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CAPITULO I: INTRODUCCION
Resumen

En este proyecto se realizaron apdsitos de fibroina/sericina suplementados con
nanoparticulas de plata AgNPs, para esto se procedid a realizar la extraccidon de los
polimeros a partir del capullo de gusano de seda Bombyx mori, los cuales se llevaron a
una concentracién especifica, estandarizando asi el método de extracciéon. Para la
sintesis de AgNPs se procedid a realizar un disefio factorial y ver como la variacién de los
reactivos de la sintesis modificaba el tamafio final de las AgNPs, los cuales estuvieron
alrededor de los 20 y 110 nm. Para realizar los apdsitos primero se tuvo que realizar
diferentes ensayos para la obtencién de peliculas de fibroina y sericina, estas se
realizaron con la adicion de PVA y glicerol, ademds se les realizé un ciclo de
congelamiento con el fin de mejorar las propiedades mecdnicas; con las formulaciones
realizadas se escogidé la mejor pelicula tanto de fibroina como de sericina respecto al
ensayo de traccidn, mojabilidad, degradabilidad, morfologia y angulo de contacto, luego
se fabricé el apésito variando la concentracion de AgNPs al 1y 2 % la cual fue adicionada
a la solucién de fibroina, se realizd el proceso seguido para la elaboracion de la peliculas
pero esta vez se hizo multicapa. A los apdsitos obtenidos se les evalué la resistencia
mecanica, mojabilidad e hinchamiento, para observar si cumplian las condiciones
necesarias para ser considerado como un candidato para la aplicacién en apdsitos,
después se realizaron los ensayos antimicrobianos y de citotoxicidad, los cuales dieron
como resultado que los apdsitos obtenidos mejoraban la viabilidad celular, y que tenian
una leve capacidad antimicrobiana, por lo cual el apdsito obtenido tiene un potencial en

su uso para la curacion y proteccion de heridas.
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1.1. Introduccion

La piel al ser el 6rgano mas extenso que tiene el ser humano esta expuesto a diferentes
tipos de lesiones, como por ejemplo quemaduras, las cuales son ocasionadas por
diversas fuentes como el fuego, o por la exposicion al sol sin una buena proteccién solar,
siendo esta la causa mas comun. Segun estadisticas de la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS) se afirma que aproximadamente al afio mueren 180.000 personas debido
a quemaduras. Por otro lado, también existen otras afectaciones de la piel conocidas
como Uulceras, éstas son lesiones que no cicatrizan de forma espontanea, por esto se
hace necesario el uso de elementos como los apésitos que ayuden al mejoramiento de
la cicatrizacién y a su vez a disminuir el tiempo de curacion de las heridas; ademas, como
este tipo de lesiones proveen un ambiente idéneo para el crecimiento de
microorganismos, se considera de gran importancia tener un componente
antimicrobiano en estos apdsitos, para que las heridas no se infecten y con esto reducir

al maximo una posible complicacién a causa de estos microorganismos.

Dado que algunos polimeros naturales presentan excelentes propiedades
antimicrobianas se ha considerado la fabricacion de apdsitos con este tipo de materiales,
puesto que presentan una excelente biocompatibilidad, y al ser de origen natural se
degradan con facilidad. Ejemplos de esta clase de polimeros son el quitosano, la fibroina,
la sericina, y la celulosa. En el mercado existen apdsitos de materiales naturales a base
de alginatos y colageno; también se encuentran apdsitos fabricados de polimeros
sintéticos, no obstante, estos generan productos de contaminacién. Para optimizar las
propiedades antimicrobianas de los polimeros naturales, se ha implementado la adicién
de materiales particulados en tamaiio nanométrico, puesto que esto ayuda a una mejor
respuesta celular, como por ejemplo las nanoparticulas de plata que poseen una alta
capacidad antimicrobiana, con lo cual se potencializan todas las propiedades que poseen
individualmente. En este proyecto sera evaluado un apdsito fabricado por capas de dos
polimeros naturales: sericina y fibroina, con la adicion de nanoparticulas de plata, siendo

evaluadas sus propiedades como potencial uso en el tratamiento de quemaduras.
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1.2. Planteamiento del problema

