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RESUMEN

En la ingenieria de tejidos se han buscado alternativas de sintesis de materiales que permitan
resolver problemas causados por enfermedad o dafio de diversos tejidos, para llevar a cabo su
restauracion. A estos materiales, se pueden incorporar compuestos bioactivos como farmacos,
antimicrobianos o antioxidantes que ayuden a mejorar la biocompatibilidad del material para

lograr un proceso de recuperacion exitoso del tejido.

La técnica de electrohilado es una de las técnicas mas utilizadas en la ingenieria de
tejidos, siendo un método sencillo y versatil con capacidad de generar de micro y
nanoestructuras fibrosas con alta area superficial a las cuales se pueden incorporar
componentes organicos o inorganicos, permitiéndoles imitar la parte fibrilar de la matriz
extracelular (MEC) de los tejidos del cuerpo, al utilizar materiales biocompatibles se da lugar a

su posible aplicacion a nivel bioldgico.

En el presente trabajo se obtuvieron fibras de poli(4cido lactico) (PLA) adicionadas con
extracto de Rumex hymenosepalus (ERh) mediante la técnica de electrohilado. A partir de las
raices de la planta R. hymenosepalus se obtuvo el extracto para posteriormente ser encapsulado
en las fibras, las cuales se caracterizaron morfologicamente mediante microscopia electronica
de barrido (MEB), se evaluaron sus propiedades térmicas por analisis termogravimétrico
(ATG), y mediante la técnica de infrarrojo (FTIR-ATR) se evidencid la presencia de ambos
componentes en el material. Se analizd la liberacion del extracto previamente encapsulado en
la matriz polimérica y sus efectos a nivel biologico, tanto capacidad antioxidante como
estudios in vivo, para poder predecir su comportamiento y aplicabilidad en la ingenieria de

tejidos.
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ABSTRACT

In tissue engineering, alternatives have been sought for the synthesis of materials that allow
solving problems caused by disease or damage to various tissues, in order to carry out their
restoration. To these materials, bioactive compounds such as drugs, antimicrobials or
antioxidants can be incorporated that help improve the biocompatibility of the material to

achieve a successful tissue recovery process.

The electrospinning technique is one of the most used techniques in tissue engineering,
being a simple and versatile method with the capacity to generate fibrous micro and
nanostructures with high surface area to which organic or inorganic components can be
incorporated, allowing them to imitate the fibrillar part of the extracellular matrix (ECM) of the
body's tissues, when using biocompatible materials, their possible application at the biological

level is possible.

In this work, poly (lactic acid) (PLA) fibers added with Rumex hymenosepalus (ERh)
extract were obtained by electrospinning technique. From the roots of R. Aymenosepalus plant,
the extract was obtained to later be encapsulated in the fibers, which were morphologically
characterized by scanning electron microscopy (SEM), their thermal properties were evaluated
by thermogravimetric analysis (TGA), and infrared technique (FTIR-ATR) was used to
evidence the presence of both components in the material. The release of the extract previously
encapsulated in the polymeric matrix and its effects at the biological level, antioxidant capacity
and in vivo studies, were analyzed to predict its behavior and applicability in tissue

engineering.
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CAPITULO 1. INTRODUCCION

En afios recientes se ha investigado la obtencion de materiales que permitan resolver
problematicas del sector salud. Es aqui donde la ingenieria de tejidos juega un papel relevante
como una herramienta biomédica y tecnoldgica que busca restaurar, mantener y regenerar el

tejido humano, recuperando asi, su estructura y funcion bioldgica (Granados y col., 2017).

Existen una gran variedad de técnicas para la fabricacion de este tipo de materiales,
donde se ha destacado el electrohilado, siendo una técnica de relativamente bajo costo en la
sintesis y de facil procesamiento, presentando algunas otras ventajas en las caracteristicas de
los andamios: un area superficial alta, didmetros y estructuras modificables, poros
interconectados, flexibilidad mecdanica, permite funcionalizar y encapsular varios agentes

activos (Balusamy y col., 2020).

Se pueden generar nanofibras de didmetros que van desde unas cuantas micras hasta
cientos de nanometros, siendo un parteaguas para un gran numero de aplicaciones en la
ingenieria de tejidos. Es importante sefialar que las nanofibras obtenidas forman una
arquitectura semejante a la matriz extracelular de los tejidos, resultando ser una herramienta
que promueve la adhesion y migracion celular (Castillo-Ortega, 2015; Celebioglu y col., 2014;
Ewaldz y Brettmann, 2019; Granados y col., 2017; Kabay y col., 2018).

Se han empleado una gran variedad de materias primas para la sintesis de nanofibras
entre las cuales destacan polimeros naturales y sintéticos, tal es el caso del poli(acido lactico)
(PLA por sus siglas en inglés), el cual estructuralmente es un poliéster alifatico extraido
principalmente de residuos agroindustriales. Es un polimero que ofrece biocompatibilidad y ha
sido aprobado por la Administracion de Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos,
debido a que al biodegradarse por hidrélisis del enlace éster da como resultado la generacion de
residuos de agua y CO». El PLA se puede disolver en un gran nimero de solventes no toxicos y
es facil de procesar lo cual lo convierte en un excelente candidato para aplicaciones en la

ingenieria de tejidos (Granados y col, 2017).

Adicional a la utilizacion de matrices poliméricas como andamios, en algunos estudios

se les ha utilizado como sistema de liberacion de farmacos, antimicrobianos y antioxidantes, asi



mismo se ha buscado la oportunidad de encapsular algunos compuestos bioactivos en las fibras
para ser estabilizados y a su vez tengan mayor biodisponibilidad por un periodo prolongado de
tiempo (Castillo-Ortega y col., 2015; Kabay y col., 2018). Con base a lo anterior y tomando en
cuenta que desde hace décadas se ha tenido interés en los agentes bioactivos de fuentes
naturales como agentes terapéuticos para prevenir enfermedades relacionadas al estrés
oxidativo y céncer se ha obtenido una gran variedad de extractos en diversos solventes, sin
embargo, se tiene la problematica de que muchos presentan tiempos de vida corta al estar
expuestos a ambientes de exposicion a luz solar y presencia de oxigeno. Por ello se ha
intentado encapsular algunos agentes naturales con efectos terapéuticos tales como extracto de
ajo y de uva, donde se ha encontrado que el proceso de electrohilado no afecta la capacidad
antioxidante del extracto incorporado a la solucidon, por lo cual las membranas generadas
ademas de funcionar como un sistema de liberacion localizado de farmacos, ofrece la
posibilidad de conservar las biomoléculas al encapsularlas, para ofrecer una mayor

biodisponibilidad (Faki y col., 2019; Radusin y col., 2019; Celebioglu y Uyar, 2020).

El extracto de la planta R. hymenosepalus (ERh) ha sido de interés de estudio debido a
que algunos miembros de su misma familia han presentado efectos biologicos, ademés de ser
una de las especies de plantas que presentan el mayor contenido de antioxidantes naturales
(Mishra y col., 2018; VanderJagt y col., 2002). Dicha planta es endémica del norte de México y
el sur de EUA, y se pueden extraer estos compuestos a partir de sus raices, de los cuales se han
identificado mayoritariamente epicatequinas y taninos en su composicion. Se ha utilizado como
agente reductor para la fabricacion de nanoparticulas de plata, las cuales han demostrado que
tienen capacidad de reducir hasta el 50% de glucosa sérica en modelos murinos en 9 dias.
También se ha demostrado que dichas nanoparticulas presentan baja citotoxicidad atribuido al
extracto como agente biocompatible de fuentes naturales que las estabiliza y que en conjunto
actian como agente microbicida de amplio espectro (Rodriguez-Ledén y col., 2013; Virgen-

Ortiz y col., 2015; Rodriguez-Leon y col., 2018).

Por lo mencionado anteriormente resulta interesante utilizar el ERh y combinarlo con
técnicas de electrohilado para generar fibras de PLA y resulte en un material prometedor para
futuras terapias en la ingenieria de tejidos, aprovechando la biocompatibilidad de ambos

materiales provenientes de fuentes naturales, tanto como el soporte estructural que brinda la



matriz polimérica como los efectos bioactivos que puede proveer los componentes del extracto

natural.

JUSTIFICACION

El desarrollo de materiales biocompatibles, no inmunogénicos con aplicaciones a nivel
biologico son de gran importancia debido a que se pueden utilizar como alternativas
terapéuticas para poder combatir algunas de las problematicas que se presentan en el sector
salud, tal como son las heridas en la piel. La ingenieria de tejidos aborda dicha problematica,
brindando la posibilidad de sintetizar matrices poliméricas nanofibrosas con buenas
propiedades mecanicas y que cumplan con los requerimientos de biocompatibilidad, ya que en
afios recientes ha sido relevante utilizar polimeros provenientes de origen natural, como el
PLA, que al cumplir su vida util se descomponga en productos inocuos y reabsorbibles por el
organismo. Adicionalmente, ha sido util incorporar en las fibras durante el proceso de
electrohilado extractos naturales con diversos efectos biologicos, teniendo como resultado su
encapsulacion con aplicaciones como sistema de liberacion controlada de compuestos
bioactivos. Por ello se propone utilizar el ERh como uno de los componentes de fabricacion de
andamios, el cual ha demostrado su capacidad antioxidante e hipoglucemiante por si solo, por
lo que resulta prometedor combinar algunas metodologias como la técnica de electrohilado,
relativamente sencilla y de bajo costo, que permite obtener matrices poliméricas para que
actien como vehiculo y protector de componentes de origen natural para obtener alta

biodisponibilidad, dando lugar a una alternativa terapéutica en la ingenieria de tejidos.



OBJETIVOS

1.1 Objetivo general

Preparar y caracterizar fibras electrohiladas de PLA cargadas con el extracto de R.
hymenosepalus y evaluar in vivo su potencial terapéutico para su posible aplicacion en la

ingenieria de tejidos.

1.2 Objetivos particulares

1. Obtener el extracto etanolico de las raices de R. hymenosepalus por maceracion.

2. Encontrar las condiciones optimas para la sintesis de las fibras de PLA/ERh por la
técnica de electrohilado.

3. Caracterizar las fibras electrohiladas mediante las técnicas de MEB, ATG, FTIR-ATR.

4. Determinar el perfil de liberacion del extracto mediante UV-vis.

5. Evaluar la capacidad antioxidante de las fibras sintetizadas y el extracto obtenido por
DPPH.

6. Evaluar in vivo el efecto de curacion en heridas de la piel de las fibras de PLA/ERh.



CAPITULO 2. ANTECEDENTES

2.1 Ingenieria de Tejidos

El Instituto Nacional de Imagen y Bioingenieria (NIBIB, por sus siglas en inglés)
define la ingenieria de tejidos como “Un area de rapido crecimiento que busca generar, reparar
y/o reemplazar tejidos y o6rganos mediante el uso de combinaciones de células, biomateriales
y/o moléculas bioldgicamente activas” (Lannutti y col., 2007). Este es un campo emergente y
multidisciplinario que integra la ingenieria de los principios de la biologia y medicina con la

finalidad de restaurar o mejorar el funcionamiento de un tejido (Li y Bou-Akl, 2016).

Un componente clave de la ingenieria de tejidos es la utilizacion de andamios porosos y
biodegradables para proveer soporte estructural a las células (Li y Bou-Akl, 2016). Lo mas
importante en la ingenieria de tejidos es la seleccidon de un material apropiado para la
produccion de andamios que no sea rechazado por el sistema inmune una vez que es
implantado. Por lo que resulta desafiante poder imitar el ambiente bioldgico, esto con la

finalidad de promover la adhesion y proliferacion celular (Zadeh y col., 2019).

Se han tratado de utilizar andamios biodegradables para mejorar la regeneracion del
tejido dandose el remplazo de este biomaterial sintético con la matriz extracelular (MEC) que
van produciendo las propias células (Zadeh y col., 2019). La MEC cumple con funciones de
caracter estructural para darle soporte a las c€lulas y promover un andamiaje especifico para la
proliferacion y migracion célula, también tiene funciones bioquimicas en el secuestro de
factores de crecimiento y dar sefiales quimicas especificas para la regulacion celular,
biologicamente la MEC presenta secuencias peptidicas que pueden interactuar con algunos

receptores y llegar a activar una sefializacion intracelular.

Una de las técnicas para la obtencion de este tipo de materiales es la técnica de
electrohilado, que retine algunas ventajas, como su facil y bajo costo en la fabricacion de fibras
no tejidas que poseen tamafios que van desde unas cuantas micras hasta cientos de nanometros
y ademds permite incorporar uno o multiples compuestos bioactivos en la misma matriz (Li y

Bou-Akl 2016).



Otro de los principales retos de la ingenieria de tejidos es la produccion de especies
reactivas de oxigeno (ERO) en las superficies del transplante de un andamio. Las ERO se
producen en el cuerpo humano de manera normal debido al metabolismo del oxigeno y es
asociado con roles importantes en la sefalizacion celular, procesos de cicatrizacion de heridas
y respuestas inflamatorias. Las ERO son oxidadas y liberadas en forma de perdxido de
hidrogeno (H20.), aniones superéxidos (O7?) y radicales libres como, hidroxilos (OH") y
perdxido (R-COQO:), los cuales poseen tiempos de vida corto, pero altamente reactivos en el

ambiente celular (Zadeh y col., 2019).

