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Resumen

Recientes estudios han conducido al desarrollo de andamios de nanofibras a base de
polimeros degradables obtenidos mediante la técnica de electrohilado, para su aplicacion
en el campo de la ingenieria de tejidos. El uso efectivo de estos andamios poliméricos no
solo se basa en la obtencion de nanofibras, sino en poder imitar la estructura fisica de la
matriz extracelular y las caracteristicas bioquimicas del material usado.

En este trabajo se prepararon nanofibras de quitosano (QS) y fibroina del capullo del
gusano de seda (FGS), con el fin de crear un andamio con propiedades biocompatibles,
biodegradables y biol6gicas adecuadas para el crecimiento y adhesion celular. La fibroina
fue extraida del capullo del gusano de seda (Bombyx mori), mediante un tratamiento
termoquimico y el quitosano fue proporcionado por la casa comercial sigma aldrich. Se
prepararon las nanofibras mediante la técnica de electrohilado donde se determinaron
parametros como solubilidad de los polimeros, relacion en peso QS/FGS, velocidad de
flujo de inyeccion, voltaje, distancia del capilar al colector. Se caracteriz6 de acuerdo a
sus propiedades morfoldgicas, estructurales y térmicas, por microscopia electrénica de
barrido (SEM), espectroscopia infrarroja con trasformada de Fourier (FTIR), difraccion de
rayos X (XRD), andlisis termogavimétrico (TGA), calorimetria diferencial de barrido (DSC)
y se realiz6 la citocompatibilidad in vitro del andamio QS/FGS.

Como resultado se obtuvo un correcto desgomado, asi como se encontrd que le solvente
optimo es el acido trifluoroacético para la preparacion de nanofibras de QS/FGS, en
relacién en peso (1:3), con pardmetros de flujo de inyeccion de 0,5 mL/h, voltaje 20 kV y
distancia entre el capilar al colector de 12 cm, con fibras de diametro promedio de 155 nm
las cuales ayudan a la adhesion celular. Por medio de un ensayo de viabilidad se
encontrdé que el andamio es estable y no presenta rupturas.
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INTRODUCCION

El progreso continuo en la ciencia médica y las tecnologias quirdrgicas han permitido que
el tejido o el trasplante de 6rganos enteros puedan convertirse en posibles opciones para
restaurar las funciones nativas de varias partes dafiadas del cuerpo humano. La
ingenieria de tejidos estéd dirigida a una comprension fundamental de las relaciones
estructura-funcién en tejidos de mamiferos normales y patoldgicos, donde el cuerpo usa
sus propios sistemas o algunas veces con la ayuda de sustitutos biol6gicos como
andamios, estos son capaces de regenerar funciones de tejidos espontdneamente
imitando las funciones de la matriz extracelular (MEC), la cual es una mezcla compleja de
materiales inertes que rodean la mayoria de las células que estan en el cuerpo, ordenada
en fibras a escala nanométrica en estrecha relacion con las células que las secretan [1, 2].

Existiendo diferentes técnicas para fabricar andamios celulares se encuentra el
electrohilado el cual es un método sencillo para la produccion de fibras a escala nano y
micrométrica, debido a su simplicidad, versatilidad y bajo costo [3]. Numerosos polimeros
naturales se han utilizado con éxito como materiales de andamiaje para la ingenieria de
tejidos [4]. En particular, el quitosano (QS) ha sido considerado como uno de los
biopolimeros mas prometedores como andamio de ingenieria tisular y vendaje de heridas
debido a sus excelentes propiedades biolégicas tales como la biodegradabilidad,
biocompatibilidad y actividad de curacién de heridas [5], otro polimero usado como
andamio es la fibroina del gusano de seda (FGS) ( Bombyx mori), proteina fibrosa
atractiva y natural usada para aplicaciones biomédicas debido a su permeabilidad al
oxigeno, agua, adhesion celular, caracteristicas de crecimiento, baja respuesta
inflamatoria y alta resistencia a la traccion con la flexibilidad [6].

La mezcla de esta proteina y polisacarido ha sido fabricado como material compuesto
para los huesos en la ingenieria de tejidos, debido a que el quitosano es beneficioso para
la diferenciacion osteogénica, [7]. También se obtuvo diferentes mezclas de fibroina de
seda/quitosano con acido férmico y se observo que las mezclas que contenian hasta el 30
% de quitosano presentan una estructura fibrosa continua [8].

Este trabajo busca aprovechar las propiedades de polimeros naturales, obteniendo
andamios de nanofibras de quitosano (QS)/ fibroina del gusano de seda (FGS) nativa por
electrohilado encontrando posibles aplicaciones en biomedicina asi como encontrar los
parametros O6ptimos del sistema como la relacibn QS: FGS, morfologia, tamafio,
cristalinidad y estabilidad térmica en su caracterizacion.
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1. DESCRIPCION GENERAL DEL TRABAJO

1.1 Planteamiento del problema

Los andamios de nanofibras obtenidos por electrohilado se ven afectados por parametros
como la concentracion, flujo de inyeccion, voltaje aplicado, distancia del capilar al colector,
temperatura y humedad, comprometiendo la eficiencia de la soluciéon de polimeros
idoneos que permitan la regeneracion del tejido en forma éptima, ya que estos materiales
presentan propiedades de biodegradabilidad, biocompatibilidad y actividad antimicrobiana.
Por lo tanto, pueden ser usados en potenciales aplicaciones biomédicas como la
diversidad de lesiones producidas en la piel, causada por sustancias quimicas con
formulacion no conocida en el mercado.

El desarrollo de este proyecto tiene como hipétesis: En qué medida la mezcla de
polimeros de quitosano y fibroina del gusano de seda son compatibles y permiten la
obtenciéon de un andamio de nanofibras por la técnica de electrohilado con potencialidad
para aplicaciones en la ingenieria de tejidos.

1.2. Formulacién del problema

¢Es eficiente el proceso de electrohilado para obtener un andamio biodegradable de
nanofibras a base de quitosano (QS)/ fibroina del gusano de seda (Bombyx mori) para ser
usado en potenciales aplicaciones en biomedicina?

1.3 Delimitacion del problema

Por medio de la técnica de electrohilado se obtendra un andamio de nanofibras a base de
quitosano (QS) / fibroina del gusano de seda (Bombyx mori) (FGS) con caracteristicas
estructurales, morfologicas, propiedades térmicas y actividad biolégica para su posible
aplicacion en biomedicina.

1.4 Justificacion

Encontrando los parametros de acoplamiento entre quitosano y fibroina del gusano de
seda (Bombyx mori) se podrian encontrar los factores que permitan el electrohilado de
manera que se logren andamios celulares y presenten propiedades idéneas como
biodegradabilidad, biocompatibilidad, morfologia de fibras con didmetros 6ptimos y poros
para que se presente la adherencia celular y el paso de fluidos vasculares para la entrada
de nutrientes y salida de desechos del andamio, funcionando como soporte al simular las
funciones de la matriz extracelular en el crecimiento celular. Los resultados de este
trabajo colaborarian a tener un andamio que facilite la regeneracion de tejidos sin
reacciones secundarias y pueda ser usado en potenciales aplicaciones en biomedicina.

13



1.5 Objetivos
1.5.1 Objetivo General

Obtener andamios de nanofibras por electrohilado, a base de quitosano (QS)/ fibroina del
gusano de seda (Bombyx mori) (FGS) para su potencial aplicacién en biomedicina.

1.5.2 Objetivos Especificos

- Encontrar el solvente y condiciones adecuadas para lograr una solucién
homogénea de FGS.

- Determinar las condiciones de mezcla fisica en solucion entre el QS y FGS mas
favorables para la preparacion de andamios celulares.

- Parametrizar el proceso de electrohilado para obtener andamios de nanofibras de
QS/FGS

- Caracterizar los andamios de nanofibras QS/FGS (Bombyx mori) por SEM, XRD,
FTIR, TGA y DSC.

- Determinar la actividad bioldgica in vitro de los andamios QS/FGS obtenidos por
electrohilado.

2.MARCO TEORICO Y ESTADO DEL ARTE

Se presentan los principios tedéricos de la técnica de electrohilado, asi como la revision de
la estructura y propiedades de los polimeros de fibroina y quitosano. También se describe
las principales aplicaciones en la ingenieria de tejidos de los materiales utilizados con la
finalidad de hacer una revisién bibliografica, permitiendo investigar sobre los métodos de
extraccion y la viabilidad para la utilizacién de estos polimeros.

2.1 Marco Tebérico

2.1.1 Electrohilado

El electrohilado es un método que permite obtener fibras en diametros que oscilan entre
las micras (um) y nandémetros (nm), rangos en los que es posible encontrar
caracteristicas Unicas, entre las que se encuentran un area superficial muy grande en
relacién al volumen, compleja estructura porosa, alineamiento a nivel molecular [9]. La
técnica fue observada por Rayleigh en 1897, quien evalué el efecto de inducir cargas
eléctricas en chorros de agua, asi como la inestabilidad asimétrica del flujo del jet
(comportamiento de las gotas de solucion en el extremo de un capilar y el comportamiento
de los fluidos bajo las fuerzas electroestaticas) [10].

El proceso consiste en la aplicacién de un alto potencial eléctrico a una gota colgante de
una solucién polimérica o un polimero fundido, para formar nano o micro fibras [3]. El
montaje para la ejecucidén de este método figura 1, consta de un capilar a través del cual
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debe ser expulsada la solucién polimérica por una aguja o cono, una bomba de jeringa
utilizada para forzar la solucién a través del capilar de diametro pequefio forzando la
formacion de una gota colgante en la punta, una fuente de voltaje con polaridad positiva o
negativa que posee dos electrodos los cuales deben conectarse uno a la punta metélica
por donde sale la solucién y otro directamente al plato colector (metal conductor, mandril
rotatorio, entre otros) donde se recogen las fibras, las cuales se forman en el trayecto de
la punta al colector por evaporacion del disolvente [11, 12].

