculacién bacteriana, implicaria que al
exponer las fibras con hanocompuestos de Zn a la radiacion solar (tomando en cuenta que de
95% de la radiacién UV que llega a la superficie terrestre del sol es radiacion UVA) se podria
incrementar su actividad antibacteriana; de manera que la exposicion a la luz solar del apdsito
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antibacteriano podria ser empleada como una estrategia segura para que los pacientes o los
médicos incrementen y/o reactiven las propiedades antibacterianas de estos apositos,
aumentando su eficacia y su vida util.

En contraste con los resultados del crecimiento bacteriano plancténico en un medio
liquido (ensayo de turbidimetria) descritos anteriormente, la concentracion de Zn presente en
las fibras (estimada por el analisis EDS general) expuso una clara correlacion con la reduccion
de la adhesion bacteriana en la superficie de las fibras (formacion inicial de biopelicula) tanto
de E. coli y como de S. aureus en ambas condiciones de pre-iluminacién (oscuridad o
iluminacién con luz UVA); la tendencia general indicé que la adhesion bacteriana en la superficie
de las fibras se redujo a medida que la concentracion de Zn en las fibras fue mayor. Esto se
podria atribuir a que, en las soluciones preparadas para el proceso de electrohilado, sélo una
cantidad restringida de ZnO nps pudo haber reaccionado con el AcAc formando acetato de Zn
y el resto de las nps se mantuvo como ZnO mostrando asi, una tendencia en el efecto
antibacteriano en funcion de la concentracion de Zn presente en las fibras. Ademas, se debe
considerar que al mismo tiempo que se generan las ROS debido al efecto fotocatalitico en la
superficie de las ZnO nps, las nps podrian estar ionizdndose positivamente en el medio de
cultivo; y dado que el ZnO no es un compuesto que se disuelve facilmente, las cargas positivas
tienden a permanecer embebidas en la superficie de las fibras interactuando de manera
destructiva con la pared celular de las bacterias cargadas negativamente.

Por otro lado, bajo la misma condiciébn de iluminacion previa a la inoculacién (i.e.
oscuridad o iluminacién con luz UVA) se observé que la adhesion bacteriana en la superficie de
las fibras con estructura coaxial fue significativamente menor que la adhesién bacteriana en la
superficie de las fibras correspondientes con estructura uniaxial. Asi, en términos del efecto
antibacteriano que produce la estructura de las fibras (uniaxial o coaxial), la capacidad de las
fiboras de inhibir la adhesion bacteriana y de prevenir la formacion de biopelicula fue
significativamente mayor en las fibras con estructura coaxial que en sus correspondientes fibras
con estructura uniaxial (p.ej., 9Zn/PCL-u vs 9Zn/PCL-c), a pesar de que la concentracién total
de nanocompuestos de Zn respecto a PCL fue mayor en las fibras con estructura uniaxial que
en las fibras con estructura coaxial (resultados del andlisis EDS general). Una mayor superficie
de contacto de las ZnO nps con el medio circundante puede facilmente resultar en un
incremento en la produccion fotocatalitica de las ROS y en un aumento de la interaccion con
sus especies ibdnicas, lo que explica una mayor inhibicion de la adhesién bacteriana a la
superficie de las fibras implicando que las fibras de Zn/PCL con estructura coaxial inhibirian la
formacion de biopelicula en su superficie de manera mas efectiva que lo que lo harian las fibras
correspondientes con estructura uniaxial. Por lo tanto, el disefio de fibras coaxiales compuestas
de nanoparticulas antibacterianas base Zn embebidas en la superficie de fibras de PCL
propuesto en esta investigacion, ha resultado en un material con propiedades antibacterianas
mejoras en comparacion con las fibras uniaxiales convencionales.
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Figure 24. Bacterias adheridas (%) a la superficie de las fibras, estimado a partir de los ensayos
de MTT después de 24 h de incubacion con A-B) E. coli y C-D) S. aureus en presencia de las
fiboras de PCL (barras color gris), fibras-uniaxiales 9Zn/PCL-u, 12Zn/PCL-u, 15Zn/PCL-u y
25Zn/PCL-u (barras color anaranjado claro), o fibras-coaxiales 9Zn/PCL-c, 12ZnO/PCL-c,
15Zn/PCL-cy 25Zn/PCL-c (barras color anaranjado obscuro), que no fueron iluminadas (barras
color solido) o que fueron iluminadas con radiacion UVA (barras rayadas) previamente a la
inoculacion bacteriana. Los valores se expresan como la media £ DE (n=6) y considerando *p
<0.05, **p <0.01y ***p < 0.001). Los simbolos sobre las barras indican: *, p de fibras “X” vs. p
de fibras de PCL bajo las mismas condiciones de iluminacion previa a la inoculacion bacteriana;
&, p de fibras “X” vs. p de fibras con la menor concentracién de nanocompuestos de Zn bajo la
misma condicion de pre-iluminacion (i.e., vs 9Zn/PCL-u o vs 9Zn/PCL-c, respectivamente para
fibras-uniaxiales o -coaxiales); +, p de fibras “X” no iluminadas vs p de las mismas fibras “X”
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previamente iluminadas con luz UVA; ¢, p de fibras-uniaxiales vs. fibras-coaxiales
correspondientes.

7.2. Andamio celular; fibras electrohiladas de gelatina (Gel) y policaprolactona (PCL).
7.2.1. Caracterizacion fisico-quimica de los andamios de Gel/PCL.

7.2.1.1. Microscopia electronica de barrido (SEM).
En la Figura 25 se observan las micrografias por SEM representativas de la microestructura de
los andamios de PCL, 30Gel/PCL y 45Gel/PCL y los respectivos histogramas de frecuencia del
diametro de las fibras. Los andamios electrohilados mostraron una morfologia fibrilar con fibras
gue se encuentran orientadas aleatoriamente y con una porosidad interconectada; esta
morfologia es similar a la morfologia de la matriz extracelular (MEC) de la dermis. Los didametros
promedio de las fibras fueron estimados en 2.152 pum, 0.752 um y 0.708 um para los andamios
de PCL, 30Gel/PCL y 45Gel/PCL, respectivamente. Los diametros de las fibras de los andamios
que contenian PCL y Gel fueron notablemente menores que los diametros de las fibras
compuestas de PCL; el diametro promedio de las fibras con mayor contenido de Gel (45 wt.%
respecto wt.% total, i.e. Gel + PCL) result6 ligeramente menor que el de las fibras que contenian
30 wt.% de Gel. EIl histograma de frecuencia de las fibras de PCL (Figura 25D) muestra que
los diametros de estas fibras se encuentran en un intervalo de 0 - 4um, mientras que los
histogramas de los didmetros de las fibras de 30Gel/PCL (Figura 25E) y 45Gel/PCL (Figura
25F) se encuentran en un intervalo de 0 - 1.6 um y 0 - 1.4 um, respectivamente. Por lo tanto,
las fibras de Gel/PCL tuvieron un diametro mas uniforme que las fibras de PCL lo que indica
una morfologia mas homogénea. Se observé que el diametro promedio y el intervalo del
diametro de las fibras fue menor en los andamios compuestos de Gel/PCL que en los
compuestos de PCL; por lo tanto, la adicion de Gel a las soluciones de PCL facilito la generacion
de fibras mas delgadas y morfolégicamente mas homogéneas. Una solucibn con una
separacion de fases importante generaria una morfologia altamente discontinua de las fibras,
por lo que el intervalo angosto del didmetro de las fibras en los histogramas de los andamios
compuestos por Gel/PCL comparado con el del histograma de los andamios de PCL indica que
la PCL y la Gel formaron una solucion polimérica homogénea. La clara disminucion en el
didmetro de las fibras de Gel/PCL comparado con el de las fibras de PCL puede ser atribuida
al incremento de la densidad de carga en las soluciones poliméricas debido a la presencia de
la Gel. La PCL es un polimero sintético no ibnico que no se espera que produzca una
significativa cantidad de cargas en la solucion; sin embargo, las moléculas de Gel estan
formadas de grupos amino y carboxilo que en un medio acido como el AcAc (pH 2.4) pueden
ser facilmente protonados produciendo cargas positivas (82,83), lo cual incrementa la densidad
de carga y la conductividad de la solucion; de manera que los didmetros de las fibras
disminuyeron en los andamios que contenian gelatina debido a un aumento en las fuerzas de
elongacion en el jet de solucién polimérica expulsado durante el proceso de electrohilado (102).
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Figura 25. Micrografias de SEM representativas de los andamios (A) PCL, (B) 30Gel/PCL y (C)
45Gel/PCL y los respectivos histogramas de frecuencia del diametro de fibras (PCL; barras con
lineas negras, 30Gel/PCL; barras con lineas rojas y 45Gel/PCL; barras con lineas azules).
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7.2.1.2. Angulo de contacto al agua (WCA).