Durante algunos estados de enfermedad como la inflamacion, diabetes y cancer, los
niveles de ERO se ven incrementados considerablemente, causando dafno en las estructuras
celulares. Entonces, el uso de antioxidantes en combinacion con los biopolimeros para la
generacion de andamios con aplicacion en la ingenieria de tejidos resulta una estrategia
prometedora para prevenir la produccion excesiva de ERO, evitando el proceso de inflamacion

y eventualmente el rechazo del implante (Zadeh y col., 2019).

Recientemente, los andamios fibrosos han recibido atencion debido a los didmetros y
areas superficiales logradas las cuales pueden llegar a imitar las estructuras fibrilares de la
MEC de diversos tejidos. El colageno tipo I y el tipo II tienen didmetros entre 90 y 600 nm. Al
sintetizar fibras a base de biopolimeros pueden obtenerse esos diametros con facilidad,
permitiendo su aplicacion en la ingenieria de tejidos y en la liberacion controlada de farmacos

(Granados y col., 2017).

2.2 Andamios

Diariamente se llevan a cabo miles de procedimientos quirtirgicos para reemplazar o reparar
tejido que ha sido dafiado por enfermedad o traumatismo. Como se menciond anteriormente la
ingenieria de tejidos tiene como objetivo regenerar los tejidos dafados utilizando la
combinacion de células con biomateriales de andamiaje altamente porosos, que actian como

plantillas para la regeneracion de tejidos, guiando el desarrollo de nuevo tejido (O'brien, 2011).



Un gran niimero de andamios se han utilizado, independientemente del tipo de tejido. Existe

una serie de consideraciones clave que son importantes al disefiar un andamio para su uso en la

ingenieria de tejidos:

D)

1)

1)

V)

Biocompatibilidad: El primer criterio de cualquier andamio para la ingenieria de
tejidos es que debe ser biocompatible; las células deben adherirse, funcionar
normalmente y migrar a la superficie a través del andamio y comenzar a proliferar
antes de asentar una nueva matriz. Después de su implantacion debe provocar una
reaccion inmune insignificante para evitar que cause un proceso inflamatorio
exacerbado que puede reducir la curacion de la herida o un rechazo del injerto por

parte del organismo.

Biodegradabilidad: Los andamios y las construcciones no estin pensados como
implantes permanentes. Por lo tanto, deben ser biodegradables para permitir que las
células produzcan su propia matriz extracelular. Los subproductos de degradacion
también deber ser no toxicos y capaces de salir del cuerpo sin interferir con otros

organos.

Propiedades mecanicas: El andamio debe tener propiedades mecanicas acordes al
sitio anatomico en el que se va a implantar y lo suficientemente resistente para la
manipulacion quirtrgica durante su implantacion. Esta claro que un equilibrio entre
las propiedades mecanicas y la arquitectura porosa suficiente para permitir la

infiltracion celular y la vascularizacion es clave para el éxito de cualquier andamio.

Arquitectura de andamios: Los andamios deben tener una estructura de poros
interconectados y una alta porosidad para asegurar la penetracion células y la
difusién adecuada de nutrientes a las células que estan dentro de la construccion y a
la matriz extracelular formada, también se requiere para permitir que los productos
de desecho difundan al exterior del andamio y que los productos de degradacion de

este puedan salir del cuerpo.



2.2.1 Materiales para la fabricacion de andamios con aplicacion en la ingenieria de tejidos

Existe gran variedad de polimeros biodegradables que se han utilizado en la ingenieria de
tejidos, tales como, policaprolactona (PCL) y polivinil alcohol (PVA), siendo el acido
polilactico (PLA) uno de los mas utilizados para la sintesis de andamios enfocados al

mejoramiento de las propiedades de adhesion celular (Zadeh y col., 2019).

2.3 Poli (acido lactico) (PLA)

Entre los polimeros de origen natural se encuentra el poli(acido lactico) o acido poliléctico
(PLA), un poliéster alifatico de cadena lineal de naturaleza hidrofobica tiene una estructura
molecular que se aprecia en la Figura 1. Es un material aprobado por la FDA desde 1970 y es
ampliamente utilizado en aplicaciones biomédicas debido a sus caracteristicas de
biocompatibilidad y biodegradabilidad, resistencia mecanica y estabilidad térmica. Por otra
parte, el PLA también presenta la desventaja de ser bastante hidrofobo y no cuenta con sitios de
reconocimiento celular, lo cual dificulta algunas de sus aplicaciones en la biomedicina (Cheng

y col., 2009; Mohabatpour y col., 2016; Locilento y col., 2019).

Figura 1. Estructura molecular de PLA (Lanzay col. 2017).

El PLA es sintetizado por polimerizacion de anillo abierto de acido lactico que se

obtiene por fermentacion de dextrosa, que a su vez proviene de residuos agroindustriales (maiz,



celulosa y otros polisacaridos), también puede sintetizarse a partir de la condensacion del acido

lactico libre, tal y como se muestra en la Figura 2 (Cheng y col., 2009; Arrieta y col., 2016).
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Figura 2. Esquema de polimerizacion de copolimeros de acido L-lactico y D-Lactico (Cheng y

col., 2009).

Dado que el acido lactico es una molécula quiral, existe en dos formas isoméricas, D-
acido lactico y L-acido lactico, que dan lugar a cuatro polimeros morfologicamente distintos.
Los polimeros derivados de los mondémeros D y L Opticamente activos son materiales
semicristalinos, mientras que los D, L oOpticamente inactivos son siempre amorfos. Las
diferencias en la cristalinidad del PLA tienen implicaciones importantes a la hora de llevarse a
aplicacion, ya que los polimeros de PLA amorfos se utilizan usualmente para liberacion de
farmacos, donde es importante tener una dispersion homogénea de las especies activas,
mientras que los polimeros de PLA semicristalinos son preferidos para aplicaciones con alta
fuerza mecénica y rigidez, como aquellos en los que se requiere una funcion estructural a nivel

macroscopico tales como dispositivos ortopédicos.

La importancia bioldgica de los isdmeros radica en que el estereoisomero tipo L es

capaz de ser metabolizado por el organismo humano. Otra ventaja de aplicaciones de PLA en



la biomedicina es que el lactato (es decir, el producto de degradacion de hidrolisis de PLA) es
conocido por ser capaz de estimular la sintesis de colageno y la formacion de nuevos vasos
(Lanza y col. 2017; Yao y col., 2017). Cabe mencionar que el producto final de la degradacion

del PLA es finalmente agua y di6xido de carbono (Granados y col., 2017).

2.4 Técnica de Electrohilado

La técnica de electrohilado utiliza las fuerzas electrostaticas para producir fibras a partir
de soluciones poliméricas. Es una técnica demandada por ser un proceso de bajo costo y facil
procesamiento a nivel experimental. Logra producir fibras en intervalos de didmetro micro y
nanométricos, ofreciendo ventajas de gran area superficial y capacidad de incorporar
componentes organicos e inorganicos. Un sistema tipico de electrohilado consiste en tres
componentes: un sistema de inyeccion (una bomba de flujo constante acoplada a una jeringa
con una aguja de metal), una fuente de alto voltaje y un colector (conectado a tierra o
negativamente cargado), Figura 3. El sistema de inyeccion se utiliza para conducir la solucion
polimérica a través de un flujo capilar por la jeringa de metal hasta salir por €l, siendo las
fuerzas electrostaticas aplicadas las que haran que la solucioén polimérica se elongue en forma
de chorro hacia el colector por efecto del rompimiento de la tension superficial y de la gota al
final de la jeringa, dando lugar a la formacion del cono de Taylor. Durante el trayecto el
solvente utilizado en la solucion polimérica se volatiliza, forméndose estructuras fibrilares

como producto final (Liy Bou-Akl, 2016; Granados y col., 2017).
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Cono de Taylor

/

Jeringa

Bomba de inyeccion

Colector

Alto voltaje
=

Figura 3. Esquema de un sistema tipico de electrohilado (Li y Bou-Akl, 2016).

2.4.1 Cono de Taylor

El cono de Taylor, nombrado asi por el pionero Sir Geoffrey Ingram Taylor por su
trabajo con fluidos electrificados, propuso el modelo de “dieléctricos con fugas” para un fluido
que no se comporta como un dieléctrico perfecto ni como un conductor perfecto, siendo el flujo
de carga a través del fluido lo que conduce al alargamiento y adelgazamiento del chorro por la
inestabilidad provocada en las repulsiones de las cargas similares en el mismo. La prediccion y
la observacion de este fenomeno mostrd que el chorro se elongaba en forma cénica, tomando
una trayectoria en espiral que al entrar en contacto con el colector produce fibras continuas con
diametros comprendidos entre unas decenas de nandmetros a un milimetro (Li y Bou-Akl,

2016).
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2.4.2 Variables que afectan el electrohilado

A pesar del arreglo simple del sistema de electrohilado, existen muchas variables que
influencian el proceso, tomandose en cuenta principalmente tres aspectos, como las
propiedades de las soluciones poliméricas a utilizar, asi como los parametros del proceso de

electrohilado y por tltimo los factores ambientales.

Se han establecido algunas relaciones de las propiedades de las fibras a obtener y los
parametros del sistema de electrohilado, sin embargo, presentan algunas limitaciones debido a
que en la mayoria de los casos depende de las condiciones presentes al momento de llevar a
cabo la produccion de fibras y a que una cantidad considerable de variables influencia el
proceso, dependiendo mas de la observacion empirica. Aunque no existe un modelo
establecido para la formacion de estas fibras, se puede estudiar el efecto de la modificacion de

los parametros para guiar el proceso, como se muestra en la Tabla 1 (Li y Bou-Akl, 2016).

Tabla 1. Relacion general entre los parametros del electrohilado en la morfologia de las fibras

(Liy Bou-Akl 2016; Balusamy y col., 2020).

Parametros Efecto en la morfologia de las fibras

Parametros de la solucion

Presion de vapor del solvente Mayor porosidad con una mayor volatilidad

Concentracion del polimero Incremento del didmetro de fibra al aumentar

la concentracion del polimero.

Viscosidad de la solucidon Incremento del diametro de fibra al

aumentarse la viscosidad.

Conductividad de la solucion Decremento del diametro de fibra con una

mayor conductividad.

Parametros de procesamiento

Voltaje Al incrementarse se relaciona con menores
didmetros y una mayor probabilidad de

formacion de cuentas.
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Flujo Incremento del diametro de fibra y la

formacion de cuentas al aumentarse.

Distancia (Aguja-colector) Decremento del diametro de fibra con

distancias mas largas.

Parametros ambientales

Temperatura Decremento del didmetro de fibra con un

aumento en la temperatura.

Humedad La humedad induce poros circulares en las

fibras.

2.4.3 Parametros de Procesamiento en la Técnica de Electrohilado

Existen intervalos oOptimos en los parametros de procesamiento para mezclas
especificas en funcion de la concentracion y naturaleza tanto de polimeros y solventes en el
sistema para la obtencion de fibras con tamafios y distribuciones deseados (Li y Bou-Akl,

2016).

A continuacion, se muestran las variables de electrohilado que pueden modificarse y como

estos influyen en el proceso:

2.4.3.1 Voltaje aplicado

La aplicacion de alto voltaje a la solucion polimérica durante el proceso de electrohilado es un
pardmetro muy importante, ya que ejerce una influencia directa en la dindmica del fluido al
inducirse cargas. Sin embargo, las modificaciones en el voltaje aplicado se veran reflejados en
la morfologia estructural de las fibras depositadas. Dependiendo de la velocidad de inyeccion y
la viscosidad de la solucion polimérica, se puede requerir un alto voltaje aplicado para
mantener la estabilidad de chorro expulsado, ya que el voltaje suministrado se encuentra ligado
al estiramiento y aceleracion del chorro expulsado, el cual impacta directamente en la

morfologia de las fibras obtenidas.
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Durante el estudio de la formacion de fibras de poli(6xido de etileno) (PEO), se observo
la influencia del voltaje en la formacion de fibras. Al utilizar un voltaje de 5 kV, observaron
muy poca formacion de fibras con una gran cantidad de cuentas, después al aumentarse se
formaron mayor cantidad de fibras, pero con cumulos de cuentas aumentando el didmetro de
las fibras, mientras que, considerablemente hasta 25 kV, resulté en la formacion de fibras muy
delgadas con la reduccion de los cimulos formados con anterioridad. Este estudio refleja la
influencia del voltaje aplicado y su impacto en la formacién de fibras (Jacobs y col., 2010). En
otro estudio a partir de polivinilporrilidona (PVP) se demostré la formacion nanofibras de
didmetros mas pequefios y con buena uniformidad al reducir la concentracion del polimero, la
velocidad de flujo e incrementar el voltaje. Se ha determinado que un voltaje critico, es aquel
que estabiliza el chorro que sale impulsada a partir de la solucién polimérica y da pie a la
formacion de fibras. Y en el estudio anteriormente mencionado se utilizé un voltaje minimo de

14 kV y un maximo de 20 kV (Balusamy y col., 2020).