Bomba
Infusora

Plato colector

Capilar

-

.

B Cajade PMMA

Figura 2: Equipo de electrohilado del instituto de Investigaciones en Materiales (IIM-UNAM).

El aumento de la intensidad de campo eléctrico hace que las interacciones repulsivas
entre cargas iguales del liquido y las fuerzas atractivas entre el liquido y el colector de
carga opuesta ejerzan fuerzas de traccion sobre el liquido y se dé el alargamiento de la
gota en la punta del capilar. Como la intensidad del campo eléctrico se incrementa
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adicionalmente se alcanza un punto en el que las fuerzas electrostaticas equilibran la
tension superficial de el liquido, este se conoce como el cono de Taylor [12].

Para el inicio del proceso, el polimero debe estar diluido en el 6 los disolventes que
permitan una dilucibn completa del mismo para evitar el taponamiento del capilar, pero
gue promuevan la obtencién de fibras con un didmetro y una porosidad adecuados, la
presion de vapor del solvente debe ser tal que se evapore completamente antes de que la
fibra llegue al colector, en el trayecto se adelgaza el diametro de la fibra a escala
nanométrica. La viscosidad y la tension superficial deben ser bajas para que el campo
eléctrico pueda convertir la gota en un cono (cono de Taylor) y estirarlo en forma de
filamento liquido, pero lo suficientemente altas para evitar que la solucion gotee de la
punta de la jeringa. La fuente de poder debe generar un campo electromagnético lo
suficientemente fuerte para vencer la tensiéon superficial y la viscosidad de la solucion. La
distancia entre la jeringa y el colector no debe ser tan pequefia como para formar un arco
eléctrico o una chispa pero lo suficientemente grande para que todo el solvente se
evapore en el trayecto [13].

2.1.1.1 Parametros de electrohilado.

2.1.1.1.1 Concentracién de la solucién: Es un parametro determinante de tamafo y
morfologia de las fibras, la concentracion influye en la viscosidad y la tension superficial.
La viscosidad de una solucién sera baja cuando el entrecruzamiento entre las cadenas es
menor. El diametro de las fibras aumenta con la viscosidad; si la solucion estad muy diluida
las fibras del polimero se rompen en gotas antes de llegar al plato colector debido al
efecto de la tension superficial, de igual forma si la solucibn esta muy concentrada
entonces las fibras no se podran formar debido a la alta viscosidad, lo que dificulta el paso
de la solucion a través del capilar[14].

2.1.1.1.2 Voltaje: Es uno de los parametros importantes debido a que un voltaje alto
permite un mayor estiramiento de la solucién debido a la presencia de mayor fuerza de
Coulomb en el chorro y un fuerte campo eléctrico, lo que permite la reduccion en el
diametro de las fibras [14, 15].

2.1.1.1.3 Flujo de salida: Un flujo de salida menor podria permitir la evaporacion del
disolvente evitando la formacion de defectos en las fibras, cuando el flujo de salida
aumenta, el diametro de las fibras incrementa y posiblemente el tamafio de los defectos
[16].

2.1.1.1.3 Distancia del capilar al colector: Dependiendo de las propiedades de la
solucién el efecto de la variaciébn de la distancia puede o no, tener efecto sobre la
morfologia de las fibras. Al trabajar con distancias muy grandes las fibras electrohiladas
podrian romperse debido a su propio peso, especialmente si las fibras son de diametro
pequefio [17].

2.1.1.1.4 Tipo de colector: Tiene que existir un campo eléctrico entre la jeringa y el
colector para que el electrohilado comience. Por lo general se utilizan placas metdlicas
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como colector, por ejemplo placas de aluminio, para generar una diferencia de potencial
estable. Sin embargo también se pueden usar colectores hechos de un material no
conductor, lo que hace que se acumule una gran cantidad de carga en el chorro y
disminuye la cantidad de nanofibras depositadas.

2.1.1.1.5 Humedad relativa: La humedad del ambiente tiene una gran influencia en la
morfologia de las nanofibras. Entre mas alta sea la humedad es mas factible que el agua
condense en la superficie de las nanofibras, como consecuencia se afecta de manera
significativa el proceso de evaporacion del solvente especialmente en solventes
organicos. A mayor humedad se obtienen superficies mas porosas o0 rugosas. La
humedad ambiente impacta en la rapidez con la cual se evapora el o los solventes, sin
embargo entre méas baja la humedad, es posible que el solvente se evapore tan rapido
que en la punta de la jeringa el polimero se solidifique y esta se tape [18].

2.1.2 Fibra del capullo del gusano de seda (Bombyx mori).

La seda es una fibra natural de origen animal producida por algunos insectos, larvas de
orden lepidéptera que se alimenta de hojas morera e hiladeros adultos de orden
artropodos (arafias). Hay otras especies que pueden hacer seda, tales como las avispas,
grillos, larvas de abeja, larvas de escarabajos, acaros, entre otros [19].

El descubrimiento de la seda (Bombyx mori), ocurri6 cerca del 2700 A.C en China, la
fabricacién de seda llego eventualmente a Europa y América durante los siglos XVIII y
XIX. En Colombia el gusano de seda fue introducido por el doctor Manuel Vicente de la
Roche, existiendo en el pais tres zonas productoras del tejido de seda: la zona cafetera y
los departamentos del Cauca y Valle [20].

El gusano de seda (Bombyx mori) es un insecto de la familia Bombycidae, orden
lepiddptero, el cual se transforma de capullo de seda a mariposa figura 3 [21].

Figura 3: Capullos del gusano de seda (Bombyx mori).

La fibra de seda se compone en un 97% de proteinas y un 3% de otros componentes
como ceras, carbohidratos, pigmentos y compuestos inorganicos. Las principales
proteinas en la fibra de seda son aproximadamente 75% fibroina (Ci5H,3Ns506) ¥ 25%
sericina (CysH.sN5 Og ) [22].
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La fibroina es una glicoproteina hidrofébica, insoluble en agua, contiene tres subunidades
codificadas por un solo gen: la fibroina aislada de glandulas de seda contiene una cadena
pesada (H) de 325-395 kDa, una cadena ligera (L) de 25- 26 kDa y la proteina P25 de 30
kDa [23]. El enlace disulfuro entre la Cys-c 20 (vigésimo residuo de la carboxilo terminal)
de la cadena pesada y Cys-172 de la cadena ligera mantiene unida a la fibroina y una
glicoproteina que no estd unida covalente a estas proteinas llamada P25 [24, 25].
Entonces una sola molécula de proteina esta formada por una cadena ligera y pesada del
dimero. Por lo tanto, seis dimeros estan ligeramente unidos a un polipéptido de la
subunidad P25 que es una proteina (chaperona) en relacién molar H:L:P25 = 6:6:1 [26,
27]. La fibroina, siendo una glicoproteina, tiene un grupo glicosilado N terminal y contiene
una cantidad muy pequefia de manosa y glucoamina [28].

La cadena H es el principal responsable de aportar las caracteristicas fibrosas de la fibra
de seda conformada por la secuencia de aminodcidos predominantes (figura 4) en
proporcion glicina (46%), alanina (30%) y serina (12%) que se encuentran en la cadena.
La cadena L no fibrosa contiene principalmente valina, isoleucina, leucina y otros
aminodcidos acidos[29].

La composicion y orientacion molecular de la proteina, forma una estructura semi-
cristalina la cual contiene dos fases: una cristalina altamente ordenada anti paralela de la
B-hoja separada por espacios de (3-hoja menos ordenada. La parte cristalina contribuye a
la resistencia y tenacidad y la parte no cristalina contribuye a la flexibilidad y elasticidad de
la fibra [30].

\

/_N\/[LN/\WNM[L /ﬁf vk Aﬂ/

Gly Ser Gly Ala Gly Ala

Figura 4: Estructura general de la fibroina.

El filamento de fibroina se encuentra recubierto por una capa de sericina la cual conforma
el 25 % de masa del capullo con dos subunidades, es decir a-sericina, encontrado en la
capa externa, y la B-sericina, encontrado en la parte interna del capullo. Debido a que la
B-sericina tiene menor cantidad de carbono e hidrégeno y mayor cantidad de nitrégeno y
oxigeno es menos soluble que la a-sericina [31].

La sericina es una proteina hidrofilica (soluble en agua caliente) por consiguiente, puede
ser eliminada o separada de la fibroina mediante un proceso termoquimico simple,
conocida como desgomado [32]. Es una proteina amorfa, ayuda a la adhesion de la
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fibroina manteniendo la integridad estructural de los capullos, conformada por acido
aspartico, glicina, treonina y serina [30, 33].

La sericina se divide en cuatro capas segun su velocidad de disolucién en agua o soluciéon
alcalina. Entre ellas la primera y la segunda capa se disuelven facilmente, mientras que la
tercera y cuarta capa interior del filamento no se disuelven tan facilmente. Esta proteina
no es soluble por debajo de 20°C, pero cuando la temperatura sube a 60°C, empieza a
disolverse la primera y segunda capa. La tercera capa se elimina facilmente en agua a
83°C, mientras que algunas sericinas insolubles se disuelven a temperatura de 100 °C.

La fibra del gusano de seda (Bombyx mori) se destaca por sus propiedades particulares
como higroscopia, es decir, en condiciones estandares tiene una resistencia cerca al 11
% y es capaz de absorber hasta el 30 % de su peso en agua, su resistencia es tal que
tienen la capacidad de almacenar una energia de 40 KJ/kg. La seda es mala conductora
de electricidad y por lo tanto es susceptible a almacenar electricidad estatica, tiene baja
conductividad térmica, su temperatura de transicion vitrea es de aproximadamente 175 °C
y su degradacién térmica se encuentra cerca de 250 °C, es resistente a la mayoria de
acidos minerales y sensible a medios alcalinos. La seda contiene dos grupos reactivos
principales, los amino (-NH,) y los carboxilicos (-COOH). Es una fibra anfotera, con un
punto isoeléctrico cerca de un pH de 5, en esta condicion su carga es neutra y por debajo
de este pH presenta un caracter cationico [33].