De acuerdo a la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), las quemaduras constituyen
un problema de salud publica a nivel mundial [1], [2]; por ello se deben tratar este tipo
de lesiones de manera especial. Dado que las quemaduras en la piel presentan un
ambiente en el cual se da la proliferacién bacteriana, se hace necesario el uso de
materiales con capacidad antimicrobiana, con el fin de reducir la tasa de mortalidad
asociada a las infecciones ocasionadas en las heridas. En Colombia un estudio realizado
entre los afios 2000 y 2009, dio a conocer que 5448 personas murieron debido a
qguemadauras [3]. Las quemaduras por contacto directo con el fuego no son el Unico tipo
de lesion que afecta el tejido de la piel, también existen padecimientos cutaneos como
por ejemplo las Ulceras, ya sean por presidn o friccidn, esto puede ser ocasionado, por
ejemplo, con el uso de protesis en personas con pérdida de extremidades, también son
frecuentes en personas con diabetes mellitus, enfermedad que al igual que las
guemaduras es considerada como un problema de la salud mundial. Este tipo de
lesiones conlleva a un incremento en los costos del cuidado de un paciente, que en la
actualidad tienen una connotacion legal importante para el equipo médico, pues
representan una complicacién del cuidado de la salud que no debe ser atribuible

exclusivamente al cuidado de enfermeria [4], [5].

Las Ulceras por presién aparecen generalmente en pacientes que estan mas de tres dias
hospitalizados [6], en investigaciones realizadas en Colombia se ha concluido que entre
un 3y 10 % del total de los pacientes hospitalizados sufre de ulceras por presion y que
el porcentaje de personas que sufren nuevamente este padecimiento se encuentra

entre 7.7 % y 26.9 % [4].

La diabetes mellitus esta asociada con padecimientos en la piel como el pie diabético,
para el afio 2010 a nivel mundial se registraban 285 millones de personas con esta
enfermedad, visualizando que la tendencia en los proximos 10 afios aumentara a 360
millones; en Colombia se estima que de la poblacion adulta un 7.4% a un 9.4% es
diabética. De las personas que padecen diabetes mellitus el 70% tienden a sufrir de pie
diabético, lo cual esta asociado con la amputacién de miembros inferiores, debido a

infecciones en las heridas [5], [7]. Para curar estas Ulceras se requieren tratamiento de
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un alto costo, ademas que al tenerlas expuestas a ambientes hospitalarios, donde si bien
existe una asepsia, el control de microrganismos no es simple, por lo cual se es mas
propenso a sufrir complicaciones debido a la aparicién de bacterias en las heridas,
requiriéndose un tratamiento diferente para la recuperacién del paciente [8], surgiendo
asi, la implementacidon de apdsitos antimicrobianos fabricados a partir de materiales

poliméricos en una herramienta idénea para promover la reparacion del tejido de la piel

[9].

En el mercado se encuentran una gran variedad de apdsitos, estos son fabricados con
materiales poliméricos sintéticos, como por ejemplo espumas de poliuretano y [dminas
de silicona; también existen apdsitos fabricados con polimeros naturales tales como
fibras de alginato y carboximetilcelulosa sddica [10]. Si bien los polimeros sintéticos son
usados en este tipo de aplicaciones, se ha evidenciado que algunos de ellos producen
problemas de toxicidad, es el caso de los elaborados con poliuretanos que generan
liberacién de di-isocianato [11], causando una reaccion adversa en el paciente, lo que
conlleva a tratamientos clinicos adicionales y a mas gastos econdmicos [12]. Ademas
este tipo de apdsitos tiene una gran deficiencia en propiedades bioactivas intrinsecas,
las cuales son muy bajas [13]. Los apdsitos compuestos de polimeros sintéticos tiene
también como desventaja que luego de ser retirados se convierten en productos que
contaminan el medio ambiente por su dificil degradacién [14], es por esto que aparecen
los polimeros naturales en esta aplicacidn especifica, los cuales no presentan en su
degradacidn productos secundarios que afecten la compatibilidad con el paciente y a su

vez contribuyan de manera positiva al medio ambiente [15].