2.4.3.2 Sistema de inyeccion

Entre los componentes del sistema de inyeccion el disefio de la salida de la solucion
polimérica es lo mas importante, donde el mas cominmente utilizado es una aguja simple
anclada a la bomba de inyeccion. Algunos otros disefios han desarrollado la capacidad de
obtener fibras con estructuras de nlicleo/coraza en el cual alguno de los dos componentes es de
interés biolodgico, tal es el caso, en la incorporacion de agentes terapéuticos o factores de
crecimiento para regular la liberacion de estos y modular el comportamiento celular al cual va

dirigido (Li y Bou-Akl 2016).
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2.4.3.3 Colector

Los primeros experimentos de electrohilado mencionan la utilizacion de colectores
estacionarios dando como resultado la obtencion de fibras con orientacion al azar, sin embargo,
con el paso del tiempo se han disefiado colectores que controlan la orientacion final de la
deposicion de las fibras, obteniéndose fibras alineadas demostrando ser idoneas para cierta
fabricacion de dispositivos y aplicaciones a nivel biologico (Li y Bou-Akl, 2016). Existen
colectores metalicos de aluminio, hierro y cobre, que al estar conectados a tierra directa
permiten la recoleccion de las fibras hasta formar una monocapa y que al apilarse una tras otra,
se logra la formacion de la membrana tridimensional y con poros interconectados. Por otro
lado, existen placas a las que se les aplica una carga para formar una diferencia mayor en el
campo de potencial entre la placa colectora y el capilar por donde fluye la solucion, entonces,
las fibras que se generan son atraidas con mayor facilidad hacia la placa que en el electrohilado

convencional.

2.4.4 Aplicaciones de fibras electrohiladas en la ingenieria de tejidos

La facilidad para producir nanofibras y la variedad de polimeros biocompatibles que
pueden formarse mediante electrohilado han mostrado muchas de sus aplicaciones potenciales
en campos emergentes como la ingenieria de tejidos. Una de las muchas ventajas de los
andamios de nanofibras electrohiladas es que su superficie se puede modificar controlando los
parametros de electrohilado para obtener la topografia que mejor se adapte a la aplicacion. Otra
ventaja es que las membranas o matrices de nanofibras se pueden formar en casi cualquier
forma (parches, esteras, tubos, matrices multicapa de fibras) segin el lugar de implantacion
deseado. Como se muestra en la Tabla 2, se han usado armazones fibrosos electrohilados para
regenerar una variedad de tejidos tales como vasos sanguineos, neural, hueso, ligamento y

cartilago (Liy Bou-Akl, 2016).
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Tabla 2. Aplicaciones de fibras electrohiladas en la ingenieria de tejidos por distintos

métodos de sintesis (Liy Bou-Akl, 2016).

Método

Fibras

Agentes

inmovilizados

Aplicaciones en

ingenieria de tejidos

Encapsulamiento fisico

PCL, P(LLA-CL),

Gelatina, fosfato de

Oseo, vascular,

PLLA, Seda. calcio, proteinas neural, cartilago y en
solubles de general.
membrana de huevo;
colageno; laminina;
fibrina.
Bafio quimico (hidrolisis PLLA, PCL. HAp. Oseo y ligamentos.
con NaOH)
Inmovilizacion quimica ~ PET/PMAA, Gelatina;  Arg-Gly- Vascular y en
PLLA (PGA, Asp. general.
PLGA)/PAA,
PCL.
Co-electrohilado PLLA, PLGA- HAp; Arg-Gly-Asp.  Oseo y en general.
PEG-NH:

Abreviaciones:

PCL, poli(e-caprolactona);

P(LL-CL),

poli(L-acido

lactico)-co-poli(e-

caprolactona); PLLA, poli(L-acido lactico); PLLC, poli(L-lactida-co-glicolico) copolimero;

PET, polietilentereftalato; PGA, poli(acido glicolico); PLGA, poli(acido lactico-co-glicolico);
PMAA, poli(acido metacrilico); PAA, poli(acido acrilico); HAp, hidroxiapatita; PEG,

poli(etilenglicol); Arg-Gly-Asp, arginina-glicina-aspartato.
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2.5 Ingenieria de Tejidos de la Piel

La piel es el 6rgano mas largo en el cuerpo humano y juega un rol importante al mantener la
homeostasis y proteger los 6rganos internos del ambiente externo. Sin embargo, al perderse su
integridad se forman las lesiones cutaneas, ya sea por traumatismos, procedimientos
quirargicos y quemaduras, las cuales se pueden complicar por infecciones provocadas por
microorganismos exogenos. Algunas heridas pueden volverse cronicas dependiendo del tiempo
de curacion, tal es el caso de los pacientes con diabetes y obesidad, que puede volverse una
causa de morbilidad e incluso mortalidad. Desafortunadamente, a pesar de la intensa
investigacion para mejorar las heridas cutaneas, el tratamiento clinico de las heridas crénicas
sigue siendo insatisfactorio en muchos casos, es por ello que en las ultimas décadas los
investigadores han prestado atencion a la ingenieria de tejidos en conjunto con las estrategias
de disefio de biomateriales para la regeneracion de la piel (Kim y col., 2019; Rahmati y col.,

2020).

El campo de biomateriales y la ingenieria de tejidos han emergido por la necesidad de
desarrollar combinaciones de materiales con agentes terapéuticos que combatan esta
problematica, donde se ha destacado que diversos biomateriales poliméricos de origen natural y
sintético pueden ser exitosos para la regeneracion de tejidos de la piel. El disefio de andamios
para la piel potencia la curacion al proteger el tejido de la pérdida de fluidos y proteinas,
facilitando la eliminacion de exudados, previniendo la adquisicion de infecciones, actuando
como sistemas de liberacion de factores de crecimiento, farmacos y componentes de la matriz

para la cicatrizacion de la herida. (Rahmati y col., 2020).

Como soporte de la regeneracion de la MEC, los andamios ayudan a la adhesion
celular, proliferacion y migracion, los cuales eventualmente permiten el desarrollo de una piel
nueva. También se deben considerar algunos puntos en el disefio de andamios para la piel, tal
es el caso de procesos como la angiogénesis, el intercambio de gas y el transporte de masa en el
tejido. La tasa de degradacion, flexibilidad y las propiedades mecanicas de los andamios deben

asemejarse a las del tejido de piel nativo (Rahmati y col., 2020).

Se han utilizado varias estrategias para atacar esta problematica, donde los sistemas de

administracion de farmacos a nano, micro y macroescala pueden extender la vida media,
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mejorar la biodisponibilidad, asi como optimizar la farmacocinética y disminuir la frecuencia
de dosificacion de farmacos. De los anteriores mencionados la administracion de
macrosistemas como andamios de ingenieria de tejidos son particularmente relevantes por su
utilidad para incorporar terapias con farmacos, que ademas pueden proteger fisicamente las
heridas como apodsitos para heridas. Uno de ellos es el utilizar membranas fibrosas, que pueden
ser lisas y flexibles, las cuales se ha visto que son preferidas por las células de la dermis y
promueve la cicatrizacion, regeneracion y sustitucion de la piel danada (Kim y col., 2019; Liy
Bou-Akl, 2016). Por lo tanto, los andamios cargados con farmacos son particularmente
prometedores para acelerar sinérgicamente el proceso de curacion de las heridas cronicas. Por
otro lado, es de importancia conocer que la capacidad innata de cicatrizacion de heridas de la
piel depende en gran medida del tipo de herida, las enfermedades del paciente o el estado de la

lesion (Kim y col., 2019).

2.5.1 Proceso de cicatrizacion de las heridas cutaneas.

El proceso de cicatrizacion de las heridas cutaneas consta de tres fases: 1) hemostasia e
inflamacion, II) formacion de tejido nuevo (proliferacion) y III) remodelacion de tejido (Figura
4). Dentro de estas fases, hay una serie de eventos estrictamente regulados que involucran
quimiotaxis, fagocitosis, formacion, degradacion y remodelacion del colageno. La cicatrizacion
de heridas en humanos es un proceso bioldgico complicado que requiere la migracion y
proliferacion coordinadas de queratinocitos y fibroblastos, asi como de otros tipos de células

para generar una respuesta inflamatoria, sintetizar tejido y restaurar la capa epitelial.

La fase inflamatoria ocurre poco después de la lesion y se caracteriza por la infiltracion
de células inflamatorias. En respuesta a las sefiales inflamatorias, los leucocitos migran al sitio
de la lesion y a medida que cede la fase inflamatoria comienza la fase de proliferacion celular
para reparar el tejido con una hiperproliferacion de células dérmicas y epidérmicas, dandose la
reepitelizacion, depdsito de colageno, la formacion de vasos sanguineos y la formacion del
tejido nuevo. La Ultima fase de remodelacion del tejido se caracteriza por una disminucion de

las células y citocinas proinflamatorias y el establecimiento de la matriz extracelular. En esta
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fase la herida se contrae y resulta en la formacién de una cicatriz con una resistencia a la

traccion reducida (Kim y col., 2019).

A. Hemostasia e inflamacion

Cormeocitos Queratinocitos

Figura 4. Diferentes fases de la cicatrizacion normal de heridas. A) Fase inflamatoria. B) Fase

de proliferacion. C) Fase de remodelacion del tejido (Kim y col., 2019).
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2.6 Rol de las Plantas en Biomedicina

Un gran nimero de plantas han sido utilizadas en la medicina tradicional en muchos paises
a lo largo del tiempo. Las flores, tallos, hojas y raices de una diversa variedad de plantas se
utilizan en forma de té para tratar problemas de dolor, digestivos, edemas, artritis y fiebre.
También se usan como alternativas de tratamiento de heridas y quemaduras por su efecto de
cicatrizacion, ya que poseen capacidad de induccion de regeneracion de tejidos, a través de
multiples mecanismos. El uso de plantas en la medicina no es solo barata y asequible, sino que,
es segura por su origen natural. Es por lo que se han planteado las posibilidades de ser
utilizados como agentes cicatrizantes, debido a los constituyentes activos biolégicamente que

poseen (VanderJagt y col., 2001; Thakur y col., 2010).

Los constituyentes biolégicamente activos se encuentran distribuidos en diversas familias
de quimicos como lo son: alcaloides, aceites esenciales, flavonoides, taninos, terpenos,
saponinas y compuestos fenolicos. Tales compuestos son de interés para los cientificos por sus
efectos antibacteriales, antiinflamatorios y de cicatrizacion de heridas para el desarrollo de
farmacos, sin embargo, necesitan hacerse mas estudios a profundidad y determinar los

mecanismos moleculares por los cuales actiian (Thakur y col., 2010).

Los compuestos de origen natural ricos en polifenoles aunque son de gran interés para la
promocion de la salud o la prevencion de enfermedades, tienen ciertas limitaciones en su
biodisponibilidad a nivel fisiolégico por lo que se han buscado combinar algunas tecnologias
de investigacion para su acarreamiento, en este caso, el encapsulamiento de éstos para permitir
su estabilidad quimica hasta su liberacion y mejorar su aprovechamiento en aplicaciones

biologicas tal como se muestra en la Figura 5 (Locilento y col., 2019).
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Figura 5. Utilizacion de extractos naturales encapsulados para aplicaciones biologicas

(Locilento y col., 2019).

2.6.1 Materiales Poliméricos Combinados con Extractos Naturales

Investigaciones recientes han demostrado que la incorporacion de diferentes tipos de
antioxidantes a fibras electrohiladas mejoran las caracteristicas adhesion celular. También se ha
visto que la produccion de radicales libres se ven reducidos en gran medida en ensayos in vitro
e in vivo, los cuales son responsables de dafio en los tejidos y promocion del proceso de
inflamacidn, que resulta en un proceso de curacion de las heridas mas eficiente, mejorando la
proliferacion celular. Compuestos polifendlicos extraidos de plantas han sido utilizados como
antioxidantes en la dieta e investigaciones recientes demostraron que esos componentes
contribuyen a la proteccion contra el desarrollo de céncer, enfermedades cardiovasculares,
diabetes, osteoporosis y enfermedades neurodegenerativas (Locilento y col., 2019; Zadeh y

col., 2019).

Se ha demostrado que, al utilizar metodologias de sintesis de andamios, como el
electrohilado, da lugar a un encapsulamiento de estos polifenoles, protegiéndoles de factores
ambientales que los llegaran a oxidar o degradar, teniendo como resultado una mejor
biodisponibilidad y liberacion controlada de estos componentes. La incorporacion de extractos
naturales en la sintesis de matrices poliméricas biodegradables trae algunas ventajas ante otro
tipo de componentes, ya que por ser de origen natural no producen un rechazo del injerto,
ademas hay un decremento en la hidrofobicidad final del material, teniendo consigo una mejor

interaccion y adhesion celular, por otra parte existe una relacion directa entre la concentracion
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del extracto y la conductividad de la solucion polimérica a electrohilar, lo que provoca una
distribucioén de didametros de fibra menor, y que por consiguiente da lugar a una estructura con
mayor porcentaje de porosidad, y que estos poros interconectados, resultan en mayor area de
superficie de contacto para las células que puedan infiltrarse y tener un mejoramiento en la
adhesion, proliferacion y migracion celular, ademas como ya se ha mencionado estos
componentes provocan sefales quimicas para las células que desencadenan en procesos de
sefalizacion intracelular dependiente de los grupos funcionales presentes en los compuestos

bioactivos (Locilento y col., 2019; Radusin y col., 2019; Zadeh y col., 2019).