Los angulos de contacto (©) medidos para los andamios de PCL, 30Gel/PCL y 45Gel/PCL
después de 1 s, 3 sy 5 s de depositar la gota de agua en la superficie de los andamios se
muestran en la Tabla 5.

Tabla 5. Mediciones del angulo de contacto; media + DE, para los andamios de PCL, 30Gel/PCL
y 45Gel/PCL después de 1 s, 3 sy 5 s de haber depositado la gota de agua en la superficie.

Angulo de contacto (°)

Andamio 1s 3s 5S

PCL 132.86 £2.44 130.99+2.57 130.51+2.62
30Gel/PCL 66.57 +1.71 41.04 +0.85 31.83+0.16
45Gel/PCL 56.93+7.31 19.43+£1.94 14.84 £ 0.29

En la Figura 26. se puede observar que después de 5 s de colocar la gota de agua en la
superficie de los andamios compuestos Unicamente de PCL, la gota de agua mantuvo su forma
esférica y el angulo de contacto se mantuvo mayor a 90° (© = 130.51°, Figura 26) indicando
gue los andamios de PCL poseen una superficie hidrofobica (i.e. © > 90). En contraste, después
de 1 s de haber depositado la gota de agua en la superficie de los andamios que contienen 30
wt.% (30Gel/PCL) y 45 wt.% (45Gel/PCL) de gelatina (respecto al peso total del andamio), la
gota de agua fue parcialmente absorbida y los angulos de contacto fueron © = 66.57° y 56.93°,
respectivamente (Figura 26); después de 5 s de haber depositado la gota de agua, los angulos
de contacto disminuyeron rapidamente a 31.83° en la superficie del andamio 30Gel/PCL y a
14.85° en la del andamio de 45Gel/PCL indicando que poseen una superficie hidrofilica (i.e. ©
< 90°). El andamio de 45Gel/PCL el cual contenia una mayor cantidad de gelatina tuvo una
superficie mas hidrofilica (mayor mojabilidad al agua) que el andamio de 30Gel/PCL que
contenia menor cantidad de gelatina; esto ocurrié para todos los tiempos de observacion (1 s,
3 sy 5 s después de haber depositado la gota de agua en la superficie). Por lo tanto, el
incremento en la mojabilidad al agua de los andamios de Gel/PCL respecto al andamio de PCL
fue claramente incrementada por la adiciébn de la gelatina. La naturaleza polar de la Gel
incrementd la mojabilidad al agua de las superficies de los andamios compuestos de Gel/PCL
sobre la del andamio de PCL; esto es importante porque los andamios con buena mojabilidad
al agua (con superficie hidrofilica) tienen una influencia benéfica para la adhesion y la
proliferacion celular, y mejoran el proceso de cicatrizacion de heridas (103,104). Ademas, las
células sembradas in vitro sobre un andamio con una superficie hidrofilica permanecerian
adheridas al andamio mientras el constructo (células sembradas en el andamio) se transfiere
de la caja de cultivo a la lesién, lo que favoreceria el uso de este material como una estrategia
para el tratamiento de heridas dermo-epidérmicas por ingenieria de tejidos.

64



160

.0 6 6

. = PCL

1204

AN
AN

2]
(=]
L 1 L

Angulo de contacto (°)

40 4 .x
e 30Gel/PCL

20 H

T ————a 45Gel/PCL
e .
0 T T T T T T T T T T T T
1 2 3 4 5 6 7

tiempo (s)

Figura 26. Gréfica comparativa de los angulos de contacto en la superficie los andamios de
PCL (linea solida negra), 30Gel/PCL (linea solida roja) y 45Gel/PCL (linea sélida azul) después
de 1s, 3sy5 s de haber depositado la gota de agua.

7.2.1.3. Espectroscopia infrarroja (FT-IR).

Los espectros FT-IR de los andamios de PCL, 30Gel/PCL y 45Gel/PCL se muestran en la Figura
27. El espectro del andamio de PCL (Figura 27B) presento los picos correspondientes a los
modos vibracionales de estiramiento asimétrico y simétrico del grupo CH2 (2945 cm? y 2859
cml, respectivamente), estiramiento del grupo -COO (1731 cm?), estiramiento del grupo C-C
(1294 cm™), estiramiento asimétrico y simétrico del grupo C-O-C (1240 cm* y 1175 cm,
respectivamente) y estiramiento del grupo C-O (1045 cm™), todos ellos propios de la
policaprolactona.

Los espectros FT-IR de los andamios de 30Gel/PCL (Figura 27C) y 45Gel/PCL (Figura
27D), ademas de mostrar las bandas correspondientes a la PCL exhibieron la presencia de los
picos en 1651 cm?t y 1538 cm correspondientes a los grupos amida | y amida II,
respectivamente; estos grupos son caracteristicos de la gelatina y confirman la presencia de
Gel en los andamios de PCL (Figura 27, lineas verdes punteadas). Por otro lado, los espectros
FT-IR de la Gel (Figura 27A) y de la PCL (Figura 27B) mostraron bandas en 3438 cm™ y 3488
cml, respectivamente, las cuales corresponden al estiramiento del grupo N-H de la Gel y grupos
O-H de la PCL; mientras que los espectros FT-IR de andamios de Gel/PCL revelaron una banda
ancha centrada en 3296 cm (Figura 27C y 27D, linea negra punteada), la cual puede ser
atribuida a un traslape de los grupos O-H de la PCL y N-H de la Gel (105). El desplazamiento
de estas bandas a menores numeros de onda indica interacciones moleculares por medio de
puentes de hidrogeno entre las moléculas de Gel y las de PCL (87,88,106). Las asignaciones
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correspondientes de las bandas presentes en los espectros FT-IR de Gel y de los andamios de
PCL y Gel/PCL se muestran en la Tabla 4. 2.

Intensidad (u.a)

b)

OH

a)

NH ¥

—
4000 3500

— + 1. v 1 ° I & 1. ' 1
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Figura 27. Espectros FT-IR de (a) Gel y de los andamios de (b) PCL, (c) 30Gel/PCL y (d)

45Gel/PCL.

Tabla 6. Numeros de onda correspondientes a los espectros FT-IR de la Gel y de los andamios
de PCL y Gel/PCL (30Gel/PCL y 45Gel/PCL) y sus asignaciones.

Namero de onda (cm™?)