Los polimeros naturales que como su nombre lo indican provienen de recursos
renovables, son utilizados considerablemente en la ingenieria de tejidos en aplicaciones
de medicina regenerativa, debido a sus propiedades como por ejemplo la bioactividad y
la biodegradabilidad, cabe resaltar que el cuerpo humano posee en sus tejidos matrices
de tipo polimérico. Entre los polimeros naturales mas utilizados para tratar heridas se
encuentran la celulosa, el acido hialurénico, la quitina, el quitosano, el alginato, fibroina,
entre otros [16], [17]. Algunas propiedades que se resaltan de los polimeros es que son

antinflamatorios, antioxidantes y antimicrobianos lo cual los convierte en sustitutos
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adecuados de la matriz extracelular (ECM) y el ambiente celular original de la piel [12].
Cuando se tienen heridas se busca dos factores fundamentales: tener un tiempo de
cicatrizacion corto y una cicatrizacién minima, es por esto que se debe inhibir al maximo
la aparicién de microrganismos en las heridas, puesto que esto hace que se prolongue
el tiempo de cicatrizacion, es asi como se hace necesario desarrollar biomateriales que
cumplan con una doble funcién, es decir, que promuevan la actividad estimulante del
crecimiento celular combinada con la actividad antimicrobiana [18]. Un polimero usado
en la fabricacion de apésitos es la fibroina, esto debido a que posee propiedades
antimicrobianas, ademas, tiene la cualidad de ayudar en la sintesis de colageno, lo cual
ayuda a una cicatrizacion mas rapida [19], [20], otro polimero que se ha venido usando
en ingenieria de tejidos es la sericina, la cual ha evidenciado que posee resistencia a la
oxidacion, actividad antimicrobiana, proteccién a la radiacién solar ultravioleta (UV),
facil absorcién y liberacidn de humedad, inhibicién de la actividad de la tirosina y de la
cinasa, actividad celular, propiedades anticoagulantes y anticancerigenas, ademas,

promueve el crecimiento celular y la cicatrizacién de heridas, y es biodegradable [21].

A pesar de las ventajas que posee la fibroina, presenta deficiencias pues posee baja
hidrofilicidad, poca capacidad de hinchamiento y baja resistencia mecanica,
propiedades que pueden ser mejoradas con la adicidon de otros elementos como otros
polimeros, lo cual también mejora el tiempo de degradacion que por lo general es bajo

en apositos que solo poseen fibroina [22].

En el mercado se encuentran materiales con propiedades antimicrobianas que se han
venido incorporando en la fabricacién de apdsitos como por ejemplo, la plata, el yodo,
la clorhexidina, la miel, entre otros [23]. Si bien la plata presenta un alto componente
antimicrobiano, se conoce que en ciertas proporciones es citotdxica, sin embargo, el
desarrollo de la nanotecnologia ha facilitado la produccién de particulas de plata
nanoestructurada, con alta superficie de contacto lo que genera una proporcién de area
y volumen mas alta, aumentando el poder antibacteriano, y se pueden manejar
porcentajes bajos dentro de los apdsitos reduciendo asi la toxicidad de este material
[16], este tipo de material reducido a esta escala ha evidenciado que es un candidato

para curar afecciones antes tratadas con antibidticos, debido a su alta capacidad
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antimicrobiana, y a su capacidad de atacar a diferentes agentes patdgenos. Se ha
observado que las nanoparticulas de plata (AgNPs) provocan dafios estructurales en la
pared celular de las bacterias, lo que provoca la muerte de estas [24]. Para cada
aplicacion, las AgNPs requieren unas caracteristicas especificas que definen sus
propiedades fisicas y quimicas, tales como el tamafio y distribucién, forma y carga
superficial, entre otras. La forma de obtencion de las AgNPs determina su tamafo y su
forma. Cabe resaltar que diferentes estudios han demostrado que no se debe aumentar
las concentraciones de AgNPs [25], se estima que concentraciones por encima de 250
ppm de AgNPs ocasiona citotoxicidad, lo cual termina afectando a las células que estan

regenerando el tejido [26].