2.2.3 Quitosano

El quitosano es producto de la desacetilacion de la quitina, segundo biopolimero mas
abundante en la naturaleza. Se trata de un polisacarido lineal que consiste 2-amino-
2desoxi-D-glicopiranosa (GIcN), unido por enlaces glucosidicos f (1 — 4) de manera
similar a la celulosa, el quitosano es un polimero de origen natural, biodegradable y no
toxico que se obtiene principalmente de la capa externa de los crustaceos tales como el
cangrejo y camaron. Otras fuentes de quitosano son los insectos nematodos y la pared
celular de algunos hongos [34].

El quitosano fue descubierto por Rouget en 1859, quien encontrd que al tratar quitina con
una solucion caliente de hidréxido de potasio se obtiene un producto soluble en &cidos
organicos, la cual llamo "quitina modificada". Mas tarde, en 1894, fue estudiada por
Hoppe- Seyler quién la denomindé como quitosano.

CHg
CHoOH ¢o
- |
-0 0 NH 7~
HO -
HO o
NH 0
2 CH920H

Figura 5: Estructura general de guitosano.
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Una de las propiedades del quitosano es el de ser una molécula de tipo catiénico, lo que
lo hace tener la capacidad de actuar como floculante, humectante y quelante. Es un
biopolimero abundante en la naturaleza, tiene excelente biocompatibilidad, propiedades
antibacterianas y de anticorrosién, contiene buenas propiedades fisico-quimicas vy
disponibilidad comercial a un costo relativamente bajo [35].

2.2 Estado del Arte

La ingenieria de tejidos y medicina regenerativa tiene como objetivo el desarrollo de
sustitutos biolégicos que permitan restaurar, recuperar, mantener o mejorar la funcién de
parcial o total de un tejido u 6rgano completo. Produciendo sustitutos biol6égicos como
andamios que soporten fisicamente las células y condiciones como adhesion y
crecimiento celular, imitando la matriz extracelular nativa de los tejidos [36]. Los andamios
celulares para la regeneraciébn de cualquier tejido, deben presentar caracteristicas
estructurales como alta porosidad y una adecuada relaciébn superficie/volumen,
favoreciendo la adhesion celular [37].

Por tal motivo, estos andamios deben ser disefiados para adaptarse a un conjunto de
requerimientos. En primer lugar el material debe ser biocompatible, promoviendo el
crecimiento celular, la diferenciacion y la posibilidad de una orientacion tridimensional, con
espacio para las células. En segundo lugar, el andamio no debe promover o iniciar una
reaccion adversa en el tejido. Finalmente, una vez implantado el andamio "in vivo" o "in
vitro", el material debe ser removido mediante degradacion o absorcién, para dejar solo el
tejido nativo [38]

2.2.1 Técnicas de fabricacion de andamios celulares

Existen diferentes técnicas para fabricar andamios celulares, tales como: separacion de
fases, liofilizacion, electrohilado, entre otras.

La separacion de fases consiste en preparar una solucidon polimérica, seguida de una
gelacion por enfriamiento, el gel resultante se sumerge en un solvente que es retirado por
liofilizacion quedando una estructura porosa . La liofilizacion implica enfriar una solucion
polimérica hasta temperaturas inferiores a la solidificacion del sistema, luego el disolvente
se elimina por sublimacion al vacio en frio, para dejar un sélido poroso que sirve de
andamio [39].

El electrohilado es una técnica para producir fibras resistentes debido a su versatilidad,
control de diametro, textura de las fibras y economia del proceso. [3]. El electrohilado es
un proceso asistido por una diferencia de potencial entre la punta del inyector que
contiene un polimero disuelto. Previamente el polimero se debe disolver en un solvente
volatil y polar para que la solucion sea conductora. En el trayecto, el solvente se evapora
para formar nanofibras sélidas que se depositan en el colector [11, 12]. Las nanofibras
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producidas por esta técnica se usan en campos biomédicos como la inmovilizacién de
enzimas, liberacion de farmacos y la ingenieria de tejidos [40].

2.2.2 Materiales usados para la fabricacién de andamios en ingenieria de tejidos.

Los andamios pueden se pueden obtener a partir de diferentes materiales, incluyendo
polimeros biodegradables, cerdmicas o materiales compuestos los cuales contienen
polimero y fases ceramicas [36].

Los polimeros utilizados en ingenieria de tejidos pueden ser de origen natural o sintéticos
o la combinacion de ambos; los polimeros naturales presentan ventajas como alta
actividad bioldgica, degradacion enzimatica e hidrofobicidad [41]. Entre los existentes
cabe mencionar proteinas como fibroina del gusano de seda, colageno, elastina,
fibronectina y polisacaridos como el quitosano, alginato, celulosa y acido hialurénico .

La fibroina estructura central del capullo de gusano de seda (Bombyx mori), se ha
estudiado como uno de los candidatos para aplicaciones biomédicas, debido a las
propiedades bioldgicas como buena biocompatibilidad, biodegradabilidad y minima
reaccion inflamatoria [25]. Varios métodos han sido propuestos para obtener diferentes
andamios en forma de peliculas, geles y esponjas, entre otros [24].

Se ha logrado que las células endoteliales adrticas humanas y células de musculo liso de
la arteria coronaria humana se genere mediante andamios de fibroina de seda por
electrohilado para la ingenieria de tejido vascular. Los andamios producidos con esta
proteina se encontraron en diferentes didmetros (400, 800 y 1200 nm) y se estudiaron
para observar sus efectos de crecimiento y migracion de las células neuronales,
concluyendo que cuando los diametros son mas pequefios promueven el desarrollo y la
maduracion de las neuronas donde su didmetro es de 400 +/- 76 nm. También se ha
producido estos andamios para el vendaje de heridas y la ingenieria de tejidos utilizando
como disolvente acido férmico, donde se observa que los didmetros de fibroina de seda
variaron entre 30 a 129 nm y su didmetro promedio fue de 80 nm [40].

Esta proteina ha sido combinada con diversos materiales debido a que su estructura no
es téxica. Siendo utilizada con alginato de sodio para biominerilizaciéon o tejido de
reparacion [42]. Esta proteina, por sus excelentes propiedades mecanicas, de flexibilidad,
alta biocompatibilidad y facil proceso de preparacion ha sido utilizada con éxito como
material de sutura y sistema de administracién de farmacos [43]. También se considera
como un material que facilita la sintesis de colageno y la revitalizacién en el tratamiento
de lesiones de la piel; debido a su buena permeabilidad al oxigeno disuelto, caracteristica
en situacion humeda comparable a la piel humana.[44].

El quitosano es un polisacarido con propiedades biocompatibles, biodegradables y con
caracter antibacteriano ampliamente utilizado para aplicaciones biomédicas tales como
apositos para heridas, portadores de administracion de farmacos y como andamio en la
ingenieria de tejidos [45]. Debido a la presencia de grupos hidroxilo y aminos se ha
utilizado para la eliminacién de iones metélicos pesados a partir de soluciones acuosas.
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Sin embargo, electrohilar quitosano solo es demasiado dificil porque este presenta una
baja solubilidad, poca flexibilidad de las cadenas, alta viscosidad y propiedades
mecanicas limitadas. Por lo tanto, se ha mezclado con polimeros tales como el poli (6xido
de etileno), poli (alcohol vinilico), celulosa, poli (&cido lactico), poli (caprolactona) y nylon-6
para mejorar las propiedades mecanicas [46].

La mezcla de esta proteina y polisacarido ha sido fabricado como material compuesto
para los huesos en la ingenieria de tejidos mediante la técnica de electrohilado, debido a
gue el quitosano es benéfico para la diferenciacion osteogénica, fabricado con éxito con
un sistema de disolvente mixto utilizando &cido trifluoroacético y diclorometano [7].
También se produjo diferentes mezclas de fibroina de seda / quitosano con &cido férmico
y se observé que las mezclan que contenian hasta el 30 % de quitosano presentan una
estructura fibrosa continua [8].

3. MATERIALES Y METODOS

Se presenta la metodologia empleada para alcanzar los objetivos especificos planteados
previamente. Se analiza la influencia de factores dominantes en la obtencién de andamios
por electrohilado como la concentracion de la solucion precursora, flujo de inyeccion,
voltaje, humedad y temperatura. También se describen las técnicas analiticas empleadas
para la caracterizacion de las nanofibras, las condiciones en que se realizaron las pruebas
de laboratorio y las limitaciones encontradas. El estudio se realiz6 en el Instituto de
Investigaciones en Materiales de la Universidad Nacional Autonoma de México.

3.1 Materiales

Los capullos del gusano de seda Bombyx mori fueron obtenidos del Centro de Biologia
Molecular y Biotecnologia de la Universidad Tecnolégica de Pereira, el quitosano (QS)
(Sigma-Aldrich). Se usaron como disolventes: acido formico (Sigma-Aldrich, 88%),
diclorometano (Sigma-Aldrich, 99,8%), acido trifluoroacético (Sigma-Aldrich, 99%),
1,1,1,3,3,3-hexafluoro-2-propanol (Sigma-Aldrich, 99%), 2,2,2-trifluoroetanol (Sigma-
Aldrich, 99%).