PCL Gel Gel/PCL Asignacion Referencia
3488 grupos O-H (207)
3438 estiramiento N-H asociado con el grupo (79,108)
3296  traslape de grupos O-H y estiramiento N-H (105)
2945 2945 estiramiento asimétrico CHz (49,108)
2859 2859 estiramiento simétrico CH> (3,6)
1731 1731 estiramiento carbonilo (-COO) (3,6)
1651 1651 estiramiento C=0, amida | (108-110)
1538 1538 flexion N-H, amida Il (108-110)
1294 1294 estiramiento C-C (49,108)
1240 1240 estiramiento asimétrico C-O-C (49,108)
1175 1175 estiramiento simétrico C-O-C (108)
1045 1045 estiramiento C-O (6)
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Es posible que la fuerte acidez del AcAc (pH = 2.3) empleado para obtener las soluciones de
electrohilado haya favorecido la formacién de grupos O-H a partir de los grupos carbonilos en
la PCL debido a una ligera degradacion (111) incrementando la susceptibilidad de las moléculas
de PCL para formar puentes de hidrogeno con los grupos N-H de las moléculas de Gel;
incrementando la miscibilidad de los andamios compuestos (30Gel/PCL y 45Gel/PCL).

7.2.1.4. Difraccion de rayos X (XRD).
Los difractogramas de rayos X adquiridos de los andamios de PCL, 30Gel/PCL y 45Gel/PCL se
muestran en la Figura 28. El difractograma del andamio compuesto unicamente de PCL exhibio
dos principales picos de difraccién en 20 =21.11° y 23.39° los cuales corresponden a los planos
(100) y (200) de la estructura semi-cristalina de la PCL (112).

Los difractogramas adquiridos de los andamios compuestos de 30Gel/PCL y 45Gel/PCL
también presentaron estos dos principales picos de difraccion correspondientes a la estructura
semi-cristalina de la PCL; la ausencia de picos correspondientes a la Gel se debe a que la Gel
es un polimero que tiene una estructura amorfa (Figura 28A).

En los dofractogramas de los andamios compuestos de gelatina y policaprolactona, la
intensidad del pico principal (20 =21.11°) disminuy6 = 15.46% en el difractograma del andamio
de 30Gel/PCL (Figura 28B, linea sdlida roja) y = 38.75% en el del andamio de 45Gel/PCL
(Figura 28B, linea solida azul); asimismo, la intensidad del pico secundario (26 = 23.39°)
disminuyo6 = 16.12% en el difractograma del andamio de 30Gel/PCL y disminuyo = 25.8% en el
de 45Ge/PCL, respecto de las intensidades de los picos en el difractograma de PCL tomadas
como el 100% (Figura 28B, linea sélida negra). La disminucion en la intensidad de los picos de
difraccién en los difractogramas de los andamios que contienen Gel (30Gel/PCL y 45Gel/PCL)
respecto a la intensidad de los picos en el difractograma del andamio de PCL indica una
reduccién en el porcentaje de cristalinidad de la PCL (113). Por lo tanto, el porcentaje de
cristalinidad de la PCL en los andamios de Gel/PCL disminuy6 debido a la cantidad de Gel
contenida en el andamio.

Se ha reportado que una disminucion en la cristalinidad de un material fibrilar compuesto
indica un incremento en la miscibilidad de sus componentes (78,114,115); entonces, la
disminucién del porcentaje de cristalizacion de la PCL en los andamios de Gel/PCL sugiere una
buena interaccion intermolecular entre la Gel (con estructura amorfa) y la PCL (con estructura
semi-cristalina) resultando en un aumento de enredos entre las cadenas de ambos polimeros
gue consecuentemente distorsiona las cadenas moleculares dispuestas ordenadamente (zonas
cristalinas) de la PCL (78,115,116).
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Figura 28. (A) Difractogramas de rayos-X de los andamios de PCL (linea sélida negra),
30Gel/PCL (linea sdlida roja) y 45Gel/PCL (linea solida azul) donde se observan dos principales
picos correspondientes a la estructura semi-cristalina de la PCL. (B) Disminucién de la
intensidad de los picos de difraccién en los andamios de 30Gel/PCL y 45/Gel/PCL respecto a
la intensidad de los picos en el andamio de PCL.

7.2.1.5. Propiedades mecanicas; pruebas de tension uniaxial.

Las curvas de esfuerzo-deformacion obtenidas a partir del ensayo de tension uniaxial para los
andamios de PCL, 30Gel/PCL y 45Gel/PCL se muestran en la Figura 29. Se observé que a
pesar de que se ensayaron cuatro diferentes especimenes de cada uno de los tres diferentes
tipos de andamios (PCL, 30Gel/PCL o 45Gel/PCL) con las mismas dimensiones superficiales
(2 cm x 0.5 cm) y bajo las mismas condiciones de tension (velocidad de deformacion y carga),
se obtuvieron diferentes resultados (Figura 29. pruebas 1, 2, 3 y 4); esto se debe a que las
membranas fibrilares obtenidas mediante la técnica de electrohilado son materiales altamente
porosos, con fibras de didmetro variable y con orientacion aleatoria, por lo que poseen una
morfologia no homogénea que resulta en propiedades mecénicas no uniformes.

Las curvas esfuerzo-deformacién obtenidas para los andamios de PCL y 30Gel/PCL
(Figuras 29A y 29B, respectivamente) muestran que al iniciarse la prueba de tensién la relacién
esfuerzo-deformacién es lineal (obedece la ley de Hooke); por lo tanto, los andamios se
deformaron elasticamente (i.e. que si la carga se elimina, la muestra recupera su longitud
original). Después de la deformacion elastica inicial los andamios de PCL y 30Gel/PCL se
deformaron plasticamente (i.e. que el material no recupera su longitud inicial si se elimina la
carga aplicada). ElI comportamiento mecanico de los andamios de PCL y 30Gel/PCL
corresponde al de un polimero plastico; sin embargo, el modulo elastico del andamio de
30Gel/PCL fue dos veces mayor que el del andamio de PCL y tanto el esfuerzo maximo (o
resistencia maxima a la tension) como el porcentaje de elongacién a la rotura fueron menores
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para el andamio de 30Gel/PCL que para el de PCL (ver Tabla 7) lo que indica que el andamio
que contiene Gel es mas fragil que el andamio compuesto Unicamente de PCL. Por otro lado,
las curvas esfuerzo-deformacion obtenidas para el andamio de 45Gel/PCL (Figura 29C)
representa el comportamiento de un polimero fragil, ya que se rompe mientras se deforma
elasticamente (i.e. la relacion esfuerzo-deformacion es lineal). Los parametros mecanicos de
los andamios de PCL, 30Gel/PCL y 45Gel/PCL estimados a partir de las curvas esfuerzo-
deformacion se enlistan en la Tabla 7 y se muestran graficamente en la Figura 30.
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Figura 29. Curvas esfuerzo-deformacion obtenidas mediante la prueba de tension uniaxial para
los andamios de (A) PCL, (B) 30Gel/PCL y (C) 45Gel/PCL.
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Tabla 7. Pardmetros mecéanicos de los diferentes andamios.

Andamio fibrilar E (MPa) omax (MPa) € (%)
PCL 6.09 £ 3.10 2.27+£0.94 238.25 £59.12
30Gel/PCL 12.66 £ 2.63 1.23+0.15 56.05 = 20.54
45Gel/PCL 49.57 + 20.72 0.66 £0.29 1.53+0.15

Se observo que el modulo elastico (o médulo de Young) de los andamios se incremento
con la adicion de gelatina (Figura 30A), es decir que disminuyo su elasticidad. Por el contrario,
el contenido de gelatina claramente disminuyo el esfuerzo maximo o resistencia maxima a la
tension (Figura 30B) y el porcentaje de elongacion a la rotura (Figura 30C) de los andamios de
Gel/PCL en comparacion con el andamio de PCL. Claramente, la gelatina contenida en los
andamios de Gel/PCL tuvo una influencia en las propiedades mecanicas en relacion con el
andamio de PCL ya que, con el incremento de Gel, los andamios compuestos tendieron a
fragilizarse.