Dadas las propiedades expuestas anteriormente de las AgNPs y la necesidad de crear
apositos para heridas con capacidad antibacteriana, sin que estos sean antibidticos,
ademas, que la liberacidon de estas AgNPs sea controlada con el fin de prevenir la
aparicion de bacterias dentro de las heridas, y con la funcionalizacién de este tipo de
particulas con polimeros naturales el concepto moderno de apdsito interactivo
contemplaria los cambios en el entorno de la herida, para una mejor cicatrizacién debido
a que la respuesta celular local se revalorizaria mejorando la retencién de la humedad,
inhibiendo el crecimiento bacteriano en la herida, disminuyendo los exudados y
estimulando el proceso de epitelizacién [9], [16]. Diversos polimeros naturales
impregnados con AgNPs han sido evaluados como apdsitos entre los que se destaca
celulosa [27], [28], la fibroina de seda [18], quitosano [29], [30], carragenina

[31], carboximetilcelulosa [32] y alginato [33].

En el mercado se encuentran algunos apdsitos multicapas (Figura 1) con el fin de que
cada una de las capas aporte una propiedad especifica, aquella en contacto con la piel
es una capa adherente, la segunda capa es la que presenta el componente
antimicrobiano. En este orden de ideas, la sericina aportaria el componente adhesivo,
dado que estd demostrado que esta proteina es la que une los hilos de seda, y el
componente antimicrobiano estd presente tanto en la sericina, fibroina y en mayor

cantidad en las AgNPs. Las nanoparticulas AgNPs necesitan de una matriz donde puedan
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ser embebidas, para que se dé su liberacién moderada en la lesidn, para lo cual se usara

la fibroina, que a su vez potenciara el efecto antimicrobiano antes mencionado.

( £~ CAPA SUPERIOR PROTECTORA

ALMOHADILLA DE ESPUMA

LS
e — ABSORBENTE

T y > CAPA DE CONTACTO
o _ 4 AQUACEL
| ————————

< ADHESIVO DE

. . SILICONA DOBLE

Figura 1 Apdsito comercial fabricado en capas. Modificado de [34].

Este estudio pretende fabricar apdsitos para lesiones en la piel a partir de fibroina y
sericina, los cuales son polimeros naturales extraidos del gusano de seda Bombyx mori,
suplementados con nanoparticulas de plata, sintetizadas quimicamente; surgiendo la
siguiente pregunta de investigacion: iComo afectan la adicion de sericina y
nanoparticulas de plata AgNPs sintetizadas quimicamente las caracteristicas fisicas,

guimicas y bioldgicas de apdsitos fabricados a base de fibroina?

1.3. Objetivos
13.1. General
Desarrollar apdsitos empleando fibroina y sericina de seda suplementados con

nanoparticulas de plata sintetizadas quimicamente.

1.3.2. Especificos

e Implementar un protocolo estandarizado para la obtencion de fibroina y sericina a
partir del capullo de gusano de seda Bombyx mori.

e Sintetizar y caracterizar nanoparticulas de plata por medio de procesos quimicos.

e Preparar apésitos variando porcentajes de fibroina, sericina y nanoparticulas de
plata, para determinar la composicién con propiedades antimicrobianas y citotdxicas
adecuadas para su aplicacion como biomaterial.

e Caracterizar la morfologia, las propiedades mecanicas y la mojabilidad de los apdsitos

obtenidos.
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CAPITULO II: FUNDAMENTOS TEORICOS

2.1. Marco tedrico

2.1.1. Biomateriales

Los biomateriales son materiales que pueden ser de origen natural o sintético, son
usados para el reemplazo parcial o total de 6rganos de seres vivos, con el fin de que
cumpla las funciones de dicho érgano, dentro de los biomateriales se encuentran los
dispositivos médicos que estan en contacto con el paciente, y los diferentes fluidos
corporales, una caracteristica fundamental es que todo biomaterial debe cumplir una

interaccion dptima con el paciente [1], [2].