3.2 Métodos
3.2.1 Extraccion de la fibroina del capullo del gusano de seda.

Se realizé un proceso de desgomado para obtener fibroina, estructura central del capullo
de gusano de seda (Bombyx mori) mediante un proceso termoquimico en el cual la fibra
de seda se lavo tres veces con agua a 83°C durante 5 horas y se secé a temperatura
ambiente por 2 horas este procedimiento se siguié como lo reporta Jiang, H; et. al, [47].
Se determind una correcta extraccién, con una comparacion entre el capullo del gusano
de seday fibroina, por las diferentes técnicas de caracterizacion.
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3.2.2 Preparacion de la solucion de fibroina del capullo del gusano de seda y
quitosano.

Para la optimizacion del proceso de electrohilado la seleccion del solvente es
fundamental. Se realiz6 la prueba la solubilidad de los polimeros en diferentes solventes
organicos como se muestra en la tabla 1.

Tabla 1: Solventes de fibroina del capullo del gusano de seda [48].

Solvente Temperatura
Acido Formico (FA) 25°C
Diclorometano (DCM) 25°C
Acido Trifluoroacético (TFA) 25 °C
1,1,1,3,3,3-Hexafluoro-2-propanol (HFIP) 25°C
2,2,2-trifluoroetanol (TFE) 25°C

Para la prueba de solubilidad se coloc6 en un vial de 5 mL, 0,1g de polimero con 3 mL de
solvente en agitacion magnética, utilizando una plancha de calentamiento (IKA ® C-MAG
O0HS7) a temperatura ambiente durante 10 horas, luego se preparé las soluciones para
electrohilar.

3.2.3 Preparacioén de soluciones para electrohilado.

Con la finalidad de encontrar una solucién adecuada para el proceso de electrohilado
después de analizar las micrografias de SEM se propuso un esquema experimental
mostrado en la tabla 2. En la cual se prepararon tres soluciones en relacién en peso de
(3:1), (1:1) y (1:3) de QS: FGS con una concentracién final de 5% (w del soluto /v del
disolvente).

Tabla 2: Soluciones para electrohilado.

Numero de MasaFGS MasaQS(g) Relaciéon en Disolvente Relacion

solucién (@) peso (%p/p) TFA (mL) w/iv (%)
1 0,113 0,037 (3:1) 3 5
2 0,075 0,075 (1:1) 3 5
3 0,037 0,113 (1:3) 3 5
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3.2.4 Electrohilado de soluciones.

El proceso de electrohilado consta de los siguientes pasos:

1.

Se peso la cantidad predeterminada de FGS en una balanza analitica (Pioneer™)
en un vial de 5 mL, posteriormente se afiadid el disolvente, la solucién se coloco
en agitacién en una plancha de calentamiento (IKA ® C-MAG HS7) a temperatura
de 40°C durante 12 horas. Una vez disuelta la FGS, se afiadi6 QS hasta su
disolucion.

Las soluciones poliméricas fueron transferidas a jeringas de plastico de 5 mL de
capacidad, con agujas de 0,8 mm de diametro. El volumen inyectado fue de 3mL.

El equipo y la orientacion utilizada para generar las fibras se muestran en la figura
2.

Se fij6 la jeringa en la bomba de inyeccion (New Era Pump Systems, Inc NE-
4000), se programo el flujo y el volumen deseados de solucién polimérica.

Se colocé una placa colectora de aluminio repujado de 4 mm de espesor y de 8
cm x 8cm, a una distancia aguja-colector establecida.

Se conecto un electrodo a la aguja y el otro al colector.
Se inyect6 la solucion de QS/ FGS hasta formar una gota.

Se encendio la fuente de poder (GLASSMAN HIGH VOLTAGE, INC) y se aplico el
voltaje previamente establecido entre la aguja y el colector y con ello se inicio el
proceso de electrohilado.

Sobre el colector de aluminio se depositaron las fibras que constituyen el andamio
polimérico, se desprendi6 la placa de aluminio de la base del colector, se etiquetd
y se guardd para su posterior caracterizacion.

3.2.5 Optimizacién de parametros de electrohilado de QS: FGS

Las condiciones o6ptimas de relacion en peso QS: FGS, velocidad de flujo, voltaje,
distancia del capilar al colector, humedad relativa y temperatura se basaron en el estudio
morfolégico y se propuso un esquema experimental de optimizacién mostrado en la tabla
3. Con la finalidad de encontrar las condiciones mas adecuadas para obtener fibras con
grosor homogéneo y el menor diametro posible.
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Tabla 3: Parametros propuestos para electrohilado.

Pardmetro Valores propuestos
Relacién en peso QS/FGS (3:1), (L:1) y (1:3)
Velocidad de flujo (mL/h) 0,3;0,5;0,6
Voltaje (KV) 18, 20, 22
Distancia del capilar al colector (cm) 9,12, 15
Humedad relativa (%) 20 -30
Temperatura (°C) 20- 28

3.2.6 Analisis quimico, fisico y térmico del capullo del gusano de seda (Bombyx

mori), fibroina, quitosano y andamios de nanofibras de QS/FGS

En la figura 6, se muestra la metodologia desarrollada para los analisis del capullo del
gusano de seda (Bombyx mori), fibroina, quitosano y de los andamios de nanofibras. A

continuacién se describe cada una de las técnicas analiticas aplicadas.

Analisis de fichas técnicas

Espectroscopia de infrarrojo (FTIR) > Analisis quimico

Microscopia electrénica de barrido (SEM) ||  Analisis morfologico
y de textura

Difraccion de rayos X (XRD) | i 4’

-

| estructura

# Determinacion de la

Analisis termogavimeétrico (TGA)

I~ f
Determinacion de

Calorimetria diferencial de barrido (DSC) estabilidad térmica

Figura 6: Descripcién del analisis estructural sobre capullo del gusano de seda (Bombyx mori),

fibroina, quitosano y de los andamios de nanofibras.

3.2.6.1 Microscopia electronica de barrido (SEM)

Para la caracterizacion del capullo del gusano de seda, fibroina y andamios de nanofibras
se cortaron en trozos pequefios de 0,5 x 0,5 cm y se fijaron con cinta adhesiva sobre
portamuestras de aluminio, estas muestras fueron recubiertas con oro por medio de
pulverizacion catddica asistida por plasma con una corriente de 30 mA durante 5 min.
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El microscopio electrénico de barrido emplea dos tipos de electrones: secundarios y
retrodispersados; los primeros, sirven para obtener una imagen de la apariencia
tridimensional de la muestra, mientras que los segundos revelan las diferencias en la
composicion quimica. El andlisis de microscopia electrénica de barrido (SEM), se realizo a
través de un microscopio JEOL JSM-7600 F, equipado con un filamento de tungsteno (W).
donde la diferencia de voltaje suministrada al cafion de electrones fue de 20.0 KV. Se
tomaron micrografias en aumentos entre 1000X y 50000X. Con lo anterior, se realiz6 un
procesamiento de las imagenes con el programa de digitalizacion “Image J”. para
determinar el didmetro de las fibras, el porcentaje de porosidad de la superficie, la
existencia de cllsters, rupturas y otros defectos del material obtenido.

3.2.6.2 Caracteristicas quimicas.
3.2.6.2.1 Espectroscopia de infrarrojo con trasformada de Fourier (FTIR).

La espectroscopia infrarroja con trasformada de Fourier es ampliamente usada en
investigacion y en la industria como una confiable herramienta para realizar mediciones
de control de calidad y andlisis dinAmicos en una amplia variedad de muestras
principalmente de caracter organico. Las mediciones de los espectros obtenidos de las
muestras de capullos del gusano de seda, fibroina, quitosano y del andamio de nanofibras
QS/FGS se obtuvieron en el intervalo de 4000-400 cm™, con un espectrometro FTIR,
Thermo Scientific Nicolet 6700 el cual tiene acoplado un accesorio de ATR.

Los andlisis fueron realizados directamente sobre las muestras sin previa preparacion.
Esta técnica se empled con el fin de determinar la existencia de cambios quimicos por
efecto de electrohilado, asi como para la identificacion de compuestos organicos e
inorganicos presentes en las muestras.

3.2.6.2.2 Difraccion de rayos X (XRD)

Por medio de la técnica de difraccibn de rayos X, se determind la existencia de un
ordenamiento y cristalinidad en el capullo del gusano de seda asociado a la presencia de
fibroina, quitosano y andamio de nanofibras QS/FGS, en un equipo SIEMENS D-500,
usando la radiacién de Cu K (A = 0,1542 (A) se realiz6 a diferentes angulos, con pasos
de 0,02 ° por segundo. Para la indexacién de datos se utiliz6 el programa de Diffract Plus
2005.

3.2.6.3 Analisis térmico.

3.2.6.3.1 Analisis termogavimétrico (TGA)

Las curvas termogravimétricas se obtuvieron en un equipo TGA Q5000 IR TA
Instruments. Las muestras, aproximadamente de 5 mg, fueron sometidas desde 30 hasta
400 °C. a 10 °C/min bajo una atmosfera de nitrdgeno. A través de esta técnica se

determind la degradacion y estabilidad térmica de cada una de las muestras.
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3.2.6.3.2 Calorimetria diferencial de barrido (DSC)

Las transiciones térmicas del capullo del gusano de seda, fibroina, quitosano y andamio
de QS/FGS (electrohiladas) fueron estudiadas por calorimetria diferencial de barrido
(DSC), para determinar los cambios en su estado fisico como temperatura de transicion
vitrea (Tg), temperatura de cristalizacion (Tc) y temperatura de fusion (Tf) determinadas
por medio de un equipo DSC Q2000 TA Instruments bajo una atmésfera de nitrégeno. Las
muestras fueron llevadas hasta 300°C a una velocidad de calentamiento de 10 °C/min.