Se han investigado fibras de PLA cargadas con polifenoles extraidos de plantas, los cuales
han mostrado una mejora en las propiedades antibacteriales al anadir estos compuestos.
Algunos estudios hacen uso de ajo, uva y datil para combinarlos con fibras de PLA y realizar
estos tipos de estudios (Radusin y col., 2019; Zadeh y col., 2019). El extracto de la planta
Rumex hymenosepalus es uno de los cuales ha demostrado tener gran capacidad antioxidante
(VanderJagt y col. 2001). Esto atribuido a la composicion de sus agentes quimicos ricos en
polifenoles, como los antes mencionados, pudiendo ser una alternativa para aplicaciones en la

ingenieria de tejidos como efectos de cicatrizacion de heridas de la piel.

2.7 Extractos Naturales

Los compuestos bioactivos naturales provenientes de fuentes a partir de agroindustrias y
obtenidos de productos de plantas han tomado gran relevancia, ya que poseen compuestos
polifendlicos con propiedades fisiologicas benéficas y han sido utilizadas en diversos campos
por sus actividades como antioxidantes y antimicrobianas (Locilento y col., 2019). Las plantas
de la familia Polygonaceae comprende alrededor de 50 géneros y 1200 especies distribuidas
alrededor del mundo. Dentro de esta familia los géneros Rheum, Rumex, Polygonum, Coccolba,
Calligonum y Persicaria se han utilizado como remedios herbaceos tradicionales para tratar
inflamaciones urinarias, calculos biliares y enfermedades cutaneas cronicas, quemaduras en la
piel, hepatitis, fiebre, osteomielitis, también se han utilizado como agentes anticancerigenos,

diuréticos y laxantes (Mishra y col., 2018).
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2.7.1 Género Rumex

El género Rumex comprende cerca de 205 especies distribuidas a nivel mundial. Estudios
previos han reportado actividades anticancerigenas, antidiarreicas, antioxidantes, analgésico,
antinflamatorios, antihelminticos y antimicrobianos de plantas que pertenecen a este género,

ricos en fitoquimicos (Figura 6).
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Figura 6. Estructuras quimicas de algunos metabolitos aislados de las especies de Rumex

(Mishra y col., 2018).
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2.7.2 Rumex hymenosepalus

Es una planta conocida como “Canaigre dock” o “Rubarbo salvaje”, se encuentra
distribuida con gran abundancia en el norte de México y en el sur de Estados Unidos de
América. En México es una planta de caracter comercial, y se pueden encontrar sus partes
anatoémicas secas a disposicion del publico en general. Es una planta que contiene una cantidad
considerable de antioxidantes, de los cuales principalmente se encuentran en su composicion
polifenoles (taninos y estilbenos). Estas son moléculas con potencial reductor debido a los
grupos funcionales hidroxilo ("OH) presentes en su estructura, a lo cual se le atribuye su

capacidad antioxidante.

Se han realizado estudios del extracto de las raices de esta planta (Figura 7), con la
finalidad de aprovechar su potencial reductor, donde se han sintetizado nanoparticulas de plata
estabilizadas (AgNP’s), esto a través de los mismos mecanismos moleculares responsables de
su actividad antioxidante, sin la utilizacion de algin agente quimico adicional que dafie al
medio ambiente (Figura 8) (VanderJagt y col., 2001; Rodriguez-Leon y col., 2013). Los
métodos de sintesis a través de quimica verde han tomado importante relevancia en el campo
clinico por sus efectos benéficos y toxicoldgicos para aplicarlos al sistema bioldgico. También
se hizo un estudio donde se suministraron estas nanoparticulas por via oral en modelos de ratas
diabéticas donde se encontrd que en comparacion con el grupo sin tratamiento y en un periodo
de 9 dias hubo un decremento significativo de los niveles de glucosa séricos, hasta en un 50%,
mostrando una mejora en los efectos antiihiperglicémicos de las nanoparticulas sintetizadas por
quimica verde y estabilizadas por los agentes presentes en el extracto (Virgen-Ortiz y col.
2015). Por otro lado, estas nanoparticulas han mostrado actividad antibacteriana de amplio
espectro, inhibiendo el desarrollo de bacterias Gram-positivas y Gram-negativas, asi como el
hongo Candida albicans. En el mismo estudio se desarrollaron experimentos que arrojan que
fracciones del extracto son efectivas en la inhibicion de microorganismos de manera especifica
sobre Staphylococcus aureus, pero no para Escherichia coli y C. albicans. El analisis in vitro
de biocompatibilidad no mostrd un efecto citotdxico sobre las lineas celulares utilizadas en el

estudio (Rodriguez-Leon y col., 2018).
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Figura 8. Sintesis de AgNP’s por el poder reductor de los compuestos activos de R.

hymenosepalus y estabilizacion de las nanoparticulas (Rodriguez-Leon y col., 2018).

Un estudio reciente, combina la sintesis de matrices poliméricas de PLA por la técnica
de electrohilado y la incorporacion de extractos naturales, tratando de modular las cinéticas de
liberacion mediante hidroélisis de las nanofibras de PLA antes de ser embebidas, para su posible
aplicacion en el sector salud, falta realizar estudios aplicados a nivel biologico (Torres-Salcido
y col., 2020). Sin embargo, es relevante el método de inclusion del extracto, sabiendo que
también se puede modular al ser encapsulados en el interior de la matriz durante el proceso de

electrohilado.
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CAPITULO 3. METOLOGIA EXPERIMENTAL

3.1 Materiales

Poli (4cido lactico) (PLA 4060D, peso molecular = 188 kDa, L-lactida al 88% y D-lactida
al 12%) obtenido de NatureWorks Ingeo®, N,N-Dimetilformamida (DMF) anhidro al 99.8%,
comercializado por Sigma-Aldrich®, Diclorometano (DCM) anhidro al 99.8%, comercializado
por Sigma-Aldrich, alcohol etilico al 96% comercializado por MEYER®), las raices secas de

Rumex hymenosepalus fueron obtenidas en Comercial Zazueta®, Hermosillo, Sonora, México.

3.2 Métodos

3.2.1 Obtencion del Extracto de R. hymenosepalus.

Para la obtencion del extracto de R. hymenosepalus (ERh), se utilizaron las raices de la
planta, secas y cortadas en rodajas, adquiridas de manera comercial. Se colocaron las raices en
un frasco &mbar con una mezcla de solventes etanol/agua en proporcion 70:30, de tal modo que
se pesaron 15 g de raices por cada 100 mL de solucién (Alvarez-Cirerol, 2015; Rodriguez-
Leon y col., 2013 y 2018). La solucion se dejo en reposo posterior a un periodo de 4 semanas
con el fin de alcanzar el equilibrio de difusion de los componentes activos de la planta hacia el

medio de extraccion. El frasco se dejo sellado con Parafilm® y en oscuridad.

Transcurrido el tiempo de maceracion se prosiguio a concentrar los componentes disueltos
en la mezcla de solventes. Primeramente, se separaron los restos de materia organica de las
raices de la planta, utilizando un filtro Whatman® grado 4 (retencioén de particulas de 20-25
um), se desecharon y el sobrenadante fue filtrado utilizando otro filtro Whatman® grado 2
(retencion de particulas > 8 um) y después un ACRODISC GHP PALL (retencion de particulas
> (.45 pm) con la finalidad de eliminar microorganismos y particulas de restos organicos que

pudiesen haber quedado. El sobrenadante recuperado se concentré en un rotavapor Biichi,
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Vacuum Controller, modelo V-805 a 37 °C en condiciones de vacio. La pasta obtenida se seco
en una estufa Cole-Parmer a temperatura ambiente y en condiciones de vacio durante un

periodo de 8 h hasta la obtencion de un sélido, el cual fue pulverizado con un mortero.

3.2.2 Preparacion de Fibras Electrohiladas de PLA y PLA Cargadas con Extracto de R.

hymenosepalus.

Para la preparacion de fibras se prepararon soluciones poliméricas de PLA al 10, 12 y 14% p/v
utilizando una mezcla de solventes DCM/DMF (70:30 v/v) que han sido utilizados por Valente
y col.,, en el 2016, Zadeh y col., en el 2019 y por Radusin y col., en el 2019. Asi mismo se
prepararon soluciones de PLA, con las concentraciones antes mencionadas y una vez disuelto
el polimero se afiadieron concentraciones de R. hymenosepalus al 5'y 10% en peso (con base en
el peso de PLA de la solucion) tomando como base los estudios de Locilento y col., 2019,
Radusin y col., 2019, Zadeh y col., 2019. Tales soluciones se dejaron en agitacion constante 24
h antes de llevar al proceso de electrohilado, el cual se partio de un voltaje de 15 kV, un flujo
de 1.2 mL/h, una distancia de 15 cm y una humedad relativa de 20 + 5% a 25 + 5 °C. A partir
de ello se realizaron ajustes para encontrar las condiciones Optimas de electrohilado,
considerando el obtener fibras lisas, sin cuentas y lograr una estabilidad en la salida del chorro

de la solucion polimérica.

3.3 Caracterizacion.

3.3.1 Microscopia Electronica de Barrido (MEB).

Se estudid la morfologia de las fibras mediante un microscopio electronico de barrido JEOL
JSM-5410LV. Se realizaron micrografias de las fibras de PLA y PLA/ERh utilizdndose un haz
de electrones secundarios de 20 kV de intensidad a alto vacio. Todas las muestras se montaron

en un portamuestras de cobre con una cinta de carbono de doble cara y se recubrieron con una
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pelicula de oro. Las imagenes obtenidas y el andlisis de diametro promedio de las fibras se
realizaron utilizando el software ImageJ del National Institute of Health (NIH), EUA, tomando
al menos 200 fibras para cada andamio y los datos se procesaron en el software Origin 2018
para la construccion de los histogramas, obtencion de diametros promedio de fibra y

desviaciones estandar para cada uno de los andamios.

3.3.2 Espectroscopia de Infrarrojo con Transformada de Fourier (FTIR).

Las muestras se analizaron utilizando un espectrometro de infrarrojo acoplado a un sistema de
reflectancia total atenuada (Attenuance Total Reflectance, ATR, por sus siglas en inglés)
(Perkin Elmer FTIR Frontier) y procesados con ayuda del Software Spectrum, se realizo el
andlisis de las sefiales mostradas en un intervalo de nimero de onda desde 4000 hasta 400 cm™.

Un total de 16 lecturas fueron tomados a una resolucion de 8 cm™.

3.3.3 Resonancia Magnética Nuclear de Proton (\H RMN).

Se obtuvo el espectro de 'H RMN del extracto solido extraido de la planta R. hymenosepalus en
un equipo Bruker Avance 400, operando a 400 MHz, a 25 °C. Se utiliz6 como solvente dimetil

sulféxido deuterado (DMSO-dps). La referencia interna fue tetrametilsilano (TMS).

3.3.4 Espectroscopia Ultravioleta-Visible (UV-vis).

Se obtuvo el espectro del extracto utilizando un espectrofotdémetro UV-vis (Lambda 20, Perkin
Elmer) en un intervalo de 190-1100 nm, para evidenciar la presencia de los compuestos
polifenolicos reportados por Rodriguez-Leon y colaboradores en el 2013 y 2015, los cuales

presentan un maximo de absorbancia a 280 nm.
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3.3.5 Analisis Termogravimétrico (ATG).

Se analizaron las propiedades térmicas de cada una de las membranas obtenidas con un
analizador termogravimétrico (Pyris 1 TGA analyzer Perkin Elmer) con la finalidad de estudiar
su descomposicion en funcion de la temperatura a la que fueron expuestas. Se obtuvieron
muestras de membranas de PLA y PLA/ERh con una masa de aproximadamente 3-5 mg y se
sometieron a calentamiento en un intervalo de temperaturas desde 25 °C hasta 900 °C, con una

razon de calentamiento 10 °C min’!, en condiciones atmosféricas de nitrogeno.

3.3.6 Angulo de Contacto.

El 4ngulo de contacto de las fibras se determin¢ utilizando un sistema de medicién de angulo
de contacto (CAM-Plus, ChemlInstruments). Para cada una de las mediciones se afiadié una
gota de agua destilada en la superficie de las membranas y se realizaron las mediciones. Se
calculo el angulo de contacto en diez ocasiones para cada una de las muestras analizadas y se

estimo la desviacion estandar.

3.3.7 Determinaciéon de la Eficiencia de Encapsulacion del Extracto de R.

hymenosepalus en las Fibras Electrohiladas de PLA.