En resumen, con el aumento de cantidad de Gel en los andamios de 30Gel/PCL y
45Gel/PCL (30 wt.% y 45 wt.% respecto a la masa total del andamio) se incrementé el médulo
elastico y se disminuyeron el esfuerzo maximo y la elongacion a la rotura en comparacion con
el andamio de PCL (i.e. que la Gel debilité mecanicamente a los andamios). Este
comportamiento podria explicarse en términos de la disminucion del porcentaje de cristalinidad
de la PCL y de la longitud de las cadenas poliméricas en los andamios de Gel/PCL.

Un polimero semi-cristalino esta estructuralmente conformado por numerosas laminillas
de atomos ordenados (regiones cristalinas) separadas por zonas de atomos desordenados
(regiones amorfas). La deformacion elastica se debe principalmente al movimiento de las largas
cadenas poliméricas en las regiones amorfas (capaces de restablecer su posicién inicial) como
respuesta al esfuerzo aplicado y la deformacion plastica se debe a la respuesta de las
interacciones en las cadenas poliméricas de las regiones cristalinas (altamente ordenadas) con
las regiones amorfas (donde toda posterior deformacién queda limitada dentro de la regién
deformada); (117). Asi una disminucién en el porcentaje de cristalinidad de los andamios de
30Gel/PCL y 45Gel/PCL (resultados por XRD y DSC) disminuyd el esfuerzo maximo y la
elongacion a la rotura en comparacion con el andamio de PCL. Como resultado de la
disminucién de la regidn cristalina en los andamios de Gel/PCL aumento la region amorfa. Como
se menciono anteriormente la elasticidad de un polimero esta directamente relacionada con el
desdoblamiento de las cadenas poliméricas de la region amorfa del polimero como respuesta
al esfuerzo aplicado; sin embargo, a pesar de que la region amorfa de los andamios de Gel/PCL
aumentd, el moédulo elastico también aumentd (i.e. que la elasticidad de los andamios
disminuy0). Esto siguiere que la longitud de las cadenas poliméricas fue afectada con la adicion
de la Gel, o sea, que el tamafio de las cadenas poliméricas disminuyo debilitando
mecdanicamente a los andamios de Gel/PCL (118). Posiblemente, la disminucién del tamafio
de las cadenas poliméricas en los andamios de Gel/PCL se deba a la baja regularidad
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estructural (diferencias en el tamafio y composicién de las moléculas) propia de la mezcla de
polimeros.
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Figura 30. Valores de (A) Mddulo elastico (o médulo de Young), (B) Esfuerzo maximo (o
resistencia maxima a la tensién) y (C) Elongacion a la rotura estimados para los andamios de
PCL (barra con lineas negras), 30Gel/PCL (barra con lineas rojas) y 45Gel/PCL (barra con
lineas azules) a partir de las curvas esfuerzo-deformacion.

7.2.1.6. Anélisis termogravimétrico (TGA).
Las curvas termogravimétricas o termogramas por TGA de la Gel (polvo) y de los andamios de
PCL, 30Gel/PCL y 45Gel/PCL (lineas sélidas verde, negra, roja y azul, respectivamente) asi
como las curvas derivadas correspondientes a la velocidad de la variacion de masa (lineas
punteadas) se muestran en la Figura 31.
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Figura 31. Termograma por TGA de Gel (linea sdlida verde) y de los andamios de PCL (linea
sélida negra), 30Gel/PCL (linea solida roja) y 45Gel/PCL (linea sodlida azul). Y curva
correspondiente a la velocidad de la variacién de la masa en funcién de la temperatura (Deriv.
Weight) de Gel (linea punteada verde) y de los andamios de PCL (linea punteada negra),
30Gel/PCL (linea punteada roja) y 45Gel/PCL (linea punteada azul).

El termograma por TGA del andamio de PCL mostro solo un intervalo de temperatura de
degradacion que comenzé en 299°C y finalizé 463°C, donde el andamio perdio el 97.48% de su
masa total y la temperatura en la que la velocidad de degradacion fue mayor (Tmaxt) fue de
394.13°C (i.e. la maxima intensidad del pico de la curva derivada). La pérdida de masa de la
Gel se observo en dos intervalos temperatura, el primer intervalo (de = 20°C a = 160°C)
corresponde a la pérdida del agua absorbida por la Gel (119) mientras que el segundo intervalo
de temperaturas (de 196°C a 495°C con una Tmax1 = 319.03°C) corresponde propiamente a una
degradacion de la Gel en la cual perdié 75.48% de su masa debido a un proceso de ruptura de
los enlaces peptidicos y de las cadenas de proteina (119,120).

Los termogramas de los andamios de 30Gel/PCL y 45Gel/PCL mostraron una sutil
pérdida de masa de = 3% y 5% respecto a su masa total, respectivamente, en un intervalo de
temperatura entre = 50°C y = 80°C que corresponde a la evaporacion del agua absorbida por la
Gel contenida en los andamios. La pérdida de masa por degradacion térmica de los andamios
de Gel/PCL ocurrié en un intervalo de temperaturas con dos temperatura maximas en las que
la velocidad de degradacion térmica fue mayor (Tmaxt Y Tmaxz; donde Tmaxi > Tmax2) Y que reflejan
el efecto de cada uno de los polimeros (Gel y PCL) en la degradacion térmica del andamio
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compuesto; aparentemente, la Tmax1 de los andamios de Gel/PCL corresponde principalmente
a la descomposicion de la PCL y la Tmax2 corresponde principalmente a la descomposicion de
la Gel. El intervalo de temperaturas de maxima degradacion que se observo para el andamio
de 30Gel/PCL comenzo en 249°C y termin6 en 475°C donde el andamio perdié el 91.29% de
su masa total con la Tmax1 = 389.49°C y la Tmaxze = 324.45°C. Para el andamio de 45Gel/PCL el
intervalo de temperaturas de maxima degradacién térmica inicié en 238°C y finalizdé en 474°C
en el cual el andamio experimenté una pérdida de masa total de 94.91% con una Tmaxt =
387.50°C y una Tmaxz= 318.12°C. El comportamiento térmico de la Gel (polvo) y de los andamios
de PCL, 30Gel/PCL y 45Gel/PCL se enlistan en la Tabla 8.

Table 8. Comportamiento térmico de Gel (polvo) y andamios de PCL, 30Gel/PCL y 45Gel/PCL.

Muestra Principal region Perdida de Tmax1 (°C) Tmax2 (°C)
Gel 196 - 495 75.48 317.03 -
PCL 299 - 463 97.48 394.13 -

PCL 30Gel 249 - 475 91.29 389.49 324.45
PCL 45Gel 238 - 473 94.91 387.50 318.12

Los termogramas de los andamios de Gel/PCL mostraron que la Tmaxz (i.e. la menor Tmax
gue corresponde a la degradacion de la Gel) sufrié un ligero corrimiento hacia temperaturas
mayores en comparacion con la Tmax de la Gel (317.03°C); ya que la Tmaxe del andamio
30Gel/PCL fue de 318.12°C y la Tmaxz del andamio 45Gel/PCL fue de 324.45°C. Lewandowska
et. al. reportaron que un corrimiento a mayores temperaturas de la Tmax del componente con
la Tmax menor indica un incremento en la estabilidad térmica de un material polimérico
compuesto debido a algunas interacciones entre los dos componentes poliméricos de un
material compuesto (121). Por lo tanto, el corrimiento de la Tmax de la Gel a mayores
temperaturas en los andamios de Gel/PCL indican un incremento en la estabilidad térmica de
los andamios debido a algunas interacciones entre las moléculas de Gel y PCL, como enlaces
de tipo Van der Waals y/o puentes de hidrogeno (121). Estos resultados concuerdan con los
resultados obtenidos por FT-IR, ensayo de tension uniaxial, DSC y ensayo biuret.