3.2.7 Entrecruzamiento de nanofibras

Se realizd un entrecruzamiento en un desecador sellado el cual contenia 10 mL de de
glutaraldehido (GTA) al 25 % en solucién acuosa. El andamio fue colocado en un
desecador a temperatura ambiente durante 3 dias con el fin de evacuar el disolvente que
llevé a aumentar la union fisica entre las fibras. Después del entrecruzamiento, se seco
las muestras a temperatura ambiente. [49].

3.2.8 Liofilizacion del andamio de QS/FGS con glutaraldehido

Con el objetivo de aumentar el pH a 7,5, para poder determinar la citocompatibilidad del
andamio de QS/FGS con glutaraldehido, se sumergié el andamio en una solucién de
NaOH al 5 M y se determiné el pH mediante papel indicador y luego se realizé un proceso
de sublimacion bajando la presion (alrededor de 50 mBar) a temperatura de - 110 °C, se
utilizé una liofilizadora LabCoco, se aumentd la temperatura gradualmente hasta que se
elimino el agua intermolecular y el agua intramolecular durante 7 horas.

3.2.9 Determinacion de la Citocompatibilidad in vitro de los andamios QS/FGS.
3.2.9.1 Sembrado y cultivo celular en los andamios QS/FGS

Se sembrd sobre el andamio QS/FGS células mesenquimales humanas obtenidas del
cordén umbilical, se esterilizé el andamio durante 20 minutos con luz ultravioleta U.V, una
vez trascurrido el tiempo se coloco en placas multipozos y se le agreg6é 7 microlitros del
medio de cultivo DMEM/F12 suplementado (10% Suero Bovino Fetal y 1% antibiético) en
donde se encontraban suspendidas 7,500 células. La suspension celular se dejé sobre el
andamio durante 40 minutos dentro de una incubadora (37°C, 5% CO, y humedad),
propiciando que ésta fuera absorbida por el material y las células se adhirieran.
Posteriormente, se agregé mas medio para mantener las células. La evaluacion biol6gica
del materia se realizé en el Laboratorio de Ingenieria de Tejidos, Facultad de Medicina en
convenio con el Instituto de Investigaciones en materiales, ambos pertenecientes a la
Universidad Nacional Autbnoma de México.
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Figura 7: Siembra de células mesenquimales en el andamio de QS/FGS.

3.2.9.2 Viabilidad celular mediante ensayo Live/Dead con calceina - homodimero de
etidio.

La viabilidad del andamio QS/FGS, se determindé mediante un ensayo Live/Dead con
calceina- homodimero de etidio, en el cual se retir6 el medio a evaluar y se le agregé
solucion salina con fosfato (PBS), la muestra de células se lavd para eliminar o diluir
cualquier residuo suplementado, se retir6 en PBS con cuidado para no desprender las
células, se agreg6 0,25 uL de calceina y 0,5 pL de homodimero de etidio al Hanks hasta
cubrir el cultivo celular. Se agreg6é a la mezcla las células mesenquimales y se incubd
durante 45 min, se retir6 y se lavé dos veces con PBS.

La deteccion viral se realiz6 por medio de microscopia de fluorescencia, se utilizé un
microscopio Nikon el cual usa una iluminacién de alta intensidad para excitar moléculas
fluorescentes en la muestra.

4. ANALISIS DE RESULTADOS

Se presentan los resultados experimentales obtenidos de las pruebas de laboratorio, por
un lado se determinaron las condiciones y el proceso de extraccion del capullo del gusano
de seda (Bombyx mori) y por el otro la parametrizacion del proceso de electrohilado a
estos biopolimeros a diferentes relaciones en peso. Para los dos fines se aplicaron las
mismas técnicas analiticas de microscopia electrénica de barrido (SEM), espectroscopia
infrarroja (FTIR), difraccion de rayos X (XDR), analisis termogavimétrico (TGA) y
calorimetria diferencial de barrido (DSC).

4.1 Solubilidad de la fibroina del capullo del gusano de seda y quitosano.

Los disolventes utilizados para las soluciones poliméricas tienen una influencia
significativa en la capacidad del hilado, por lo tanto, el paso principal del proceso de
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electrohilado es la disolucién de los polimeros. Los disolventes deben tener propiedades
de buena volatilidad, presion de vapor y punto de ebullicién, de manera que no afecte la
capacidad del hilado de la solucion, estructura y propiedades de las fibras electrohiladas.

Después de examinar la solubilidad de quitosano y fibroina en diferentes disolventes
organicos (tabla 1). Se encontré que la fibroina es una proteina hidrofobica insoluble en
FA, DCM, HFIP y TFE, soluble en TFA a temperatura ambiente, se formé una solucién
homogénea con un cambio de color blanco a café en la solucién. El quitosano es un
biopolimero soluble en FA, DCM, DCM y TFA a temperatura ambiente, e insoluble en
TFE.

El disolvente adecuado para la disolucion entre los dos polimeros es el &cido
trifluoroacético, porque presentaban la formacion entre las moléculas de TFA y los grupos
amino de quitosano y fibroina. La disolucién encontrada se produce en dos etapas, la
primera es la protonacion de los grupos amino (-NH,) a lo largo de la cadena de los
polimeros y la segunda es la interaccion iénica entre el grupo amino protonado (-NHs") y
grupos anibnicos del acido trifluoroacético, disolviendo en su totalidad los polimeros [50].

4.2. Resultados de la caracterizacion quimica, fisica y térmica del capullo del
gusano de seda (Bombyx mori), fibroina, quitosano y andamio de nanofibras de
QS/FGS

A continuacion, se presentan los resultados del analisis de esta caracterizacion:

4.2.1 Caracterizacion morfolégica por microscopia electronica de barrido SEM

4.2.1.1 Caracterizacion morfolégica del capullo del gusano de seda y fibroina.

Figura 8: Micrografias por SEM del capullo del gusano de seda (a) 1000X y fibroina (b) 500X.

En la figura 8 se muestran micrografias observadas por SEM del capullo del gusano de
seda (Bombyx mori) y la fibroina. En la tabla 4, se muestran los resultados de la medicion
de los didmetros y porosidad del capullo del gusano de seda (Bombyx mori) y fibroina
estudiados con el programa "Image J".
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Tabla 4: Determinacion del diametro y porosidad de capullo del gusano de seda y fibroina.

Muestra Diametro promedio (um) Porosidad promedio (%)
Capullo del gusano de 36 +/- 22 1,0
seda (Bombyx mori)
Fibroina 13 +/-7 7,6

Se puede observar en el micrografia de SEM en la figura 8 (a) que el capullo del gusano
de seda presenta fibras orientadas al azar aplanadas rugosas externamente y se
evidencia que cada una de estas fibras presentan filamentos de fibroina recubiertos por
sericina. El didmetro promedio de las fibras del capullo de gusano son de 36 +/- 22 um, lo
cual corresponde con los resultados reportados por Yuan, X; et. al [51]. En la figura 8 (b),
se pueden observar fibras cilindricas orientadas al azar con diametros de 13 +/- 7 um, las
cuales corresponden a fibras de fibroina obtenidas después del proceso térmico de
desgomado, donde se retir6 la sericina debido a que esta es una proteina hidrofilica
eliminada por la aplicacion de temperaturas superiores a 60°C, los cambios presentados
por los valores de didmetro promedio de las fibras (tabla 4) evidencia un correcto
desgomado.

También se presenta la estimacion del porcentaje de porosidad calculada por el
programa Image J, obteniendo para el capullo del gusano de seda y fibroina con una
porosidad promedio de 1,0 y 7,6 % respectivamente. Lo cual indica que se presenta
mayor porosidad en la micrografia de fibroina (figura 8 b) al retirar la sericina.

30



4.2.1.2 Caracterizacion morfolégica de los andamios QS/FGS.

Como se menciond en la metodologia, se realizaron diferentes experimentos secuenciales
variando cada parametro con el fin de determinar los efectos y asi optimizar la calidad de
las nanofibras. Se analizaron los efectos de concentracion, flujo de inyeccion, voltaje
aplicado y distancia del capilar al colector

4.2.1.2.1 Pardmetros de electrohilado para el andamio en relacion en peso QS/FGS
(3:1)

Voltaje aplicado (KV)

18 20 22

0,3

0,5

Flujo de inyeccién (mL/h)

0,6

Distancia del capilar al colector (cm)

Figura 9: Variacion de parametros para obtener un andamio en relacion en peso QS/FGS (3:1).
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En la figura 9 en las micrografias (a, b, c, g, h e i), se puede observar que cuando se
utilizé un flujo de inyeccion de 0,3 y 0,6 mL/h, no hubo formacion de fibras, sino gotas muy
grandes pegadas entres si, debido a que se ve influenciado, porque hay una
concentracion alta de quitosano esto a que se genera una alta viscosidad y es dificil de
hilar, por lo tanto no se genera una evaporacion de solvente.

Se presentan fibras en la figura 8 (d, e y f), hay formacion de fibras ya que el flujo de
inyeccion de 0,5 mi/h permite la evaporacién del disolvente, pero se evidencian defectos
como cluster, aglomeraciones entre nanofibras.

Para iniciar el proceso de electrohilado se aplica un voltaje induciendo carga necesaria en
la solucién polimérica de QS/FGS en relacion en peso 3:1, para que ocurra la formacién
de fibras se inicia con un voltaje de 15 KV en donde se observa que no hay formacion de
la gota por lo tanto no electrohila, aumentando progresivamente el voltaje a 18 y 20 KV,
se aumenta la fuerza del campo eléctrico y las fuerzas electrostaticas repulsivas en el
chorro expulsado, lo que favorece el adelgazamiento de las fibras en la figura 8 (d, e y f),
en el cual el solvente se evaporé muy despacio presentando residuos en forma de clister.
Sin embargo, cuando el voltaje fue de 22 KV se formaron aglomeraciones poliméricas
figura 8 (c e i).