La eficiencia de encapsulacion (EE) se determind de acuerdo con la metodologia reportada por
Locilento y colaboradores en el 2019. Las membranas de PLA/ERhS y PLA/ERh10 (6 mg)
fueron disueltas en una mezcla de DCM/EtOH (50:50). La cantidad del extracto cargado en las
membranas fue cuantificada utilizando espectroscopia de absorcion UV-Vis (Lambda 20,
Perkin Elmer), siendo monitoreada a 280 nm contra la curva de calibracion del extracto
previamente obtenida. Las fibras de PLA fueron disueltas en el mismo solvente y utilizada
como blanco. Cada ensayo se realizéd por triplicado y la EE se calcul6 utilizando la siguiente

ecuacion:
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Concentracion de ERh en las nanofibras de PLA
EE (%) = ——— . x 100
Concentracion tedrica de ERh en las nanofibras de PLA

3.3.8 Estudio del Perfil de Liberacion del Extracto de R. hymenosepalus.

El estudio del perfil de liberacion in vitro del ERh de las membranas de PLA se llevo a cabo en
solucion tampon de fosfatos (PBS), el cual simula las condiciones del plasma sanguineo y los
exudados de las heridas. Se utilizaron membranas de aproximadamente 6 mg y fueron inmersas
en 15 mL de PBS (0.1 M, pH 7.4) a 37 °C bajo minima agitacion constante (50 rpm). Una
muestra de 3 mL de solucion se retird del sistema y se analiz6 a 280 nm en intervalos de
tiempo determinados por UV-Vis (Lambda 20, Perkin Elmer). Al concluir la lectura, el
volumen de solucién de PBS retirado se agregd al sistema de liberacion con la finalidad de
mantener el volumen constante. La cantidad del ERh liberado en funcion del tiempo se calculo
utilizando la curva de calibracion anteriormente construida. Los datos obtenidos fueron
promediados a partir de los triplicados para cada muestra. El porcentaje de liberacion se calculd

utilizando la siguiente ecuacion:

. . M,
Liberacion (%) = — x 100
My

Donde M, (mg) es la masa liberada del ERh a un determinado tiempo (¢) y M, (mg) es la masa

del ERh encapsulado en las nanofibras.

Una vez determinado el porcentaje de liberacion también se utiliz6 la ecuacion de Korsmeyer-
Peppas para describir el perfil de liberacion de ERh a partir de las nanofibras de PLA,

siguiendo:
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Donde M; (mg) y M., son la masa de ERh liberado en un tiempo arbitrario (¢) y en el
equilibrio respectivamente, K es la constante de la taza de liberacion, y n indica la liberacion
exponencial, sugiriendo la naturaleza del mecanismo de liberacion. Los datos mostrados se
muestran como logaritmo del porcentaje de liberacion acumulada del extracto frente al
logaritmo del tiempo. Entonces, el mecanismo de liberacion se considera basado en el valor n
obtenido del modelo Korsmeyer-Peppas ajustado a la curva. El valor n se determina
considerando la porcion de la curva de liberacion que satisface que M,/M,, < 0.6, donde
valores del exponencial n < 0.5 estan relacionados con un mecanismo de liberaciéon de difusion
Fickiano, mientras que para valores de n > 1.0, se dice que hay un mecanismo de liberacion
anomalo o no Fickiano, en este ultimo mencionado se deberan tomar otras consideraciones,

tales como, hinchamiento y erosion.

3.3.9 Evaluacion de la Actividad Antioxidante de las Fibras de PLA Cargadas con el

Extracto de R. hymenosepalus.

La actividad antioxidante de fibras electrohiladas de PLA cargadas con el ERh se evalu6 in
vitro utilizando el ensayo de estabilizacion de radicales DPPH. Las nanofibras se disolvieron
en DCM/EtOH (50:50) y fueron tratadas con solucion de DPPH en metanol (0.1 mM) por 30
min a temperatura ambiente y oscuridad. Transcurridos los 30 min, la absorbancia de la
solucién a 520 nm fue medida en UV-Vis (Multiskan FC, Thermo Scientific). La actividad

antioxidante en porcentaje (AA) de las muestras se calculdo mediante la siguiente ecuacion:

AA (%) _ Acontrol - Amuestra x 100

Acontrol
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Donde A ontrot Y Amuestra SON los valores de absorbancia de la solucion de DPPH sin y con la
presencia de las soluciones de la muestra, respectivamente. Las mediciones se realizaron por

triplicado.

3.3.10 Evaluacion in vivo de las Fibras Electrohiladas de PLA y PLA Cargadas con el

Extracto de R. hymenosepalus.

En este estudio se utilizaron ratas macho Wistar (225 + 25 g). Los ratones se criaron en las
instalaciones de cuidado de animales de la Universidad de Sonora, con ciclos de luz y
oscuridad de 12 h a 25° C, se les proporciond agua estéril y comida ad [libitum. Esta
investigacion fue aprobada por el Comité de Bioética del Departamento de Medicina y
Ciencias de la Salud de la Universidad de Sonora (Hermosillo, Sonora, México). Cada animal
fue anestesiado con una mezcla de ketamina/xilazina (90:10) (mg/kg de peso) via
intramuscular, esto con la finalidad de relajar y minimizar el estrés y posible sufrimiento del
animal de experimentacion. Posteriormente, se procedid a depilar el area dorsa-lateral del
abdomen del roedor. Se realizaron incisiones circulares con un Dermal Punch desechable y
estéril, de 8.0 mm de didmetro. Las heridas fueron cubiertas con un tamafio igual de
membranas irradiadas con luz UV por un periodo de 30 min en cada lado. Se utilizaron
membranas de PLA, PLA/ERhS y PLA/ERhIO para cada grupo designado, mismo que se
repitid cada 24 horas hasta completar un total de 3 aplicaciones a partir del dia uno. La
evolucion del area superficial de la herida se midi6 con un vernier electrénico calibrado. El
area de la herida se midid hasta que la herida se cerrd6 por completo. El porcentaje de la

curacion de la herida se evalud utilizando la siguiente ecuacion:

. A
Area de herida (%) = T X 100

L

Donde, A; es el area inicial de la herida, y A es el area de la herida después de un

intervalo de tiempo especifico. Los resultados se expresaron como la media + la desviacion
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estandar. Todos los datos se analizaron mediante el analisis de varianza de una via (ANOVA).

Un valor de p < 0.05 es considerado estadisticamente significativo.
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CAPITULO 4. RESULTADOS Y DISCUSIONES

4.1 Obtencion del Extracto de R. hymenosepalus.

Primeramente, se llevé a cabo la extraccion de los componentes de las raices de la planta R.
hymenosepalus por maceracion en una mezcla de solventes (EtOH/H0), posterior al secado y
como producto final, se obtuvo un so6lido oscuro y quebradizo que facilmente se pudo retirar
del recipiente que lo contenia, mostrado en la Figura 9A. Después, con la finalidad de obtener
una muestra mas homogénea se procedi6 a realizar un procedimiento de molienda utilizando un
mortero para deshacer los cimulos grandes del extracto s6lido, obteniéndose un polvo fino més
homogéneo para ser utilizado posteriormente, mostrado en la Figura 9B. Una vez obtenido el
polvo fino se registro la masa final obtenida del extracto, que haciendo una relacion con la
masa inicial utilizada de las raices de la planta se obtuvo un rendimiento de 25.6%, un poco
mas bajo que el reportado de 28% por Alvarez-Cirerol en el 2015. Sin embargo, no representa
una diferencia muy significativa, esto puede deberse a la utilizacion de alcohol etilico grado 96
en este estudio, propiciando a una menor difusion de los componentes activos contenidos en las

raices de la planta, reiterando que no se presentd un cambio considerable.

Figura 9. Extracto so6lido de R. hymenosepalus. A) muestra de solido obtenido una vez

eliminado el solvente y B) muestra pulverizada.
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Como parte del seguimiento de la obtencion del extracto se tomo un espectro de
absorcion en UV-vis. Se aprecia en la Figura 10, que la absorcioén en un intervalo longitud de
onda comprendida entre los 260 nm y los 350 nm se atribuye a los grupos fenolicos presentes
en los estilbenos y catequinas contenidas en el extracto, el cual coincide con el anteriormente
reportado por Rodriguez-Leon y colaboradores en 2013, donde la absorcion méaxima tiene lugar

a 280 nm, mostrado en la Figura 10.
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Figura 10. Espectro de absorcion UV-vis del extracto de R. hymenosepalus.
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4.2 Preparacion de Fibras Electrohiladas de PLA y PLA Cargadas con Extracto de R.

hymenosepalus.

Para la obtencion de las fibras electrohiladas de PLA y extracto de R. hymenosepalus
primeramente se utilizaron soluciones de PLA al 10% p/v y PLA al 10% p/v adicionado con
10% en peso del extracto (en relacion con la masa de PLA) con una mezcla de solventes de

DCM/DMF (70:30 v/v) (Figura 11).

Figura 11. Representacion de las soluciones poliméricas de A) PLA y B) PLA/ERh en
DCM/DMEF (70:30 v/v).

Al someter estas soluciones al proceso de electrohilado se logré la formacion de fibras,
mostradas en la Figura 12, donde en las imdgenes A y C se aprecian las membranas
depositadas a nivel macroscopico, mientras que al observarse en un microscopio 6ptico (MO)
en las imagenes B y D se evidencia la formacion de fibras a partir de las soluciones
previamente mencionadas. Sin embargo, se realizaron modificaciones a los parametros de
electrohilado con la finalidad de encontrar las condiciones Optimas de procesado, tales
modificaciones se resumen en la Tabla 3. En la primera etapa de la modificacion de los
parametros de electrohilado, para las soluciones uno y dos, se utilizo la modificacion de uno de
los parametros, ya sea, flujo, voltaje o distancia, manteniendo constante los otros dos. Se
observd que, utilizar un voltaje de 16 kV permitia un flujo constante de la solucion polimérica,
sin obstruir su paso por la aguja, y una estabilidad en la expulsion del chorro, mientras que no

fue asi al utilizar voltajes de 17, 15 y 14 kV. Ademas, al aumentar la distancia de la placa
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colectora de aguja a 18 cm permitioé una reduccion en la observacion de las cuentas en MO, por
lo que se utilizaron para las demds soluciones, tomandose como condiciones Optimas de

procesamiento para la obtencion de las membranas nanofibrosas.

Figura 12. Fotografias de fibras electrohiladas de A) PLA; B) observacion al MO, 4x; C) PLA

con extracto de R. hymenosepalus; D) observacion al MO, 10x.

Tabla 3. Parametros utilizados en el sistema de electrohilado.

Soluciones PLA R. hymenosepalus Flujo Voltaje Distancia

(% p/v) (% peso) (mL/h) (kV) (cm)

1 10 - 0.8-1.2 14-17 15-18

2 10 10 0.8-1.2 14-17 15-18

3 12 - 0.4-1.0 16 18

4 12 5 0.4-1.0 16 18

5 12 10 0.4-1.0 16 18

6 14 - 0.4-1.0 16 18

7 14 5 0.4-1.0 16 18

8 14 10 0.4-1.0 16 18
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De las soluciones utilizadas para la formacion de fibras se puede destacar que tanto para
las soluciones de PLA al 10 y 12% p/v adicionadas con el extracto de R. hymenosepalus en
peso se observo la formacion de fibras con cuentas en su estructura al MO, esto para cada una
de las condiciones modificadas en la reduccion del flujo, manteniendo una distancia de 18 cm 'y
un voltaje de 16 kV constantes (imagenes no mostradas). Por otro lado, para las fibras de PLA
al 14% p/v se observo una reduccion considerable de la formacion de estas cuentas, casi nula,
esto debido a que el aumento de la concentracion del polimero en la solucion conlleva a una
reduccidn en la formacion de cuentas, relacionado al aumento de la viscosidad de la solucion
(Casasola., R., y col., 2014). Por ello, tras la obtencion de fibras y su monitoreo en microscopia
Optica se decidi6 trabajar con las fibras de PLA al 14% p/v y llevar a cabo su observacion en

MEB.