7.2.1.7. Calorimetria diferencial de barrido (DSC).
Los termogramas DSC que indican el flujo de calor en funcion del calentamiento y enfriamiento
de los andamios de PCL, 30Gel/PCL y 45Gel/PCL se muestran en la Figura 32. Las
temperaturas en los puntos mas bajos de los picos endotérmicos en las curvas de calentamiento
corresponden a las temperaturas de fusiébn (Tm) de los andamios (Figura 32A); y las
temperaturas en los puntos mas altos de los picos exotérmicos de las curvas de enfriamiento
corresponden a las temperaturas de cristalizacion (Tm) de los andamios (Figura 32B). Se
observo claramente que los tres diferentes andamios poseen temperaturas de fusion (Tm) y de
cristalizacion (Tc) las cuales corresponden a las fases atOmicas cristalinas y amorfas,
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respectivamente, lo que indica que los tres andamios poliméricos poseen una estructura
atomica semi-cristalina.

Las temperaturas de fusion (Tf) de los andamios de PCL, 30Gel/PCL y 45Gel/PCL fueron
de 54.83°C, 56.16°C y 56.39°C, respectivamente (Figura 32A). Esto significa que a esta
temperatura (Tm) que las cadenas poliméricas ordenadas (zonas cristalinas) absorben la
energia suficiente para romper un gran nimero de enlaces secundarios y generar una
estructura molecular altamente desordenada (o amorfa). El ligero incremento de 1.33 °C y 1.56
°C en las Tfs de las fibras de 30Gel/PCL y 45Gel/PCL respecto de las fibras de PCL sugiere
que las moléculas de Gel interactian intimamente con las moléculas de PCL lo que afecta la
movilidad de las cadenas poliméricas ordenadas de la PCL (78,114,122). Se sabe que la Tf de
un polimero aumenta a medida que crece el nimero de enlaces de tipo van der Waals y puentes
de hidrégeno entre sus moléculas ya que a pesar de que estos enlaces secundarios son
relativamente débiles, incrementan la cohesion entre las moléculas del polimero cuando actian
en conjunto (118). Por lo tanto, el ligero incremento en la Tf en los andamios de Gel/PCL
respecto al andamio de PCL muy probablemente se debe a la formacion de enlaces
intermoleculares de tipo Van der Waals y puentes de hidrogeno entre las moléculas de Gel y
las de PCL. Estos resultados se correlacionan con los analisis de FT-IR, TGA, ensayos de
tension uniaxial y biuret.

En consecuencia, los resultados indicaron que la incorporacion de la Gel incremento la
entalpia de fusion (AHf) de los andamios Gel/PCL respecto a la del andamio de PCL; lo que
indica que el porcentaje de cristalinidad de la PCL contenida en los andamios de Gel/PCL fue
reducido conforme aumenté el contenido de Gel (confirmando los resultados por XRD vy los
pardmetros mecdanicos obtenidos a partir del ensayo de tensién uniaxial). El porcentaje de
cristalinidad del andamio de PCL fue calculado en 45.04% y el de los andamios de 30Gel/PCL
y 45Gel/PCL en 33.49% y 29.17%, respectivamente. Se ha reportado que una disminucién en
el porcentaje de cristalinidad de fibras compuestas indica una mejora de la miscibilidad entre
sus componentes (78,114,115).

Por otra parte, las curvas de enfriamiento (Figura 32B) mostraron que las temperaturas
de cristalizacion (Tcs) de los andamios de PCL, 30Gel/PCL y 45Gel/PCL fueron 27.97°C,
33.08°C y 34.63°C, respectivamente. La Tc del andamio de 30Gel/PCL increment6 5.11°C con
respecto a la Tc del andamio compuesto Unicamente de PCL, mientras que el incremento en la
Tc del andamio de 45Gel/PCL fue de 6.66°C. El aumento de las Tcs de los andamios de
Gel/PCL indican que la flexibilidad de sus cadenas poliméricas (i.e. su capacidad para moverse
y rotar) disminuy6 en comparacion con la flexibilidad de las del andamio de PCL y, por lo tanto,
la energia que requiere para experimentar movimientos también aumento. Quizas, el aumento
de las Tcs de los andamios de Gel/PCL se deba a un aumento en la restriccion de la rotacion
molecular de las cadenas de PCL debido a la introduccién de las moléculas de Gel que
interfieren en el proceso de cristalizacion. Ademas, un entrecruzamiento no covalente (mediante
enlaces secundarios) entre las cadenas de ambos polimeros también contribuiria en la
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restriccion de la movilidad molecular (118). Los parametros obtenidos a partir de los analisis de
las curvas DSC se enlistan en la Tabla 9.
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Figura 32. Termogramas por DSC de las fibras PCL (linea sdlida negra), 30Gel/PCL (linea
solida roja) y 45Gel/PCL (linea solida azul); donde en (A) las curvas de calentamiento se

observan las temperaturas de fusion (Tf) y en (B) las curvas de enfriamiento se observan las
temperaturas de cristalizacion (Tc).
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Tabla 9. Resultados del andlisis térmico por DSC de los andamios electrohilados.

Andamio fibrilar Tc (°C) Tf (°C) AHf (J/g) % Cristalinidad
PCL 27.97 54.83 63.96 45.04
30Gel/PCL 33.08 56.16 47.56 33.49
45Gel/PCL 34.63 56.39 41.42 29.17

7.2.1.8. Ensayo de biuret.

El porcentaje de liberacion de la gelatina contenida en andamios de Gel/PCL fue estimado
mediante el ensayo biuret. Los andamios de 30Gel/PCL y 45Gel/PCL fueron sumergidos en
Buffer Fosfato Salino (PBS, pH=7.4) e incubados a 37° y 80 rpm; y se estimo la cantidad de
gelatina disuelta en el PBS en el cual estaban sumergidos los andamios después de 24 h, 48
h y 72 h de incubacion. En la Figura 33 se muestra el porcentaje de Gel liberado por los
andamios respecto al porcentaje teorico total de Gel contenido en ellos (de acuerdo con el 30%
su masa para el andamio de 30Gel/PCL y el 45% para el de 45Gel/PCL). Se observo que
despues de 24 h de inmersion, el andamio de 30Gel/PCL liber6 66.6% de sucontenido total de
Gel y el de 45Gel/PCL liber6 75% de sucontenido total de Gel. Posteriormene, después de 48
h de inmersién los andamios de 30Gel/PCL y 45Gel/PCL habian liberado el 80% y 88% de su
contenido de Gel total. Finalmente, a las de 72 h de incubacién el andamio de 30Gel/PCL libero
el 86.3% de su contenido total de Gel mientras que el andamio de 45Gel/PCL habia liberado el
95% de su contenido total.