Una distancia apropiada es requerida para darles a las fibras tiempo suficiente para secar
el disolvente antes de llegar al colector. Por lo tanto, cuando la distancia fue de 9 cm se
presenta formacién de fibras en la figura 9 (c) pero se presentan cllster y gotas, al
aumentar la distancia de 12 cm se observan fibras planas y continuas en la figura 9 (e).
Pero cuando la distancia es de 15 cm no se generan fibras.

Por lo tanto, se observa que para que haya formacion de fibras es necesario variar todos
los pardmetros ya que estos influyen en generar fibras continuas, sin defectos. Para el
andamio cuando el quitosano esta en mayor proporcién respecto a la fibroina se presenta
fibras en la figura 9 (e) con menor cantidad de cluster, al utilizar parametros de flujo de
inyeccién de 0,5 mL /h, voltaje aplicado de 20 KV y distancia de capilar al inyector de 12
cm.
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4.2.1.2.2 Parametros de electrohilado para el andamio en relacién en peso QS/FGS

(1:1)

En la figura 10 se presentan los parametros utilizados para la formacion de nanofibras del
andamio QS/FGS en relacion en peso 1:1, Se observa que no hay formacién de fibras
cuando el flujo de inyeccion es de 0,3 y 0,6 mL/h, el voltaje de 18 y 22 KV y la distancia
del capilar al colector 9 y 18 cm figura 10 (c y g,) indicando que no hay evaporacién de
disolvente. En las figura 9 (a, b, d, f, h, e, i), hay formacién de fibras pero estas presenta
defectos como cluster, rupturas y aplastamiento Por lo tanto, no se genera un andamio

homogéneo

Voltaje aplicado (KV)

18

20

22

Flujo de inyeccién (mL/h)

0,3

0,5

0,6

12

15

Distancia del capilar al colector (cm)

Figura 10: Variacion de parametros para obtener un andamio en relacién en peso QS/FGS (1:1)
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4.2.1.2.3 Parametros de electrohilado para el andamio en relacion en peso QS/FGS

(3:1)

Para encontrar los parametros optimos de electrohilado para el andamio de QS/FGS en
relacion en peso 1:3, se varian las condiciones del proceso y se observa que hay
formacion de fibras en todos parametros, pero hay presencia de defectos como cluster y
aplastamiento en la figura 11 (a, b, c, d, f, g, e i), por lo tanto no se generd evaporacion
adecuada del solvente. Se genera un andamio homogéneo, cuando el flujo de inyeccién
es de 0,3 ml/h, voltaje 20 KV y la distancia entre el capilar y el inyector es de 15 cm.
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Figura 11: Variacion de pardmetros para obtener un andamio en relacion en peso QS/FGS (1:3).
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4.2.2.1.1 Efecto de las relaciones en peso QS/FGS

Figura 12: Micrografias por SEM de andamios QS/FGS a 50000X de nanofibras en relacion en
peso (a) QS/FGS (3:1), (b) QS/FGS (1:1) y (c) QS/FGS (1:3).

En la figura 12, se muestran las micrografias de SEM en aumento de 50000 X de los
andamios de QS/FGS, después de variar las condiciones del proceso se escogieron los
tres mejores andamios, basados en las micrografias anteriores, donde los pardmetros
fueron flujo de inyeccién de 0,5 ml/h, voltaje de 20 kV, distancia del capilar al colector de
12 cm, temperatura de 25°C y humedad relativa de 28% con variaciones en las relaciones
en peso QS/FGS de (3:1), (1:1) y (1:3). En la tabla 6 se muestran los resultados de la
medicién de didmetros y porosidad evaluados con el programa "Image J".

Tabla 5: Determinacién del diametro y porosidad del andamio QS/FGS a diferente
relacion en peso

Muestra Relacién en Diadmetro promedio (nm) Porosidad
peso QS/FGS promedio (%)
(3:1) 104 +/- 14 8,0
Andamio (1:1) 177 +/- 18 25,0
QS/FGS (1:3) 155 +/- 8 14,0

En la figura 13, se puede observar que a mayor contenido de quitosano respecto a
fibroina del gusano de seda, se obtuvo un diametro mas pequefio con variabilidad del
14%, mientras que cuando hay una alta proporcién en alguno de los componentes del
andamio de QS/FGS, existe una disminucion del didmetro. Respecto a la relacién en peso
de (1:1) y (3:1) se observa una disminuciéon en el diametro de aproximadamente 41,2 %,
mientras que a relacion de (1:3) disminuy6 el 12,4% en relacion con (1:1).

Respecto a la porosidad se encontré algo similar, a relaciones donde uno de los
componentes esta en mayor proporcion, la porosidad disminuye. Respecto a la relacion
(1:1), la relacién (3:1) presenté una disminucién de diametro de 68%, mientras que a
relaciéon (1:3) presento una disminucién de 44%, mostrando nuevamente la incidencia de
la proporcion de uno de los polimeros en la porosidad y en la disminucién de diametro.
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Figura 13: Efecto del diametro en las nanofibras del andamio QS/ FGS a diferentes relaciones en
peso (3:1), (1:1) y (1:3).

Sin embargo a todas las relaciones en peso, los didmetros fueron inferiores a 200 nm, los
cuales son valores muy pequefios e inferiores a los reportados por He J, et al y por Chen
J.P et. al donde obtienen fibras con diametros de 542 a 312 nm y 215 a 478 nm,
respectivamente [7, 52]. lo cual es un aporte significativo de esta investigacion, ya que
encontrar diametros mas pequefios va a facilitar la adherencia celular como lo reporta
Park, W.H; et, al [8], asi como un mejoramiento de las propiedades mecanicas.
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Figura 14: Micrografias por SEM de andamios QS/FGS a 10000X de nanofibras en relacién en
peso (a) QS/FGS (3:1), (b) QS/FGS (1:1) y (c) QS/FGS (1:3).

Respecto a la morfologia, en la figura 14 (a) se presenta el andamio QS/FGS relacién
(3:1), en la micrografia se pueden observar fibras en forma continuas orientadas al azar,
se evidencia la presencia de clisters y aplastamiento de nanofibras, asi como la
superficie no es homogénea y rugosa. En la figura 14 (b) se puede observar fibras del
andamio en relacion (1:1) en forma cilindricas aplastadas orientadas al azar, estas
presentan rupturas y se encuentran desordenadas. En la figura 14 (c) se muestra el
andamio en relacion  (1: 3) observando que las fibras estan orientadas al azar, son mas
homogéneas entre ellas y su superficie es mas terso. Por lo tanto, este ultimo andamio es
homogéneo, por lo cual es escogido para analizarlo por las diferentes técnicas de
caracterizacion y asi determinar si sus caracteristicas son idoneas para aplicaciones
biomédicas .

En la tabla 5, también se presenta la estimacién del porcentaje de porosidad calculada por
el programa Image J, de los andamios QS / FGS de la figura 14 en relacién en peso (3:1),
(2:1) y (1:3) los cuales poseen una porosidad promedia de (8%), (25%) y (14%)
respectivamente .
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4.4.2 Grupos funcionales mediante espectroscopia infrarroja con transformada de
Fourier (FTIR)
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Figura 15: Comparacion entre los espectros de infrarrojo del capullo del gusano de seda (a),
fibroina (b), quitosano (c) y andamio de QS/FGS (d).

Para el espectro del capullo del gusano de seda figura 15 (a) se observa la banda ubicada
a 3279 cm™ dicha banda puede asociarse a modos de estiramiento vibracional de grupos
OH con enlaces de hidrogeno presentes en los residuos hidrofilicos correspondientes a la
cadena lateral de sericina. La pequefia banda a 2930 cm™, esta asociada a un modo de
estiramiento asimétrico de C-H. La banda a 1615 cm™ puede estar relacionada a un modo
de estiramiento vibracional del grupo C=0 de formacion en paralelo de la B-hoja de
conformacion de la fibroina. La banda localizada a 1518 cm™ posiblemente esta asociada
a un modo de flexién simétrica de N-H y un modo de estiramiento vibracional de C-N de la
amida secundaria. La pequefia banda a 1442 cm™ y 1400 cm™ se atribuye a grupos OH
de sericina y treonina de las cadenas laterales. Una banda ubicada a 1235 cm™
corresponde al grupo amino terciario [53].

La asignacién de bandas para la fibroina figura 15 (b), se encuentra una banda a ubicada
a 1656 cm™, puede asociarse a un modo de estiramiento vibracional de C=0 de formacién
en paralelo de la B-hoja de conformacion. Por otro lado, la sefial ubicada a 1574 cm’
! corresponde a un modo de flexion simétrica de N-H y un modo de estiramiento
vibracional de C-N de una amida secundaria. La banda relacionada con la presencia de
grupo amino terciario, aparece a 1190 cm™, justo con una sefial debida a un modo de
flexiébn simétrica N-H, un modo de estiramiento C=0 y modos de estiramiento del enlace
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peptidico de formacién de espiral al azar. La sefial correspondiente a la banda a 1335 cm’
! corresponde con el modo de flexién simétrica del CHs. lo descrito anteriormente
concuerda con los estudios reportados por Koperska, M.A. et al y Chen, F. et al. donde se
identificaron los principales grupos funcionales para la proteina [54, 55].

Los resultados obtenidos indican que la sericina se encuentra en una conformacion de
espiral al azar, mientras que la fibroina tiene una forma altamente cristalizado es decir, 8 -
hoja de conformacién, Por lo tanto, se evidencia la reduccion de sericina con el
tratamiento térmico desgomado, presentando la ausencia de las bandas caracteristicas en
3279 cm™, 1442 cm™ y 1241 cm™ en la figura 14 b.