4.3 Caracterizacion

4.3.1 Microscopia Electronica de Barrido (MEB).

Como parte de la caracterizacion morfologica de las membranas nanofibrosas obtenidas se
tomaron imagenes de MEB para las fibras de PLA puro al 14% p/v y aquellas que fueron
adicionadas con el extracto de R. hymenosepalus al 5y 10% en peso, a las cuales se les
nombrara a partir de esta seccion como PLA, PLA/ERh5 y PLA/ERI10, respectivamente. En la
Figura 13, las imagenes A pertenecen a las fibras de PLA, B a las fibras de PLA/ERhS y C a
las fibras de PLA/ERh10. En las imagenes Al, A2 y A3 que corresponden a las fibras de PLA
puro con un flujo de inyeccion de 0.4 mL/h, 0.6 mL/h y 0.8 mL/h, respectivamente, se aprecia
la formacion de fibras lisas, con superficies uniformes y sin la formacion de cuentas en su
estructura, mientras que las fibras de la imagen A4 se logr6 apreciar la formacion de cuentas
para un flujo de 1.0 mL/h, esto debido al aumento de la velocidad de flujo, asi mismo se
observa una mayor variacion en los didmetros, dando como resultado un aumento en la
magnitud de su didmetro promedio como se muestra en la Tabla 4. Para un flujo de 0.4 mL/h se
obtuvieron fibras con didmetros promedio de 371 + 134 nm mientras que para fibras de 1.0

mL/h se obtuvieron didmetros de 461 £+ 224 nm. En la figura B1 se aprecian fibras lisas y en su
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mayoria con estructuras uniformes, sin embargo, se observo la ruptura superficial de algunas
fibras, esto ocasionado por la intensidad del voltaje a bajos flujos de inyeccion (0.4 mL/h),
propiciando que la morfologia de las fibras se vea comprometida, lo cual puede influir en sus
propiedades mecanicas, también se aprecia la formacion de fibras de menores tamafios respecto
a las de PLA, obteniéndose didmetros promedio de 344 £ 75 nm. En la figura B2 se aprecian
fibras lisas y con superficies uniformes, con estructuras tipo cuentas con formas irregulares que
pueden atribuirse a la encapsulacion del extracto en esas regiones (Radusin, T., y col., 2019).
En este caso también los didmetros son mas reducidos respecto a las fibras de PLA,

obteniéndose valores de 350 + 86 nm.

En la imagen B3 se aprecian fibras lisas, uniformes y sin formacion de cuentas en su
estructura, con didmetros de 420 + 92 nm. La imagen B4 muestra la formacion de fibras lisas y
uniformes con la formacién de algunas cuentas, lo cual coincide con lo mostrado para las fibras
de PLA a 1.0mL/h. Dentro del mismo grupo de fibras de PLA/ERhS fueron las que presentaron
mayores diametros, con tamafios de 448 + 111 nm, ademas que en estas se aprecid una
reduccion del volumen libre, pues se encuentran mas compactas lo cual puede repercutir en la
infiltracion celular al aplicarlas en la lesion, ya que la estructura porosa de estas membranas se
asemeja a la MEC nativa y trae consigo algunos beneficios, tales como, la absorcion de fluidos,
hemostasia, intercambio de gases y el mantenimiento de un ambiente himedo que favorece la
curacion de heridas y la regeneracion del tejido (Bi, H., y col., 2020). Se observo una reduccion
en los diametros promedio de fibra (Tabla 4) para todas las muestras de PLA/ERhS en
comparacion con las de PLA puro, acompanado de una mayor homogeneidad en los datos,
atribuido a una alta densidad de carga y mayor conductividad de la solucidon en presencia del
extracto, ademas que la estabilidad de la expulsion del chorro se puede ver influenciada por el
establecimiento de las interacciones tipo puente de hidrogeno entre la matriz y el extracto

(Pakravan, 1., y col., 2012; Yousefi, L., y col., 2017).

En la imagen C1 se muestran fibras lisas, con superficies uniformes y sin la formacion
de cuentas, que presentaron didmetros promedio de 436 + 81 nm, diametros mayores que las
fibras de PLA y PLA/ERhS a un flujo de 0.4 mL/h, lo cual puede atribuirse a la encapsulacion
de mayor cantidad del extracto no disuelto, engrosandolas por al aumento de la concentracion

de este. La imagen C2 muestra la formacion de fibras lisas, con superficies uniformes y sin la
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formacion de cuentas, con didmetros de 434 + 78 nm, muy parecido al anterior mencionado. La
imagen C3 muestra la formacion de fibras lisas, con superficies uniformes y sin la formacion
de cuentas, con diametros de 461 = 91 nm y en la imagen C4 se aprecia la formacion de fibras
lisas, con superficies uniformes y con la presencia de cuentas reducida, con didmetros de 551 +
133 nm. En esta ultima se observa una mayor variacion de las desviaciones de diametro de
fibra dando por entendido una mayor heterogeneidad de la poblacion, ademds que es
consistente el apreciar una estructura mas compacta, lo cual puede atribuirse al aumento del
diametro en la formacion de fibras que reduce el volumen libre de los poros. También se
observa una tendencia al aumento de los didmetros promedio de fibra al incrementar la

velocidad de flujo, y se aprecia un mayor control sobre el diametro de las fibras.

En todas las imagenes se mostrd una orientacion al azar de las fibras depositadas, lo

cual era de esperarse tras haber utilizado una placa colectora plana y estatica.

Figura 13. Iméagenes de MEB de fibras electrohiladas de PLA al 14% p/v en una solucion de
DCM/DMF (70:30). A) PLA, B) PLA/ERhKS y C) PLA/ERhA10. Segun el flujo utilizado para el
sistema se dividen en 1) 0.4 mL/h, 2) 0.6 mL/h, 3) 0.8 mL/h, 4) 1.0 mL/h. Para cada una de las
muestras se utilizo una distancia de 18 cm y un voltaje de 16 kV. IES, 5000X.
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Tabla 4. Didmetros promedio de fibras electrohiladas de PLA al 14% p/v y PLA al 14% p/v
adicionadas con el extracto de R. hymenosepalus en un 5y 10% en peso.

Diametro promedio de fibra (nm)

Flujo (mL/h) PLA PLA/ERAS PLA/ERh10
0.4 371 £ 134 344 £ 75 436 £ 81
0.6 534 + 194 350 + 86 434 + 78
0.8 461 £ 126 420 £92 461 £91
1.0 461 £ 224 448 + 111 551+133

En la Figura 14, se observan los histogramas del comportamiento del didmetro de las fibras
donde se evidencia que al aumentar el flujo de las fibras aumenta su diametro y hay una mayor
heterogeneidad entre las poblaciones de fibra para la mayoria de las muestras como se ha
mencionado anteriormente. En la primera columna se muestran las distribuciones de diametro
para las fibras de PLA donde, hay poca homogeneidad entre las poblaciones ya que hay fibras
desde los 150 nm hasta cercanos a 1 um para un flujo de 0.4 mL/h, mientras que para los
demas presentan didmetros mayores que 1 um, inclusive cercanos a 1.5 um. Sin embargo, al
incorporar el extracto al PLA se observa una mayor homogeneidad en el didmetro de las fibras.
Para PLA/ERhS y PLA/ERhI0, en flujos entre 0.4 — 0.8 mL/h que se mantienen las fibras en
un intervalo de didmetro entre los 200 y 700 nm aproximadamente, presentando una mayor
frecuencia entre los 300 y 400 nm, mientras que al incrementar el flujo a 1.0 mL/h en ambos se
aprecia la formacion de fibras por arriba de los 800 nm y cercanos a 1 um, por lo cual se
concluye que el control en los didmetros de fibra se da para este sistema a flujos menores que
1.0 mL/h. Esto demuestra que la incorporacion de extractos naturales a las soluciones
poliméricas presenta una mayor homogeneidad entre las poblaciones de fibras por efecto del
aumento en la conductividad de las soluciones, lo que genera un mayor control en el didmetro
al formar las fibras (Yousefi y col., 2017). Ademas, tomando en cuenta la aplicacion enfocada
hacia la ingenieria de tejidos, los diametros obtenidos de las fibras asemejan en tamafio los
diametros de las fibras de coldgeno en la MEC nativa de los tejidos que va desde los 90-600

nm (Granados, M. y col., 2017).
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Figura 14. Histogramas del comportamiento del didmetro de fibras de PLA, PLA/ERhS y
PLA/ERA10.

Con base en a los resultados obtenidos mediante microscopia electronica de barrido y el
analisis de didmetro de fibras se procedid a realizar los demds ensayos con membranas
nanofibrosas obtenidas con un flujo de 0.8 mL/h, voltaje de 16 kV y una distancia de 18 cm,

tanto para PLA, PLA/ERhS y PLA/ERh10.
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4.3.2 Espectroscopia de Infrarrojo con Transformada de Fourier (FTIR).

Con la finalidad de comparar el espectro de infrarrojo del extracto obtenido y el
extracto utilizado por el grupo de investigacion de Rodriguez-Leon y colaboradores en 2013 y
2015, se tomaron los espectros de infrarrojo de ambos en estado sélido, obteniéndose
practicamente el mismo patron de sefiales en el espectro para ambas muestras las cuales se
muestran en la Figura 15, donde A es el espectro de infrarrojo del extracto obtenido en este
estudio y B es el espectro de infrarrojo es del extracto obtenido por el otro grupo de

investigacion.

Como resultado, las sefales correspondientes a las vibraciones de los grupos

funcionales aparecen casi al mismo niimero de onda en su region especifica.
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Figura 15. Comparacion de los espectros de infrarrojo del polvo de R. hymenosepalus: A)

extracto obtenido en este estudio y B) el utilizado por Rodriguez-Leon y col., 2013.

Ademas, con la finalidad de evaluar la presencia de cada uno de los componentes de las

fibras se tomaron los espectros de infrarrojo por FTIR-ATR, los cuales se muestran en la
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Figura 16. En primer lugar, se muestra el espectro de las fibras electrohiladas de PLA, donde se
observan las sefales caracteristicas de las vibraciones asimétricas y simétricas de los grupos
metilo v(C-H); el estiramiento del doble enlace carbono-oxigeno del grupo carbonilo v(C=0),
las deformaciones del grupo metilo v(C-H) y el estiramiento carbono-oxigeno del grupo éster
v(C-0) presentes en su estructura los cuales corresponden respectivamente a nimeros de onda
de 2994 y 2946 cm™; 1754 cm™'; 1452 cm™ y 1384 cm™'; 1184 cm™ y 1089 cm™ (Locilento y
col., 2019; Valente y col., 2019; Xu y col., 2009). Dichas sefales se mantienen en el espectro
que corresponde a las fibras de PLA que contienen el extracto de R. hymenosepalus (ERh). Sin
embargo, aparecen otras sefiales, que al comparar con el espectro del extracto en polvo de R.
hymenosepalus corresponden a las sefiales de los grupos funcionales presentes en sus
componentes principales, tales como epicatequina, epigalocatequina galato, glucdsido de
estilbeno y trans-resveratrol (Figura 27 y 28, ANEXO). La banda ancha tipica de los
compuestos fendlicos se puede observar a 3305 cm’!, correspondientes a los modos de
estiramiento de los diferentes grupos hidroxilo v(-OH), las vibraciones asociadas a los anillos
aromaticos v(C-H), v(C=C) se muestran a 2970 cm™ y 1599 cm™ y el estiramiento del doble
enlace carbono-oxigeno del grupo carbonilo de la epicatequina galato v(C=0) a 1682 cm™', el
estiramiento del enlace carbono-oxigeno del grupo éster v(C-O) asociado a las moléculas de
catequinas, a 1028 cm™ (Locilento y col. 2019, Rodriguez-Ledn y col., 2018; Torres-Salcido y
col. 2020). Al observar el espectro de las fibras que contienen ambos componentes se observa
el solapamiento de las sefiales de PLA y el extracto, con ligeros corrimientos a mayor nimero
de onda de los grupos fendlicos, es decir a menor energia, lo cual estd asociado a la debilitacion
de las vibraciones del grupo hidroxilo por interacciones de tipo puente de hidrogeno, en ese
sentido existe una probable interaccion entre la cadena principal del PLA y los componentes

del ERh.
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Figura 16. Espectros de infrarrojo de fibras electrohiladas de PLA, fibras electrohiladas de PLA

cargadas con extracto de R. hymenosepalus y el extracto de R. hymenosepalus en polvo.

4.3.3 Analisis Termogravimétrico (ATG).

Se obtuvo el analisis termogravimétrico para el ERh, las fibras de PLA, PLA/ERhS y
PLA/ERKI10, los cuales se muestran en la Figura 17. La descomposicion de las fibras puras de
PLA tuvo un evento de una sola etapa en un intervalo alrededor entre 296 y 372 °C, el cual
coincide con el reportado por Locilento y colaboradores en 2019. Para el polvo del ERh, la
curva del termograma muestra un evento inicial de pérdida de masa por debajo de los 100 °C
asociado con la desorcion de agua, seguido de su descomposicion en un intervalo de 116 a 725
°C. La curva de derivada del termograma del extracto en la Figura 18, muestra dos picos en el
intervalo de temperatura de 116 a 315 °C, seguido de un pico ancho entre 462 y 725 °C, lo que
sugiere que muchos procesos superpuestos ocurren como consecuencia de la descomposicion
compleja del ERh. Las curvas de termograma y la derivada del termograma para las fibras de
PLA/ERhS muestran dos etapas de pérdida de masa debido a la degradacion de la matriz
polimérica y del ERh encapsulado, respectivamente. La temperatura del segundo pico de

degradacion, que corresponde a la temperatura de degradacion de ERh, disminuyé tras la
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encapsulacion, probablemente debido a la disolucidon/dispersion del compuesto bioactivo antes
de su encapsulacion. Mientras que la temperatura de degradacion maxima presentada en la
curva de la derivada del termograma, es de 357.21 °C para las fibras puras de PLA, disminuy6
para PLA/ERhS5 y PLA/ERh10, a 356 °C y 350 °C respectivamente. La disminucion de la
estabilidad térmica del PLA puede atribuirse al hecho de que el ERh puede intercalar alrededor
de las cadenas del PLA y romper las interacciones polimero-polimero (Locilento y col., 2019).
También existe una relacion directa entre el aumento de la concentracion del extracto en las
fibras y la disminucion de la temperatura de degradaciéon maxima del material, por lo anterior
mencionado. Algo importante que puede observarse en el termograma de las fibras que
contienen el ERh, es que, en comparacion con el ERh puro hay un efecto de proteccion ante la
temperatura de degradacion de las primeras descomposiciones del mismo, esto atribuido
principalmente a la encapsulacion eficiente en la matriz polimérica de PLA, estabilizandose los
compuestos bioactivos en el interior de las fibras de polimero, y no es hasta cuando el PLA se

degrada cuando se observa la degradacion consiguiente de los componentes del extracto.
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Figura 17. Andlisis termogravimétrico de fibras de PLA, PLA cargadas con el extracto en un 5

y un 10% en peso, y el extracto en polvo de R. hymenosepalus.
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Figura 18. Curva de la derivada de pérdida de masa de fibras de PLA, PLA cargadas con el

extracto en un 5 y un 10% en peso, y el extracto en polvo de R. hymenosepalus.