La Gel es una proteina soluble en agua, y usualmente los andamios de Gel requieren ser
entrecruzados para prevenir su rapida disoluciéon; sin embargo, la mayoria de las técnicas
comunmente empleadas para entrecruzar gelatina (por ejemplo, grutaraldehido) tienen
asosciados riesgos de residuos citotoxicos (73-75). Puesto que es indispensable que un
material que sera empleado como andamio celular sea bicompatible, en este trabajo no fue
usado ningun agente entrecruzador para evitar el uso de agentes citotoxicos. A partir de los
resultados del ensayo biuret se observo que la cantidad de Gel que liberaron (o se disolvié en
PBS) los andamios de Gel/PCL fue menor que la cantidad reportada para fibras electrohiladas
de gelatina las cuales se disolvieron totalmente después de 1 h sumergidas en agua destilada
a 37°C (123). Papa. et al. obtuvieron fibras electrohiladas de Gel entrecruzadas con 1,4-
butanodiol diglicidil éter (BDDGE) con = 20% de grado de entrecruzamiento las cuales se
disolvieron completamente después de = 4 h de incubacién en agua desionizada (a 37°C);
también, entrecruzaron fibras electrohiladas de Gel con 1,4- glutaraldehido (GC) obteniendo un
grado de entrecruzamiento de = 28% las cuales liberaron el 45% de su contenido total en agua
desionizada (a 37°C) después de 72 h de incubacion (124). Por otra parte, Kishan et. al.
reportaron que fibras de Gel electrohiladas y entrecruzadas con diisocianato (con un grado de
entrecruzamiento de 32%), perdieron = 56% de su masa después de 1 dia de inmersién en
solucién enzimética de PBS-colagenasa (a 37°C con agitacion) y después de 3 dias de
inmersion las fibras habian perdido el = 76% de su masa (125). Por lo cual, los resultados del
ensayo biuret sugieren que el uso del AcAc en la preparacion de las soluciones usadas para
electrohilar los andamios de Gel/PCL influencié en la velocidad de disolucion de la Gel la cual
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fue menor que la velocidad de disolucion de fibras de Gel electrohiladas sin entrecruzamiento y
comparable con alquellas fibras electrohiladas de Gel con un grado de entrecruzamiento mayor
a = 20%. Estos resultados indican que las moléculas de gelatina estan interactuando
fuertemente con las moléculas de PCL y que esta interaccion redujo la velocidad de disolucion
de la Gel en el PBS incluso en condiciones de agitacion y a 37°C. Es muy probable que el uso
del acido acético y el proceso de electrohilado resultara en un entrecruzamiento no covalente
de las moléculas de Gel y las de PCL; esto es, que las fuerzas cohesivas que unen a las
moleculas de Gel y PCL en los andamios podrian ser fuerzas intermoleculares de tipo Van der
Waals y puentes de hidrogeno (resultados FT-IR y DSC). Puesto que el AcAc empleado en la
preparacion de la solucion de electrohilado pudo haber pronotano a las moléculas de Gel
(grupos -NH y —COOH) debido a su acidez (pH 2.3) y haber degradado ligeramente a las
moléculas de PCL favoreciendo la formacién de grupos —OH, la incrementada densidad
electronica en la soluciones y su interaccién con el campo electrico durante el proceso de
electrohilado debidé incrementar las fuerzas de atraccidn que involucran a las interacciones
dipolo-dipolo, dipolo-dipolo inducido y de dispersién (enlaces Van der Waals) entre las
moléculas de Gel y PCL lo que incrementd las fuerzas de cohesion de los andamios
(entrecruzamiento no ionico); igualmente, las formacion de puentes de hidrégeno entre las
moléculas de Gel y PCL se vi0 favorecida y en consecuencia la velocidad de disolucion de la
Gel contenida en los andamios fue notablemente disminuida. Asi pues, estos resultados
sugieren que la estabilidad quimica de los andamios de Gel/PCL fue incrementada a causa del
AcAc usado como disolvente en la preparacion de las soluciones de electrohilado.
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Figura 33. Porcentaje total de gelatina liberada en PBS (pH=7.4; 37°C y = 80 rpm) después de
24 h, 48 h 'y 72 h de inmersion de los andamios de 30Gel/PCL (barras con lineas rojas) y
45Gel/PCL (barras con lineas azules). El porcentaje de gelatina liberada se estimé tomando
como el 100% el contenido total de gelatina en los andamios.
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7.2.1.9. Pérdida de masa.

La degradacion de los andamios de Gel/PCL y PCL en términos del porcentaje de pérdida de
masa (Wloss) en funcion del tiempo después de la incubacién en PBS (pH 7,4, 37°C y 80 rpm)
se muestra en la Figura 34. Claramente, las peliculas de PCL no mostraron una WIloss
significativa (< 4%) después de 17 dias de incubacion. Sin embargo, después de 3 dias de
incubacion, los andamios de Gel/PCL mostraron una Wloss de =25.89% (30Gel/PCL)y=42.7%
(45Gel/PCL). Después de 17 dias de incubacion, los andamios 30Gel/PCL y 45Gel/PCL
perdieron = 27.82% y = 43.89% de su peso, respectivamente. Los andamios de Gel/PCL
experimentaron una Wiloss significativamente mayor que la del andamio de PCL durante los
primeros 3 dias (Wloss de 30Gel/PCL = 25%, Wloss de 45Gel / PCL = 43%, Wloss de PCL =
4%). La Wloss fue claramente mayor en los andamios que contenian Gel y la cantidad de masa
perdida fue equivalente a la cantidad de Gel liberada (estimada por ensayo de biuret), lo que
indica que Wloss se debio principalmente al efecto de disolucion del Gel. Ademas, las moléculas
de Gel polar disminuyeron la hidrofobicidad de los andamios de Gel/PCL en comparacion con
el andamio de PCL, lo que facilita la absorcién de agua y aumenta la velocidad de degradacion
de PCL que se produce por hidrélisis (95). La mayor tasa de degradacion que experimento el
andamio de PCL también ocurrié durante los primeros 3 dias de incubacion, posiblemente
porque la primera etapa de degradacion de la PCL implica la degradacion de las zonas amorfas.
Sin embargo, no se produjeron incrementos de Wloss después de 3 dias, probablemente
porque la naturaleza hidrofébica de la PCL evita el contacto entre las moléculas de agua y las
de la PCL retardando la degradacion hidrolitica del material.
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Figura 34. Degradacion de los andamios de PCL, 30Gel/PCL y 45Gel/PCL sumergidos en PBS
(pH 7.4) en funcién del tiempo.
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7.2.2. Evaluacion in vitro de los andamios de Gel/PCL.

7.2.2.1. Viabilidad celular por ensayo de calceina/homodimero de etidio.
Las imagenes de fluorescencia capturadas a partir del ensayo de calceina/homodimero de etidio
(LIVE/DEAD) para los fibroblastos humanos sembrados sobre los andamios compuestos de
PCL, 30Gel/PCL y 45Gel/PCL después de 24 hy de 72 h de cultivo, se muestran en las Figuras
35y 36, respectivamente; las micrografias fueron capturadas en dos areas representativas de
los andamios: en la zona central y en la orilla del andamio para mostrar la distribucion de los
fibroblastos sobre los andamios.

En las micrografias se observd que la mayoria de las células sembradas sobre los
andamios se encontraron viables (células de color verde intenso, Figuras 35y 36) y que muy
pocas células murieron (nucleos celulares de color rojo, Figuras 35 y 36), lo que indica que los
andamios compuestos de PCL, 30Gel/PCL y 45Gel/PCL no indujeron ningun efecto citotéxico
en fibroblastos humanos después de 24 h (Figura 35) y de 72 h (Figura 36) de cultivo
demostrando que los tres andamios fibrilares son biocompatibles.

Se observé que la morfologia de espiga caracteristica de los fibroblastos se preservo
mejor en los andamios que contienen Gel que en los andamios compuestos Unicamente de PCL
(andamios control).