Los biomateriales se han usado desde épocas antiguas, se conoce que en la época de la
prehistoria aproximadamente a los 3000 a.C, los egipcios usaban hilos de lino para
realizar suturas, en el continente americano se encontré que la civilizacion maya
alrededor del afio 600 a.C realizaba reemplazos dentales con conchas marinas; el
problema segun los estudios es que, al no tener una adecuada asepsia, los
procedimientos no eran exitosos. El estudio de los biomateriales para implantes, inicid
sus desarrollos debido a la | y Il guerra mundial, donde el uso de metales fue de gran

importancia [3], [4].

Segun la naturaleza de los biomateriales pueden tener diferentes propiedades y se

clasifican en varios tipos presentados a continuacién.

2.12. Metales

Estan conformados por enlaces metalicos, poseen muy buenas propiedades mecanicas,
por lo cual son usados en tejidos que soportan grandes cargas, puesto que su estructura
y sus propiedades fisicas los hacen idéneos para ello. En los biomateriales metdlicos
estan tanto los metales como sus aleaciones, se pueden encontrar el titanio, los aceros
inoxidables como el 316L, con los cuales se fabrican placas fijadoras, tornillos, entre

otros [5].
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Los metales ademas de proveer soporte, pueden ser tratados superficialmente,
mejorando su porosidad superficial; modificando asi su biocompatibilidad vy

osteoconduccion [6].

2.13. Ceramicos

Este tipo de materiales estan formados por enlaces idnicos y/o covalentes, tienen gran
interés en la ingenieria de tejidos, debido a que muchos de ellos presentan bioactividad,
que les provee la posibilidad de unirse quimicamente al tejido natural, ademds por su
semejanza con la fase mineral que presenta el tejido dseo, entre ellos se puede
encontrar la hidroxiapatita la cual posee propiedades similares tanto fisicas como

quimicas a la del hueso [7].

También estdn la alimina y la zirconia, las cuales no son bioactivas, con estas se hacen
partes que puedan requerir de resistencia al desgaste y baja fricciéon[8] [35]. Los
bioceramicos se pueden comportar de diferentes formas dentro del cuerpo humano y

por esto se clasifican en bioinertes, bioactivos y bioabsorbibles [9].

2.14. Polimeros

Estos son formados por la unién repetida de una o varias moléculas de monémeros
unidas por enlaces covalentes, este tipo de biomaterial se puede conseguir de forma
natural o sintética, los primeros se obtienen por procesos metabdlicos de seres vivos o
de la misma naturaleza, y los segundos por sintesis quimica, los polimeros sintéticos
tienen una leve ventaja sobre los naturales puesto que se pueden obtener en funcidn
de una aplicaciéon especifica, por su parte los polimeros naturales poseen

biocompatibilidad.

Entre los polimeros naturales se pueden encontrar, los lipidos y proteinas, como por
ejemplo el colageno vy la fibroina, ademas de los polisacaridos como el quitosano, los
almidones y las pectinas. También los poliésteres de origen microbiano conocidos como
los polihidroxialcanoatos PHA por sus siglas en inglés, que se encuentran en
microrganismos. Los poliésteres del dacido lactico conocidos como PLA que son

obtenidos por sintesis quimica [9].
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Este tipo de polimeros se pueden encontrar en diferentes aplicaciones como por
ejemplo, envases de alimentos, liberacion controlada de farmacos, medicina
regenerativa, y vendajes para heridas, esto gracias a sus diferentes propiedades, y por
su tiempo de degradacidn se convierten en una alternativa para disminuir los impactos

ambientales ocasionados por los polimeros de origen de materias fdsiles [10].

Entre los polimeros naturales mas usados en la ingenieria de tejidos se encuentra el
quitosano, de este biomaterial se fabrican membranas, microesferas para la
encapsulacion de farmacos, debido especialmente a sus propiedades antibacterianas
[11], adema3s, su estructura molecular permite realizar modificaciones tanto mecanicas
como quimicas [12]. Otro polimero que ha ido ganando importancia es la fibroina, la
cual se extrae de la seda por procesos quimicos, es usada en suturas médicas, debido a
su elasticidad [13], ha sido objeto de estudio durante los ultimos afios, por ejemplo para

la fabricacién de scaffolds [14].