4.3.4 Angulo de contacto.

Los resultados de angulo de contacto de las distintas fibras mostradas en la Figura 19 se
resumen en la Tabla 5, donde se observa que las fibras de PLA presentan un angulo de contacto
caracteristico de un material hidrofébico como era de esperarse debido a su naturaleza quimica,
asemejandose al valor de 113.6° reportado por Gongalves y colaboradores en 2015. Las fibras
que tienen el extracto presentan poca diferencia del angulo de contacto como se ha visto por

Locilento y colaboradores en el 2019, manteniéndose una superficie hidrofoba.
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Figura 19. Angulo de contacto de fibras de: A) PLA, B) PLA/ERh5, C) PLA/ERh10.

Tabla 5. Mediciones de angulo de contacto.

Material Humectabilidad 0 (°)
PLA 111.4+£0.966
PLA/ERhS 109.0+1.414
PLA/ERhK10 107.0 £0.942

4.3.5 Resonancia magnética nuclear de protéon (‘"H NMR).

Con la finalidad de identificar la presencia de compuestos quimicos del extracto se tomo el
espectro de H' NMR. En la Figura 20 se muestra el espectro de resonancia tomado para el
extracto de R. hymenosepalus y las estructuras de EGCG y glucdsido de estilbeno, los cuales
han sido identificados previamente por Rodriguez-Ledn y colaboradores en 2013, sin embargo,
se muestra una aproximacion de los grupos de hidrogenos presentes en los compuestos
principales del extracto, debido a la complejidad de la muestra. En los estudios obtenidos por
Sivakumar, y colaboradores en 2013 y Zhong y Shahidi, en 2011, se reportaron los
desplazamientos quimicos de las estructuras base de EGCG y trans-resveratrol en DMSO-ds.
Por lo tanto, en la Figura 20 se aprecian los grupos importantes en el espectro de resonancia, en

donde alrededor de 9 ppm se observa una sefal ancha la cual pertenece a los diferentes grupos
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fenolicos, es decir, a los protones de los grupos hidroxilo unidos directamente a los anillos
aromaticos presentes tanto en EGCG como en frans-resveratrol, también estan presentes las
asignaciones para los hidrégenos de los anillos aromaticos en un desplazamiento quimico entre
aproximadamente 6 y 8 ppm, finalmente se aprecian multipletes superpuestos entre 3 y 4 ppm,
esto atribuido a grupos de protones presentes en el grupo glucédsido, mientras que el grupo
metilo del grupo glucésido se muestra entre 0.8 y 1.25 ppm (Joseph y col., 2007; Piva y col.,
2020; Spectral Data Base for Organic Compounds, Japan). Cabe mencionar que se realizd una
aproximacion a los desplazamientos quimicos esperados para las moléculas individuales, sin
embargo, debido a la complejidad de la muestra, se requiere hacer estudios posteriores mas

profundos.

También dentro del analisis de 'TH NMR (ANEXO) coinciden en la presencia de sefiales
obtenidas con las reportadas por Rodriguez-Ledon y colaboradores en el 2013, donde se
observan las sefiales practicamente a los mismos desplazamientos quimicos, que se les atribuye
a moléculas de catequinas y estilbenos, los cuales son compuestos quimicos presentes en
muchos extractos de plantas. En sus estudios se determin6 que epicatequina (EC), epicatequina
galato (ECQ) y epigalocatequina galato (EGCG), estilbeno glucosido se encontraban presentes
debido a la coincidencia de sefiales correspondientes a las moléculas de polifenoles en
comparacion con la base de datos (Spectral Data Base for Organic Compounds, Japan),
(Joseph, C. y col., 2007; Commodari, y col., 2005). Es imprescindible senalar que en el
espectro hay sefiales presentes que no se reportaron por Rodriguez-Leén y colaboradores en el
2013. La diferencia de sefiales se puede atribuir a la eliminacion de algunos compuestos tras la

obtencion de la fraccion en tetrahidrofurano (THF) obtenida por este grupo de investigacion.
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Figura 20. Espectro de '"H RMN del extracto de R. hymenosepalus en DMSO-ds a 400 MHz,
(Bruker Advance 400).

4.3.6 Determinacion de la eficiencia de encapsulacion del extracto de R. hymenosepalus

en las fibras de PLA.

Se evaluo la eficiencia de encapsulacion (EE) del proceso de electrohilado para comprobar que
el extracto adicionado inicialmente se mantiene en la deposicion final de las fibras, ya que en
los ultimos afios el electrohilado ha resultado ser una propuesta para aprovechar algunos
agentes activos como farmacos y aditivos en alimentos. Algunos autores como Locilento y
colaboradores en 2019, Radusin y colaboradores en 2019 han demostrado la encapsulacion de

extractos naturales.

Para esto, se construyd una curva de calibracion (Figura 21) a partir de soluciones del
extracto de concentraciones conocidas. Una vez obtenida la ecuacion de la recta se utilizo para
cuantificar la concentracion experimental del extracto encapsulado posterior al proceso de
electrohilado, que haciendo una relacion entre lo anterior mencionado y la concentracion
tedrica del extracto de R. hymenosepalus, se expresé en porcentaje de la EE. Se puede observar

en la Figura 22, que para fibras de PLA/ERhS y PLA/ERh10, se determind que se logrd
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encapsular un 95.48 + 8.48% y un 98.15 + 0.65%, respectivamente. Los datos anteriormente
mencionados coinciden con lo reportado por Locilento y colaboradores en el 2019, donde
reporta una encapsulacion cercana al 90% para las fibras de PLA obtenidas por electrohilado,
indicando que no hay una pérdida considerable del extracto durante el proceso, demostrandose
que el proceso de electrohilado es una alternativa eficiente para aislar los componentes
bioactivos de los factores ambientales que puedan afectarles, como temperatura, oxidacion y

también mejorar su estabilidad ante la fotodegradacion (Celebioglu y Uyar, 2017).
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Figura 21. Curva de calibracion del extracto de R. hymenosepalus en una mezcla de

DCM/EtOH (50:50).
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Figura 22. Determinacion de la eficiencia de encapsulacion del extracto de R. hymenosepalus

en fibras de PLA posterior al proceso de electrohilado en DCM/EtOH (50:50).

4.3.7 Estudio del perfil de liberacion del extracto de R. hymenosepalus a partir de las
fibras de PLA.

Como parte del estudio del perfil de liberacion del extracto de R. hymenosepalus en ambiente
fisiologico, se construy6 una curva de calibracion del extracto en PBS (pH de 7.4, a 37 °C) a
partir de soluciones del extracto de concentraciones conocidas, obteniéndose la ecuacion de la
recta la cual se muestra en la Figura 23. A partir de ella se cuantificd la concentracion de
extracto liberado de las fibras de PLA en funcién del tiempo que estuvo en contacto con el
medio. El comportamiento de la liberacion de farmacos cargados en nanofibras electrohiladas
puede ser modificado utilizando diferentes combinaciones de polimeros con distinta naturaleza,
que pueden ser hidrofobicos e hidrofilicos. Esta tltima caracteristica de los andamios puede
verse afectada por la polaridad del farmaco incluido, ademas de su localizacion en las fibras, es
decir, si queda adsorbido en la superficie o bien incluido dentro de la matriz polimérica,
ademas de su concentracion, ya que tendra implicaciones en la interaccion al medio que se

someta.
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Figura 23. Curva de calibracion del extracto de R. hymenosepalus en una solucion tampon de

PBS, pH = 7.4.

La liberacion del extracto a partir de las membranas de PLA fue monitoreada por
espectroscopia UV-vis a 280 nm, para observar su comportamiento en funcion del tiempo. En
la Figura 24, donde se tienen membranas nanofibrosas de PLA/ERhS y PLA/ERK10, se logran
observar dos comportamientos en el proceso de liberacion. Para PLA/ERhS hay una rafaga
inicial de liberacion del farmaco por parte de PLA/ERhS, esto asociado con una mayor cercania
del farmaco hacia la superficie de las fibras. Este comportamiento no persiste por mucho
tiempo y el aumento de la concentracion liberada durante las primeras 12 horas liberando hasta
casi un 50% del extracto presente. Por otro lado, para PLA/ERh10, hay un retraso en la
liberacion al inicio durante las primeras 12 h, esto se atribuye a que las fibras de PLA/ERh10
presentan didmetros mayores lo que provoca que difunda mas lentamente el farmaco hacia el
medio, culminando este periodo con un 44% de liberacion, ddndose un proceso de liberacion
mas lineal y controlado. Sin embargo, a las 24 h hay un aumento en la liberacion para
PLA/ERh10, asociado con el gradiente de concentracion y que el sistema no permita llegar al
equilibrio con el medio. Una vez finalizado el experimento y en un periodo de 72 horas,
alcanzan un maximo de liberacion de casi el 70% y 90% de liberacion para PLA/ERhS y

PLA/ERh10, respectivamente. Posterior al tiempo de 72 horas, no fue posible seguir su
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comportamiento debido a la presencia de productos de descomposicion de las membranas que
interfieren con la medicion. Que el material comience a descomponerse en tiempos
relativamente cortos en tratamiento habla de una liberacién y biodisponibilidad de las
biomoléculas que no logran difundir en el gradiente de concentracion generado. Otra
observacion importante en el monitoreo de su liberacion fue que al estar las membranas en
contacto con el medio se iban humectando a medida que pasaba el tiempo, a pesar de sus
caracteristicas hidrofobicas. Esto puede atribuirse a su estructura porosa, que al estar en
contacto con el medio permite la entrada de pequefias cantidades de este a la matriz y conforme
pasa el tiempo posiblemente contribuye a la degradacion por hidrélisis de la matriz polimérica

y la consecuente liberacion del extracto no difundido.
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Figura 24. Liberacion del extracto de R. hymenosepalus a partir de las fibras de PLA en una

solucion tampon de PBS, pH = 7.4 a 37°C.

El modelo de Korsmeyer-Peppas ha sido utilizado ampliamente para describir de una manera
sencilla el mecanismo de liberacion de un farmaco a partir de un sistema polimérico (Locilento
y col., 2019). Este modelo categoriza los perfiles de liberacion basados en el valor del
exponente 7 de su ecuacion, como se describid en la metodologia. Los valores de la cinética de

liberacion para las membranas nanofibrosas de PLA/ERhS y PLA/ERh10 se muestran en la
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Tabla 6. Los valores del exponente n fueron para ambos casos menores a 0.5, lo que sugiere
que la liberacion del ERh de las nanofibras mostré un mecanismo de difusion tipo Fickiano, en
el cual la liberacion es causada por un gradiente de concentracién entre las nanofibras y el
medio de liberacion, lo cual era de esperarse siendo un mecanismo tipico para materiales

planos y membranosos.

Tabla 6. Parametros estadisticos de los perfiles de liberacion in vitro del modelo Korsmeyer-

Peppas.
Muestra n k (min™) R?
PLA/ERhAS 0.161 =0.001 0.323 = 0.034 0.964 £0.013
PLA/ERh10 0.173%0.001 0.277 £=0.001 0.870 =0.001

4.3.8 Evaluacion de la Actividad Antioxidante de las Fibras de PLA Cargadas con el

Extracto de R. hymenosepalus.