Por otro lado, en los andamios compuestos de Gel y PCL (30Gel/PCL y 45Gel/PCL) los
fibroblastos se encontraban en el centro y en las orillas de la superficie de los andamios (i.e. las
células estaban homogéneamente dispersas en la superficie de los andamios); mientras que
los fibroblastos que fueron sembrados en los andamios compuestos Unicamente de PCL se
observaron principalmente agrupados en el centro del andamio como se puede observar en la
fotografia mostrada en la imagen de la Figura 37 (zonas tefiidas de color morado). Este
comportamiento de aglomeracioén celular en la superficie de los andamios compuestos de PCL
se debe a que cuando las células fueron sembradas sobre ellos, la gota de medio de cultivo con
células que fue colocada sobre el andamio mantuvo su forma esférica de modo que las células
fueron depositadas Unicamente en esa area (centro del andamio); confirmando que la superficie
hidrofébica de los andamios de PCL no es favorable para el cultivo celular ya que no incentiva
una dispersion inicial de células sobre su superficie. En contraste, en los andamios compuestos
de Gel/PCL las células se encontraron dispersas sobre toda la superficie del andamio, porque
durante la siembra de los fibroblastos la gota de medio de cultivo con las células fue
rapidamente absorbida y extendida por el andamio de manera que las células fueron
distribuidas homogéneamente en la superficie del andamio.
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Figura 35. Microfotografias de fluorescencia de fibroblastos tras el ensayo
calceina/homodimero de etidio después de 24 h de cultivo. En verde (calceina) se encuentran
marcadas las células vivas y en rojo (homodimero de etidio) estan marcados los ndcleos de
células muertas.
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Figura 36. Microfotografias de fluorescencia de fibroblastos tras el ensayo
calceina/homodimero de etidio después de 72 h de cultivo. En verde (calceina) se encuentran
marcadas las células vivas, en rojo (homodimero de etidio) estan marcados los nudcleos de
células muertas.
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Figura 37. Distribucion de los fibroblastos metabolicamente activos (tincién color morado) sobre
los andamios de PCL, 30Gel/PCL y 45Gel/PCL cortados en circulos de 8 mm de didmetro
(circulos marcados con una linea soélida negra) después de 24 h de cultivo; vision macroscoépica.
Adicionalmente se adquirieron imagenes de los cultivos después de 48 h de incubacion, sin
embargo, no se observd una diferencia importante en la distribucion de las células sobre los
andamios en comparacion con las adquiridas a las 24 h de cultivo (tales imagenes no se
muestran en esta tesis).

7.2.2.2. Metabolismo celular por MTT.

La Figura 38 muestra el porcentaje de fibroblastos metabdlicamente activos en los andamios
de 30Gel/PCL y 45Gel/PCL respecto a los fibroblastos metabdlicamente activos en los
andamios de PCL (control) evaluado a partir del ensayo MTT después de 24 h'y 72 h de
incubacion. Después de 24 h de cultivo, se observd que en comparacién con el andamio
compuesto unicamente de PCL, los andamios que contienen Gel (30Gel/PCL y 45Gel/PCL)
incentivaron o mantuvieron un metabolismo celular adecuado, y que no hubo diferencia
significativa entre el porcentaje de células metabdlicamente activas en el andamio de
30Gel/PCL y en el de 45Gel/PCL (Figura 38; *, p< 0.05 vs. PCL 24 h; +, p< 0.05 andamio
30Gel/PCL 24 h vs andamio 45Gel/PCL 24 h.). Después 72 h de cultivo, el numero de
fibroblastos metabdlicamente activos aumentd de manera significativa en los andamios de
30Gel/PCL y 45Gel/PCL respecto al andamio de PCL después 24 h de incubacion; mientras
gue en los andamios de PCL no se observo ningun incremento significativo en el metabolismo
celular (%) (Figura 38; *, p< 0.05 vs. PCL 24 h; +, p< 0.05 andamio PCL 24 h vs andamio PCL
72 h). Ademas, comparando el porcentaje de metabolismo celular en el andamio de PCL, con
el de los andamios de 30Gel/PCL y 45Gel/PCL después de 72 h de cultivo, es claro que los
andamios de 30Gel/PCL y 45Gel/PCL mostraron un incremento significativo en el nimero de
fibroblastos metabdlicamente activos (Figura 38; &, p< 0.05 vs. PCL 72 h). Por otro lado, es
claro que después de 72 h de incubacion fue el andamio 45Gel/PCL el que mostro el mayor
numero de fibroblastos metabdlicamente activos comparado con el andamio 30Gel/PCL (Figura
38; +, p< 0.05 andamio 30Gel/PCL 72 h vs andamio 45Gel/PCL 72 h).
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Los resultados del ensayo MTT, muestran que los andamios de Gel/PCL claramente
incrementaron el niumero de células metabdlicamente activas en comparacion con el nimero
de células metabolicamente activas en el andamio compuesto Unicamente de PCL. No se
observd ninguna diferencia significativa en el metabolismo celular (%) entre los andamios de
30Gel/PCL y 45Gel/PCL después de 24 h de cultivo. Sin embargo, después de 72 h de cultivo
y de haber cambiado una vez el medio de cultivo (i.e. después de haber removido la Gel liberada
por los andamios de Gel/PCL en el medio de cultivo), el nimero de células metabdlicamente
activas se relacion6 con la cantidad de gelatina en los andamios; o sea que fue mayor en el
andamio que contenia 45 wt.% de Gel (45Gel/PCL) que en el que contenia 30 wt.% gelatina
(30Gel/PCL) respecto a su masa total. El incremento del numero de fibroblastos
metabolicamente activos en los andamios de Gel/PCL sobre el de los andamios de PCL esta
directamente relacionado con la presencia de gelatina en la superficie de los andamios y con la
gelatina liberada en el microambiente local (medio de cultivo); esta proteina (Gel) con grupos
funcionales hidrofilicos amino y carboxilo han probado su habilidad para promover enlaces con
sitios de unién de Integrinas y favorecer la diferenciacion y adhesion celular (126). Estos
resultados han sido establecidos por diferentes grupos de investigacion, los cuales han
reportado que las fibras electrohiladas compuestas de Gel y PCL promovieron la adhesion y la
proliferacion celular (77,81,82).
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Figura 38. Porcentaje de fibroblastos metabdlicamente activos en la superficie de las fibras
(tomando como el 100% a los fibroblastos metabdlicamente activos en el andamio de PCL
después de 24 h de cultivo), estimado a partir de los ensayos de MTT después de 24 hy 72 h
de incubacion. Los valores se expresan como la media £ DE (n=6) y considerando *p < 0.05,
**p < 0.01 y **p < 0.001). *, p< 0.05 vs. PCL después de 24 h de incubacion; &, p< 0.05 vs.

PCL después de 72 h de incubacion; +, p< 0.05 andamio “X” 24 h vs andamio “Y” 72 h.
83



8. CONCLUSIONES.

8.1.Conclusién general.

Se disefaron y fabricaron dos materiales fibrilares compuestos (compositos) usando la técnica
de electrohilado para, en un futuro, ser empleados en conjunto como una nueva alternativa para
el tratamiento integral de lesiones dermoepidérmicas, principalmente lesiones por quemaduras
de espesor parcial. El primer material fibrilar fue disefiado para desempefarse como un aposito
antibacteriano con el objetivo de proteger a la lesion de posibles infecciones generadas por
bacterias; este material se constituyd por fibras micrométricas con estructura coaxial
compuestas por el polimero biocompatible policaprolactona (PCL) en el centro y por
nanoparticulas antibacterianas a base de Zn (Zn-nps; i.e. ZnO y acetato de Zn) embebidas en
PCL en la superficie. EI segundo material fibrilar se fabrico a partir de una mezcla homogénea
de un polimero natural (gelatina, Gel) y uno sintético (PCL), empleando acido acético (AcAc), y
fue disefiado para utilizarse como un andamio para ser cultivado in vitro con fibroblastos (células
dérmicas) y que se desempefie como acarreador celular, transportando las células cultivadas a
la lesion. Se esperaria que de esta manera fuera posible incentivar la migracion de células
nativas de la zona sana al lecho de la herida y asi promover la reparacion del tejido.