La asignacion de bandas por grupo funcional para el quitosano (tabla 6) (figura 15 c). La
banda ancha a 3307 cm™, corresponde a un modo de vibracién de tension de OH que se
superponen por estiramiento de N-H. La sefial correspondiente con la banda a 2861 cm™,
se encuentra en una regién espectral compleja y se atribuye a un estiramiento simétrico y
antisimétrico del anillo C-H y entre grupos -CH,OH y -CHa;. Por otro lado, la sefial ubicada
a 1649 cm™, corresponde a un modo vibracional de C=0 y N-H de la amida primaria. La
banda a 1557 cm™, puede relacionarse con la amida secundaria pertenecientes a modos
vibracionales de C=0 y N-H. La pequefia banda a 1373 cm™, posiblemente esta asociada
a un modo de flexién de CH, La banda de absorcién a 1140 cm?, justo con una sefial
debida al estiramiento y deformacion asimétrica del puente C-O-C. Las sefiales con la
banda ubicada a 1061 cm™ corresponden a vibraciones esqueléticas de estiramiento de
C-O caracteristicas del sacarido del quitosano [56-58].

Tabla 6: Posicién de las bandas de absorcion infrarrojas de quitosano.

Banda Numero de onda Enlace Tipo de vibracién
(cm™)
1 892 CH(é), enlace Flexion
glucosidico
2 1012 Esqueleto C-O (v) Tensiéon
1069 Esqueleto C-O (v) Tension
1140 C-0O-C(vgqs) Tensioén (simétrica,
antisimétrica)
5 1310 C-N (v), NH(8) Tension, Flexion
6 1373 CHx(8) Flexién
7 1557 NH(8), C-N(v), Tensién
C-C(v).
1649 C=0(v), NH(v) Tension
2861 CH,(vgas, vs) Tension (simétrica,
antisimétrica)
10 3307 NH(v), OH(v) Tension
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Al comparar el espectro infrarrojo del andamio de nanofibras QS/FGS (figura 15 d), con
los polimeros correspondientes de fibroina y quitosano, se puede observar que la mayoria
de las sefales coinciden, indicando que se presenta en el andamio los grupos funcionales
mas importantes como son amida I, amida Il, amida Ill y grupos C=0 de los polimeros, lo
gue evidencia que no existe un cambio de los grupos funcionales, por tanto, la velocidad
de flujo, voltaje aplicado y distancia del capilar al colector son éptimos para la evaporacion
del &cido trifluoroacético al no obtener sefiales de interferencia en la formacion de
nanofibras. Sin embargo la banda observada en 3270 cm™ presenta una intensidad
menor, lo que puede deberse a cambios en la morfologia de las nanofibras.

4.4.3 Cristalinidad por difraccion de rayos X (XRD).
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Figura 16: Patrones de difraccion de rayos X de capullo del gusano de seda (a),
fibroina (b), quitosano (c) y andamio QS/FGS (d).

El analisis mediante difraccion de rayos X (XRD), indica que las muestras en la figura 16,
tienen un nivel de organizacion dependiente de la naturaleza de las muestras. Los
difractogramas de los polimeros de fibroina y quitosano son usados como referencia para
poder determinar si hay cristalinidad en el andamio QS/FGS.

En la figura 16 a, se muestra el difractograma de rayos X del capullo de gusano de seda
(Bombyx mori), en el cual evidencian dos sefiales de difraccion a 20,4° (angulo de
Bragg), atribuidas a la estructura cristalina de la conformacion B-hoja y conformacion al
azar de seda [59]. En la figura 16 (b) se observa una sefial de difraccion correspondiente

40



a la fibroina en 23,9°, la cual indica amorficidad en la estructura B -hoja indicando no hay
cristalinidad. Realizando una comparacion entre los difractogramas se observa que la
sefial de fibroina no presenta intensidad, llegando a la conclusién que la cristalinidad la
genera la conformacion al azar de la sericina. Por lo tanto, la parte no cristalina de fibroina
le contribuye flexibilidad y elasticidad.

En la figura 16 ¢ se observa el difractograma de quitosano en el cual se evidencias tres
sefales de difracciébn en 10,1° y 19,7°, los cuales son caracteristicos de la estructura
cristalina hidratada de quitosano [52].

Tabla 7: Resultado de la indexacién del capullo de gusano de seda, fibroina, quitosano.

MUESTRAS DISTANCIA ANGULO DE INTENSIDAD INTENSIDAD
INTERPLANAR (A) BRAGG (260) (CONTADOR) RELATIVA %
Capullo de
gusano de 4,351 20,393 1225 100
seda 3,100 28,775 638 52,1
Fibroina 3,709 23,969 338 100
3,068 29,081 289 85,6
Quitosano 8,790 10,054 767 39,7
4,490 19,729 1931 100
2,560 35,047 448 23,2

De acuerdo a las condiciones en que se realiza el ensayo de DRX, se encontré que el
difractograma del andamio QS/FGS (figura 16 d) no presenta una estructura cristalina,
debido a la ausencia de sefales definidas. Las nanofibras poliméricas obtenidas mediante
el proceso de electrohilado no permiten la formacion de fases cristalinas del tamafio
adecuado para ser detectados por esta técnica. Sin embargo, Gomez-Pachén, E. Y; et, al
[2] sugiere la técnica de dispersion de rayos X de angulo pequefio (SAXS), para obtener
informacién acerca de la forma y tamafio del cristal de los andamios, debido a que tiene la
capacidad de medir a angulos bajos 0,1 a 10° entregando informacion estructural de
macromoléculas que estan en el orden de entre 5y 25 nm. Por lo tanto se debe observar
la cristalinidad mediante la técnica de calorimetria diferencial de barrido (DSC).
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4.4.4 Temperatura de cambio de masa por analisis termogravimetrico (TGA).
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Figura 17: TGA de Capullo del gusano de seda (a), fibroina (b), quitosano (c) y andamio
QS/FGS(d).

En la figura 17 se presentan los termogramas para cada una de las muestras de capullos
de gusano de seda (a), fibroina (b), quitosano (c) y andamio QS/FGS (d), realizado entre
50 y 380 °C, permitié determinar la degradacion y estabilidad térmica de cada una de las
muestras. Con el fin de reconocer el comportamiento térmico de descomposicién en
detalle, se obtuvieron analisis termogavimétricos diferenciales (DTG) mediante el
programa TA Universal Analysis arrojando los resultados observados en la tabla 8 en el
cual se presenta la pérdida de peso y la temperatura de descomposicién por regiones de
cada muestra.
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Tabla 8: Pérdida de peso y temperatura de capullos de gusano de seda, fibroina,
quitosano y andamio QS/FGS.

Muestra Regidn Pérdida de peso Temperatura

(%) O

Capullo del Region | 6,25 57
gusano de seda Region Il 47,22 310
Fibroina Region | 4,78 54
Regioén Il 49,38 300

Quitosano Region | 6,46 58
Region Il 50,22 294

Andamio QS/FGS Region | 6,01 52
Region I 26,23 213

Region Il 32,79 300

Para la evaluacion de la estabilidad térmica del capullo del gusano de seda son evidentes
dos etapas de pérdida de peso mostradas en la tabla 8. La primera pérdida de peso de
6,25 % aparece a 57°C, atribuida a la evaporacién de agua retenida por adsorcion fisica.
La segunda a 310° C se debe a la pérdida de peso de 47,22 % asignado a la
descomposicién térmica del capullo del gusano de seda (Bombyx mori) en la especie de
fibroina, la cual tiene una estructura B-hoja orientada [60].

En el termograma de fibroina (figura 16 b) se puede observar dos regiones, la primera se
debe a la pérdida de peso de 4,78 % atribuida a la evaporacion de agua retenida por
adsorcion fisica a 54 °C. La segunda se debe a la pérdida de peso de 49,38 %
relacionada a la descomposicién de la fibroina asociada a la perdida de la estructura -
hoja orientada a 300 °C [61].

En la figura 16 c, se muestran los resultados de TGA para el quitosano donde se
observan dos perdidas de peso. El primer evento térmico se produce a 58 °C con una
pérdida de peso de 6,46 % asignado a la perdida de agua adsorbida fisicamente. El
segundo evento térmico se observa a 294 °C con un pérdida de peso de 50,22%,
relacionada a la descomposicion de la muestra a través de la despolimerizacién de la
cadena del quitosano [62].

Para la evaluacion de la estabilidad térmica del andamio QS/FGS, el proceso de
degradacion se dividio en tres etapas. La primera pérdida de peso de 6,01% esta
asociado con la pérdida de agua el cual aparece a 52 °C, la segunda temperatura de
descomposicidn aparecié a 212 °C se atribuye a la fibroina, la cual presenta una pérdida
de peso de 26,23%. relacionada a la caracteristica hidrofilica de la proteina. Por otro lado,
el quitosano presenta una descomposicion térmica a 300 °C con una pérdida de peso de
32,79%, que se atribuye a la deshidratacion de los anillos sacaridos, la despolimerizacién
y la descomposicion de las unidades acetiladas y desacetiladas del polimero [63, 64].
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Al realizar una comparacion entre las temperaturas de descomposicion de fibroina,
quitosano con el andamio de QS/FGS se observa que las temperaturas de
descomposicion se relacionan, indicando la formacién de interacciones intermoleculares
entre las muestras. En consecuencia, los analisis permitieron localizar la temperatura
ideal del tratamiento térmico, las cuales favorecieron la obtencion de nanofibras, sino que
ademas evito la volatilizacién de quitosano y fibroina.

4.4.5 Temperatura de transicion por calorimetria diferencial de barrido (DSC)
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Figura 18: DSC de Capullo del gusano de seda (a), fibroina (b), quitosano (c) y andamio
QS/FGS(d).

Las transiciones térmicas de capullo del gusano de seda (a), fibroina (b), quitosano (c) y
andamio de QS/FGS (d) son mostradas en la figura 18. Estos termogramas permitieron
determinar las temperaturas de transicion vitrea (Ty), temperatura de cristalizacion (T¢) y
temperatura de fusion (T;) de cada una de las muestras descritas en la tabla 9. Con el fin
de reconocer el comportamiento en detalle se obtuvieron los andlisis mediante el
programa TA Universal Analysis.