Para de determinar la capacidad antioxidante de las fibras de PLA adicionadas con el extracto,
se analizé su comportamiento ante la presencia del radical DPPH. Las membranas nanofibrosas
de PLA se utilizaron como control y no mostraron un efecto antioxidante, asi mismo los
solventes utilizados para la disolucion de las membranas no interfieren en las mediciones.
Adicionalmente se utilizaron soluciones de ERh donde se ajustaron las concentraciones
asociadas a las membranas de PLA/ERh5 y ERh10, dando como resultado para ERh5 y ERh10
una inhibicion del radical de 41.6 £ 2.9% y 60.3 = 1.7%, respectivamente. Asi mismo, se
obtuvo para las fibras de PLA/ERhS y PLA/ERh10 una inhibicion del radical de 42.4 £ 3.9% y
56.3 £ 0.8%, respectivamente, demostrando con esto, que la actividad antioxidante no se ve
afectada por el proceso de sintesis y que aumenta directamente con la concentracion del
extracto contenido. También demuestra la eficiencia del proceso de electrohilado en la
encapsulacion y la estabilidad que brinda al incorporar estos compuestos bioactivos a matrices

poliméricas (Arrieta y col., 2018; Faki y col., 2019).
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Los extractos de plantas como estabilizadores naturales de radicales pueden ser
utilizadas para aplicaciones de biomateriales, debido a que la implantacion de biomateriales
siempre induce respuestas inflamatorias y estrés oxidativo. En consecuencia, las oxidasas se
activan y hay generacion de ERO en el cuerpo y resulta en dafio a los tejidos por muerte celular
(Kai y col., 2016). Es por lo que, al utilizar fibras antioxidantes como biomateriales aplicados a
la ingenieria de tejidos puede reducir localmente el estrés oxidativo y dafios en el tejido
relacionados a lo anterior mencionado, resultando en un proceso de curacion de heridas mas

efectivo (Munteanu y col., 2014).

4.3.9 Evaluacion in vivo del efecto de curacion de heridas de las Fibras Electrohiladas

de PLA y PLA Cargadas con el Extracto de R. hymenosepalus.

Como parte de la ultima fase experimental, se realizaron estudios in vivo con ratas macho
Wistar, con la finalidad de analizar la capacidad de curacion de heridas en la piel. En la Figura
25 se aprecia en las imagenes de la primera columna los cuatro grupos de ratas estudiados,
donde A, C, E y G son imagenes del dia uno a partir de la generaciéon de la herida que
corresponden a A) el grupo control sin tratamiento (S/TX), C) en contacto con las membranas
de PLA puro, E) en contacto con PLA/ERh5 y G) con PLA/ERh10. Mientras que en la segunda
columna se observan las heridas al dia 12 de los mismos cuatro grupos B, D, F y H. Se observé
que para aquellos grupos que fueron sometidos al contacto con las fibras con el extracto
presente cerraron primero las heridas en al menos un ejemplar respecto al grupo control, siendo
para el grupo G evidente la mejoria de la herida, relacionado a una mayor concentracion del
extracto en la membrana nanofibrosa lo cual pudo contribuir a su mejoria. Sin embargo, la
tendencia por parte de las fibras con PLA puro no mostr6 una mejoria en la resolucion de la

herida con respecto al grupo control.
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Figura 25. Fotografias de la evolucién de curacion de heridas de la piel de ratas Wistar. A)
Grupo control al dia 1. B) Grupo control al dia 12. C) Heridas en contacto con fibras de PLA al
dia 1. D) Heridas en contacto con PLA al dia 12. E) Heridas en contacto con PLA/ERhS al dia
1. F) Heridas en contacto con PLA/ERIS al dia 12. G) Heridas en contacto con PLA/ERhA10 al
dia 1. H) Heridas en contacto con PLA/ERh10 al dia 12.

Esto mismo puede apreciarse en la Figura 26, donde se muestra el porcentaje del area de la
herida para cada grupo: el grupo control sin estar en contacto con algiin material, el grupo que
estuvo en contacto con PLA puro, el grupo en contacto con PLA/ERhS y finalmente el grupo
en contacto con PLA/ERh10. Estos datos muestran una mejoria significativa en el dia cinco
para los grupos que estuvieron en contacto con PLA/ERh5 y PLA/ERh10, respecto al grupo
control. Esto puede relacionarse a la liberacion del extracto a partir de las primeras 24 h y que
va en aumento en funcion del tiempo. Lo anterior mencionado también puede verse
influenciado con las dosis suministradas y la concentracion del extracto ya que, por otro lado,
en el dia 12 del experimento el grupo en contacto con PLA/ERhI0 mostré diferencia
significativa, respecto al grupo control, mientras que PLA/ERhS no. Es un hecho que los
componentes bioactivos del extracto ayudan a la mejora de la herida ya que puede atribuirse

con la actividad antioxidante que poseen los polifenoles que ayudan modular la respuesta
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inflamatoria a nivel local combatiendo el estrés oxidativo en el tejido circundante. También
cabe mencionar que desde el dia uno, posterior a la aplicacién de las membranas en la herida se
observo una adsorcion de ellas quedando la herida cubierta por una fina capa del material,

permitiendo una interaccién mas directa con la herida.
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Figura 26. Evaluacion de la curacion de heridas en piel de ratas Wistar. Grupo control, sin
tratamiento (S/Tx), grupo en contacto con PLA, en contacto con PLA/ERhS, en contacto con

PLA/ERh10. Un valor de *p < 0.05 es considerado estadisticamente significativo (ANOVA).

Como se ha mencionado anteriormente los componentes identificados para el extracto
de R. hymenosepalus se destacan epicatequina, epigalocatequina galato y tranms-resveratrol
(Rodriguez-Leon y col., 2013, Rodriguez-Ledn y col., 2013). Est4 descrito en la literatura que
algunos de estos componentes se encuentran relacionados con sus actividades en la
cicatrizacion de heridas, donde se describe que epicatequina galato tiene como diana y actia a
nivel de AKT1, CCL2 y COL1A1, EGFR, GSK3B, HIF1A, IL-6, STAT3, TNF, TRP53, estas
son algunos objetivos clave en el proceso de cicatrizaciébn que brindan sefiales asociadas al
ensamblaje de colageno en heridas de la piel y alrededor de vasos sanguineos, al proceso de

reepitelizacion, angiogénesis, al control de la respuesta inflamatoria y que este no se vea
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prolongado, a la regulacion de fibrogénesis, apoptosis celular y formacion de tejido granular.
Mientras que resveratrol también tiene como diana a GSK3B, HIF1A, IL-6, STAT3, TNF. Y
epicatequina tiene como diana IL-6. Estas asociaciones resultan en una respuesta de sefales
quimicas que promueven la curacion de heridas. Sin embargo, se debe mencionar que estas

moléculas pueden actuar sinérgica y pleiotrépicamente (Budovsky y col., 2015).

Un dato importante, es el diametro de las fibras, que es un factor critico para el
desarrollo de células de piel, ya que se ha estudiado en cultivos in vitro de nanofibras
electrohiladas con lineas celulares de fibroblastos y queratinocitos, las cuales juegan un papel
importante en la cicatrizacion de heridas de la piel. En este estudio se demostrdo que la
combinacion de fibras delgadas y gruesas son apropiadas (diametros entre 300 y 700 nm) para
la regeneracion del tejido de la piel, ya que las fibras gruesas estimulan la proliferacion celular,
mientras que las fibras delgadas estimulan la movilidad celular, lo que resulta en el cierre de la
herida (Pelipenko., J y col., 2015). En relacion con los didmetros obtenidos de las fibras de
PLA/ERhS y PLA/ERhI0 tienen fibras que se asemejan a los didmetros antes mencionados
pudo contribuir en la curacioén de las heridas. Estos resultados obtenidos in vivo muestran que
se puede mejorar la capacidad de curacion de heridas de la piel al utilizarse membranas
nanofibrosas antioxidantes, y que en tamafio asemejan la MEC nativa, las cuales pueden

aplicarse a la ingenieria de tejidos de la piel.

59



CAPITULO 5. CONCLUSIONES

Se prepararon y caracterizaron fibras electrohiladas de PLA cargadas con el extracto de R.
hymenosepalus y se evaluo in vivo su potencial terapéutico en la curacion de heridas de la piel,

resultando en un material con potencial aplicacion en la ingenieria de tejidos.

Primeramente, se logrd obtener el extracto etandlico de las raices de la planta R.
hymenosepalus por maceracion con un rendimiento de 25.6%, posterior a ello, se incorpord a
las fibras de PLA y se obtuvo un material funcionalizado de PLA/ERh de la cual al variarse su
concentracion en un 5y 10%, se determin6 que las condiciones Optimas para la sintesis de este
material fue el utilizar una concentracion de PLA al 14% p/v y pardmetros de procesamiento de
electrohilado a 0.8 mL/h, 16 kV y 18 cm, a una humedad relativa de 20 + 5%, esto basado en la
distribucion de didmetros obtenidos y su morfologia. El analisis de FTIR-ATR, mostr6 que se
lograron incorporar con éxito los materiales y ademds su posible interaccion a través del
establecimiento de puentes de hidrogeno, mientras que el estudio del analisis
termogravimétrico mostrd un efecto de proteccion del extracto frente a altas temperaturas
debido a la alta eficiencia de encapsulacion obtenida (> 95%), sin afectar las propiedades
térmicas del PLA. También se obtuvo el espectro de 'H RMN para el ERh, donde se logré
asignar los grupos de protones presentes en los compuestos principales del extracto, tales

como, (-)-EGCG y tras-resveratrol.

Se determind el perfil de liberacion del extracto para las fibras por espectroscopia UV-
vis, donde se observaron porcentajes de liberacion de 70% y 90% para PLA/ERhS y
PLA/ERhAI0, respectivamente, en un periodo de 72 h, y se determin6 que ambas presentaron un
mecanismo de difusion Fickano, tipico para estos materiales. Adicional se determin6 que estas
fibras poseen actividad antioxidante por la inclusion de ERh, donde se observo que el proceso
de electrohilado no afecta su actividad. Finalmente, en el estudio in vivo se observd una
mejoria considerable al aplicar las membranas funcionalizadas con el ERh en un periodo de 5
dias, mientras que, al final del proceso experimental las fibras de PLA/ERh10 presentaron un
proceso de curacion de heridas maés exitoso, comparado con el grupo control, obteniéndose un

material antioxidante con potencial aplicacion en la ingenieria de tejidos de la piel.
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PERSPECTIVAS

Realizar una cromatografia para separar los distintos componentes del extracto y un
analisis mas completo de su perfil fitoquimico.

Con la finalidad de conocer la superficie de las fibras se recomienda realizar estudios de
microscopia de fuerza atémica (AFM, por sus siglas en inglés) y analizar su relacion
con su cultivo celular in vitro.

Sintetizar membranas nanofibrosas de PLA en combinacion con un polimero
hidrofilico, por ejemplo, 6xido de polietileno, comparar las cinéticas de liberacion y ver
su comportamiento in vitro € in vivo.

Realizar pruebas mecanicas para las fibras y cualquier modificacion que se les realice.
Realizar estudios de degradacion hidrolitica en distintos ambientes fisioldgicos de pH y
analizar sus efectos morfologicos en MEB, ademas de su capacidad de hinchamiento.
Ajustar con otros modelos matematicos la liberacion del extracto.

Calcular un ICsop para la actividad antioxidante, asi como comparar con otras
metodologias de inhibicion de radicales como ABTS" o algunos radicales que puedan

presentarse a nivel celular.
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ANEXO

Tabla 7. Desplazamientos quimicos de 'H RMN para el extracto de R. hymenosepalus

comparado con los reportados en la literatura: estilbeno glucdsido, epigalocatequina galato

(EGCGQG), epicatequina galato (ECG), epicatequina (EC) y trans-resveratrol.

Desplazamiento quimico (6, ppm)

Extracto de R.

hymenosepalus

(ERh)

ERh*

Estilbeno
glucésido*

C23H36013

EGCG*

ECG*

EC*

trans-

resveratrol

skksk

9.24

9.48,9.12

8.74

7.69

7.52

7.50

7.49

7.15

7.35

7.08

7.02

7.00

6.99

6.99

6.96

6.94

6.94

6.95

6.91

6.89

6.88

6.88

6.87

6.86

6.87

6.84

6.85

6.82

6.82

6.82

6.75

6.77,6.74

6.74

6.78

6.71,6.76

6.67

6.66

6.66

6.57

6.41

6.47%%*

6.34

6.14

6.07

6.07

5.95

6.03

6.03

67




5.89

5.84

5.82

5.82

5.43

5.34

5.19

5.04

5.03

5.03

5.09

491

4.90

4.90

4.71

4.73

4.75

4.57

4.66

4.47

4.30

4.28

4.26

3.83

3.90

3.90

3.92

3.79

3.77

3.73

3.70

3.71

3.71

3.67

3.68

3.68

3.65

3.58

3.57,3.56

3.58,3.56

3.50

3.47

3.47

3.47

3.44

3.43

3.44

3.41

3.36

3.35%*

3.30

3.26

3.19

3.13
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3.11

3.09

3.06

3.04

3.02 3.03 3.03 3.03

291

2.89 2.88 2.89

2.73

2.68

2.67

2.51 S S S S S S

1.25 1.21 1.22

1.08

1.06

1.04

(*Rodriguez-Ledn y col., 2013; **Joseph y col., 2007; *** Commodari, y col., 2005).

(S) Todas las muestras fueron utilizadas en DMSO-ds.
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Figura 27. Estructura molecular de las catequinas encontradas en ERh (Rodriguez-Ledn y col.,

2013).
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Figura 28. Estructura molecular de estilbeno glucésido encontrado en ERh (Rodriguez-Leén y

col., 2013).
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