Los resultados indicaron que estos dos materiales fibrilares, el primero compuesto por
Zn-nps/PCL y el segundo por Gel/PCL, poseen las caracteristicas propias de un apdsito
antibacteriano y andamio celular, respectivamente, y podrian ser empleados, en un futuro, como
un tratamiento integral (bifuncional) de quemaduras de espesor profundo en un mediano plazo.
Sin embargo, aun se deben realizar pruebas in vivo en modelos animales para evaluar su
potencial como tratamiento clinico de quemaduras.

8.2.Conclusiones particulares.

8.2.1. Apdésito antibacteriano.

e Todas las fibras de PCL que contenian nanocompuestos de Zn presentaron capacidad
antibacteriana en comparacion con las fibras compuestas Unicamente de PCL.

e Las fibras coaxiales fueron mas efectivas para inhibir la adhesion bacteriana en su superficie
y, por lo tanto, para inhibir el crecimiento inicial de biopelicula, en comparacion con las fibras
uniaxiales.

e Las fibras uniaxiales mostraron una capacidad ligeramente mayor de inhibir el crecimiento
bacteriano planctonico en medio liquido en comparacion con las fibras coaxiales.

e Lapreviailuminacién con luz UVA de las fibras mejoro la inhibicion de la adhesion bacteriana
para las dos estructuras de fibras (uniaxial y coaxial) en comparacién con las fibras que
fueron mantenidas en oscuridad.

e Los resultados sugieren que la propiedad antibacteriana de los apoésitos se debe
principalmente a dos mecanismos: 1) liberaciéon de iones Zn?* (principalmente por el acetato
de Zn) y 2) generacion de ROS (por la accién fotocatalitica de ZnO nps), permitiendo que
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las fibras inhibieran simultdneamente el crecimiento bacteriano plancténico y formacién
inicial de biopelicula.

Los apdsitos antibacterianos fueron electrohilados a partir de soluciones poliméricas
preparadas empleando un “Green-solvent” (4cido acético).

El disefio de fibras coaxiales redujo la concentracion total de nanocompuestos de Zn de los
andamios (en funcién del peso total del material) en comparacion con las fibras uniaxiales
convencionales.

El disefio coaxial de los apdésitos antibacterianos propuesto en este trabajo (formado por
fibras con estructura coaxial compuestas de PCL en el centro y Zn-nps embebidas en PCL
en la superficie) mostré ser mas efectivo que el disefio convencional (uniaxial) de apdsitos
antibacterianos con las misma composicion, lo que constituye cubiertas antibacterianas
prometedoras para el tratamiento de heridas.

8.2.2. Andamio celular.
Se fabricaron andamios fibrilares de Gel/PCL mediante la técnica de electrohilado
empleando un dnico disolvente (AcAc considerado “Green solvent”) para obtener las
soluciones poliméricas.
Se fabricaron andamios fibrilares de Gel/PCL mediante la técnica de electrohilado a partir
de soluciones poliméricas en las cuales ambos compuestos fueron simultaneamente
disueltos.
Los resultados de las pruebas fisico-quimicas mostraron que los andamios electrohilados
de Gel/PCL poseen una buena miscibilidad entre ambos polimeros natural y sintético.
Los andamios fibrilares de PCL y Gel/PCL poseen una estabilidad mecanica adecuada para
su facil manejo terapéutico; sin embargo, es el andamio de 30Gel/PCL el que posee las
propiedades mecéanicas mas apropiadas.
Los andamios electrohilados de PCL y Gel/PCL resultaron biocompatibles a células
dérmicas humanas (fibroblastos).
La actividad metabolica de los fibroblastos sembrados sobre los diferentes andamios fue
mayor en los andamios de Gel/PCL que en el de PCL (control) sugiriendo que la Gel
incentiva su proliferacion.

85



9. PERSPECTIVAS.

Los resultados de esta investigacion han dado lugar al desarrollo de dos nuevos materiales
fibrilares, el primero compuesto de Zn-nps/PCL con propiedades antibacterianas y el segundo
compuesto de Gel/PCL como un andamio favorable al cultivo celular (fibroblastos); sin embargo,
los ensayos de biuret mostraron que la Gel presente en el andamio de Gel/PCL se disuelve en
= 5 dias, por lo tanto, aliin es necesario optimizar el tiempo de disolucion de la Gel presente en
los andamios de Gel/PCL. Para esto, ya se han llevado a cabo diferentes recubrimientos de las
fiboras que componen el andamio de 30Gel/PCL (que, en general, mostré propiedades mas
Optimas) con un polisacarido que posee una menor rapidez de disolucion. Los resultados
preliminares han mostrado que este recubrimiento retrasé la disolucién de la Gel y mejor6
ligeramente la respuesta celular. Estos resultados seran empleados para la escritura de un
articulo que sera enviado a una revista internacional indexada.

Adicionalmente, es deseable investigar si las células dérmicas (fibroblastos) sembradas
sobre los andamios de Gel/PCL tienen la capacidad de sintetizar su propia matriz extracelular
(MEC) evaluando la produccion de proteinas caracteristicas de la MEC como colagena l y lll, y
elastina mediante ensayos de inmunofluorescencia o inmunohistoquimica.

La propuesta de esta investigacion fue que a partir de los dos materiales desarrollados
(ap6sito antibacteriano y andamio celular) se construya un apésito bicapa para ser empleado
como un tratamiento integral bifuncional de lesiones dermoepidérmicas, principalmente de
lesiones por quemaduras de espesor profundo. Se esperaria que este aposito bicapa,
compuesto por una capa con propiedades antibacterianas (aposito antibacteriano) que estaria
en contacto con el ambiente y una capa favorable al cultivo celular (andamio celular) que estaria
en contacto con la lesion, prevenga la adhesion y crecimiento bacteriano en la superficie
expuesta al ambiente y permita el cultivo, proliferacion y migracion de células dérmicas en la
superficie en contacto con la herida. Sin embargo, los resultados de esta investigacion siguieren
tres posibles métodos de empleo para este tratamiento bicapa: 1) unir las dos capas, aposito
antibacteriano y andamio celular, para obtener un apésito bicapa que sea empleado como un
sustituto dérmico acelular en el tratamiento de lesiones de espesor parcial; 2) colocar sobre la
lesion el andamio celular previamente cultivado in vitro con células dérmicas, para ser empleado
como un sustituto dérmico celular para el tratamiento de lesiones de espesor profundo v,
después, colocar encima el apésito antibacteriano. Esto, debido a la dificultad que conllevaria
sembrar células in vitro en apositos bicapa unidos ya que el mecanismo de accion de la capa
antibacteriana de Zn/PCL podria disminuir la respuesta celular y, 3) unir las dos capas (aposito
antibacteriano y andamio celular) y obtener un apdsito bicapa para ser empleado como un
sustituto dérmico celular, es decir, proponer y estudiar una metodologia adecuada que permita
el cultivo celular in vitro sobre el apdsito bicapa.

Una vez que se logren unir los dos materiales (obtener el apdsito bicapa) y se hayan
estudiado las propiedades fisicoquimicas y respuestas celulares in vitro (bacterias y células
dérmicas) del aposito bicapa, se buscaria estudiar la respuesta in vivo de los tres posibles
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métodos de empleo de estos materiales en modelos murinos de lesiones dermoepidérmicas,
que de resultar positiva se buscaria realizar pruebas pre-clinicas (previo consentimiento
informado) y posteriormente evaluar la posible incorporacion de dichos materiales en futuros
tratamientos clinicos integrales de lesiones dermoepidérmicas principalmente de lesiones por
guemaduras de espesor profundo.
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