Tabla 9: Datos de Ty, T,y T; obtenidas de los termogramas de DSC para las muestras de capullo
de gusano de seda, fibroina, quitosano y andamio QS/FGS.

Muestra T, (°C) T. (°C) Tt (°C)
Capullo del gusano de seda 160 142 192
Fibroina 176 218 No presenta
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Quitosano No presenta 168 No presenta
Andamio QS/FGS 170 137 222

T4: temperatura de transicion vitrea. T, : temperatura de cristalizacion T;: temperatura de fusion.

En la figura 18 (a), se puede observar la curva del capullo del gusano de seda muestra un
pico exotérmico entre 142 °C, correspondiente a la cristalizacion del polimero. La
temperatura de fusion esta en 192 °C con una entalpia de 19,2 J/g [60].

En el termograma de fibroina en la figura 18 (b), se puede observar una relajacion
entalpica (pico endotérmico) a 56°C asignado a la evaporacion de agua por adsorcién
fisica, esta transicion concuerda con lo observado en el comportamiento de TGA, se
puede observar una transicidén vitrea A 176 °C, donde las regiones amorfas aumentan
brevemente antes del evento de cristalizacibn a 218°C donde ocurre una relajacion
estructural que permite una reorganizacion de la beta hoja [61].

En la figura 18 (c), corresponde al DSC de la muestra de quitosano, la cual mostro la
presencia de dos eventos térmicos. El primer evento es una relajacién entalpica (pico
endotérmico) a 100°C, atribuida a la pérdida de agua por evaporacion. El segundo evento
térmico estd relacionado con un pico exotérmico a 168 °C, correspondiente a la
cristalizacion del polimero [65].

Para el andamio QS/FGS figura 18 (d), las nanofibras mostraron un pico de cristalizacién
(pico exotérmico) encontrado a 137 °C. Se observan dos picos de relajacion entélpica
(pico endotérmico), el primer evento se observa a 85 °C atribuido a una evaporacion de
agua de la muestra, el segundo evento térmico se observa 221 °C con una entalpia 44,16
J/g correspondiente a la temperatura de fusién. Se observa que en la primera transicion
las entalpias de quitosano y fibroina se traslapan y la segunda transicion corresponde a la
fibroina.

4.4.8 Determinacion de la citocompatibilidad in vitro de los andamios QS/FGS.

Los andamios que contienen quitosano y fibroina de seda son solubles en agua. Se
observa que una gota de agua o solucion basica, pueden destruir la estructura de
nanofibras, Por lo tanto, es necesario el uso de glutaraldehido generando un
entrecruzamiento al unir los grupos aldehido con los grupos amino libres de quitosano y
de aminoacidos de fibroina de seda. Después del entrecruzamiento con GTA el andamio
tomd un color amatrillo y se encogi6é ligeramente, este cambio se debe a la creacién del
enlace CH=0 vinculados entre los grupos amino libres de QS, FGS y GTA. Una vez
realizado el entrecruzamiento del andamio de QS/ FGS, se determina el pH de los
andamios encontrando que aproximadamente es de 5, incompatible con la viabilidad
celular. Por tanto se somete a liofilizacion el andamio encontrando que es posible
aumentar el pH a 6.

Se observé la citocompatibilidad del andamio QS/FGS, mediante un ensayo de viabilidad
celular de fluorescencia de dos colores con esto se busca la formacién simultanea de
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células vivas y muertas, para determinar pardmetros de viabilidad celular, intracelular
actividad esterasa e integridad del andamio. En la figura 19, se realiza una comparacion
observando que las células en la figura 19 (b) mantiene su integridad permitiendo que la
calceina polianionica se conserve dentro de las células vivas produciendo un color
uniforme de fluorescencia verde indicando que las células estan vivas. Por otro lado, se
observa en la figura 19 (a), que el homodimero de etidio reacciona en las células dafiadas
del andamio QS/FGS vy tras la union de acidos se produce una fluorescencia de color rojo
indicando que las células estan muertas. Debido a que el pH debe encontrarse en 7,4 en
el cual se encuentran los fluidos corporales o fisiol6gicos.

Por otra parte durante el cultivo celular se observé que los andamios son estables y no
presentan rupturas a los dos dias de cultivo, por lo tanto se genera entre la fibroina y
quitosano un entrecruzamiento con el glutaraldehido adecuado ya que este no permite la
realizacion del ensayo de viabilidad.

Figura 19: Ensayo de viabilidad celular de fluorescencia de dos colores tomadas a dos
dias de cultivo celular, andamio QS/FGS (a) y control positivo de la formacion celular (b)

4.4.9 Posibles aplicaciones en biomedicina del andamio QS/FGS.

El andamio de QS/FGS obtenido presenta un tamafio de diametro entre 155 +/- 8 nm con
una porosidad de 14 % , por el tamafio encontrado estas nanofibras se pueden promover
para el desarrollo y maduracion de neuronas donde se necesita un diametro entre 400 +/-
76 nm. Esta mezcla polimeros también puede ser empleada para el vendaje de heridas en
la ingenieria de tejidos donde el diametro requerido se encuentra entre 30 a 129 nm [40] .
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CONCLUSIONES

1. A partir del tratamiento de desgomado se concluydé que al realizar un tratamiento
termoquimico llevando a temperaturas mayores de 60°C, se puede obtener una
completa separacion de fibroina de capullo del gusano de seda (Bombyx mori), esta
separacion evidencié un correcto desgomado en las observaciones de microscopia
electronica de barrido (SEM), mostrando didmetros promedio para las fibras del
capullo del gusano de seda de 36 +/- 22 um y para la fibroina de 13 +/- 7 um, También
se confirmd por la prueba de caracterizacibn por espectroscopia infrarroja con
trasformada de Fourier (FTIR) la ausencia de bandas caracteristicas en 3279 cm™,
1373 cm™y 1241 cm™ correspondientes a la sericina.

2. A partir del estudio experimental se concluyé que tanto la velocidad de coleccion en el
proceso del electrohilado, el voltaje aplicado, la distancia del capilar al colector y la
relacion en peso del andamio QS/FGS tienen una fuerte influencia en las propiedades
morfolégicas de los andamios celulares, y por tanto se determind los parametros
optimos de electrohilado, los cuales son: flujo de inyeccion de 0,5 mL/h, voltaje
aplicado de 20 kV y distancia del capilar al colector de 12 cm, en relacion en peso
(3:1) (1:1) y (3:1) del andamio QS/FGS.

3. Se determin6 que a mayor contenido de quitosano respecto a la fibroina, se encuentra
andamios con defectos como cllster, rupturas y aglomeraciones de nanofibras
obteniendo gran variabilidad de diametro cuando hay una alta proporcion de los
componentes.

4. Un aspecto importante fue la determinacion experimental de la relacion en peso para
los andamios de QS/FGS. La cual fue (1:3) este andamio presenta fibras orientadas al
azar, homogéneas y no presentan defectos, por lo tanto, este andamio facilita la
adhesion celular ya que se encuentra fibras con diametro entre los 155 nm con una
porosidad de 14 %.

5. El andlisis de espectroscopia infrarroja confirm6 que el andamio de QS/FGS presenta
los grupos funcionales como amina primaria, amina secundaria, amina terciaria y
grupos C=0 de los polimeros, por lo tanto no existe un cambio de grupos funcionales
indicando que los parametros encontrados fueron los éptimos para obtener andamios
celulares de QS/FGS al no obtener sefiales de interferencia del acido trifluoroacético
en las muestras finales.

6. Se logré determinar que a pesar de que el analisis de difraccion de rayos X, no
permite demostrar la formacién de una estructura cristalina en el andamio de QS/FGS,
los resultados de calorimetria diferencial de barrido muestran la presencia de cristales,
por las transiciones de cristalizacion. Lo cual puede mostrar que las propiedades
estructurales de las nanofibras lograron ser mejoradas para la obtencion mediante
electrohilado.
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7. El analisis termogavimétrico permite evaluar la estabilidad térmica y las temperaturas
de descomposiciéon de los polimeros de fibroina y quitosano y del andamio QS/FGS,
estas se relacionan indicando la formacion de interacciones intermoleculares entre las
muestras.

8. La aplicacion de la prueba de citocompatibilidad in vitro mediante el ensayo de
viabilidad celular, nos permiti6 observar que el andamio QS/FGS en relacion (1:3) es
estable y no presenta rupturas y aunque no se ha logrado una prueba definitiva para el
crecimiento celular este presenta una buena adherencia.
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RECOMENDACIONES

Se recomienda variar la concentracidon de la solucién polimérica de quitosano vy fibroina
del gusano de seda, asi como lograrla combinar con otros disolventes con el objetivo de
obtener nanofibras de un tamafno igual al obtenido con este trabajo, con lo que se
conseguiria mejorar las propiedades estructurales y de adherencia celular.

Para determinar la cristalinidad del andamio se recomienda utilizar la técnica de
dispersion de rayos X de angulo pequefio (SAXS), para obtener informacion acerca de la
forma y tamafo de cristales y asi tener una prueba definitiva que confirme los resultados
de calorimetria diferencial de barrido-DSC.

La finalidad del andamio QS/FGS, obtenido en este trabajo es considerarlo en futuras
investigaciones para posibles aplicaciones en la ingenieria de tejidos. Por lo tanto, se
recomienda utilizar otros agentes de entrucraziento o método para el aumento de pH,
para poder llegar a condiciones fisiolégicas (37°C y pH=7,4), este estudio debe
complementarse con pruebas de crecimiento celular in vitro e in vivo para las aplicaciones
de las nanofibras obtenidas.
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