2.15. Seda como biomaterial

Durante las ultimas décadas la fibra de seda se ha utilizado en suturas quirdrgicas,
debido a que causa pocas reacciones adversas en ensayos in vivo. Recientemente,
dentro de la industria de los biomateriales han surgido la necesidad de implementar
compuestos organicos derivados de seda debido a que se consideran fuertes candidatos

como material anticoagulante, como material para la fabricacidon de scaffolds para la

_ seda, la capa exterior es la sericina y la interna

fibroina.
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FIBROINA

Figura 1 Micrografia SEM de un hilo de seda. Modificado de [22].

2.1.6. Fibroinay propiedades

La fibroina es una proteina fibrosa y lineal esta representa del 70 al 80% de la seda, esta
conformada en diferentes estructuras, cuando se encuentra en la glandula del gusano
es soluble en agua, y cuando se vuelve hilo para formar el capullo de este, se conforma
en dos estructuras helicoidal y Idminas B, volviéndose insoluble en agua, esta proteina
se constituye por tres aminoacidos principales glicina (43.8 %), alanina (26.4 %) y serina
(11.9-13.2 %) que se repiten formando un estructura que puede denominarse simple,
ademas tiene residuos de aminoacidos como tirosina y valina [23], [24], esta proteina

presenta baja reaccion inflamatoria in vivo [25].

La fibroina posee mejores propiedades mecanicas comparaciéon con otros polimeros,
esto se debe a su estructura y ordenamiento molecular, estas propiedades cambian
cuando se encuentran encapsuladas por la sericina, lo cual es de suma importancia a la
hora de utilizarlas en aplicaciones relacionadas con soporte de cargas [26]. Segun la
fuente y si estd encapsulada en sericina sus propiedades mecdnicas varian, como se

muestra en la tabla 1.
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Tabla 1 Propiedades mecdnicas de los biopolimeros [26], [27].

Fuente Mddulo de Young Tension de Elongacién
(GPa) ruptura (MPa) maxima (%)
SF del gusano Bombyx mori 5-12 500 19

(Con sericina)
SF del gusano Bombyx mori 15-17 610-690 4-16
(Sin sericina)

Seda de araiia Araneus 10 1100

Como se puede observar en la tabla 1, la fibroina posee muy buenas propiedades
mecdnicas, ademas de esto es biocompatible, ésta se ha usado en la industria cosmética,
para la ayuda de regeneracién de coldgeno, y también ayuda a reducir la respuesta
inflamatoria en la piel. Ademas, en aplicaciones éseas se ha demostrado que ayuda al
crecimiento, adhesion, proliferacién y diferenciacion de los osteoblastos y fibroblastos

[28].

Otra cualidad importante de la fibroina es su degradacidn, se ha demostrado que la tasa
de degradabilidad de la fibroina es menor a la del colageno [29], estudios han registrado
gue la fibroina conserva sus propiedades mecdnicas hasta en un 50% después de haber
sido implantada, esta degradabilidad estad vinculada con la estructura, morfologia y
caracteristicas del lugar donde ha sido implantada, esta se ve afectada por el pH y la

temperatura [29].

Recientemente se ha usado la fibroina en la fabricacién de apdsitos para la piel, sin
embargo, en la década de los noventa se fabricaron membranas insolubles para el usarse
como biomaterial [30]. En esa misma década se hicieron estudios sobre las propiedades
mecanicas de la fibroina proveniente de la seda de arafia [31], en el siglo XXI, se ha
incrementado el estudio de este material debido a su potencial en laingenieria de tejidos,

en el afio 2005 [32].
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2.1.7. Sericinay propiedades

La sericina es una proteina globular la cual es parcialmente soluble en agua tibia, esta
constituye entre un 20 a 30% de la seda, debido a su naturaleza amorfa posee bajas
propiedades mecanicas [33], es secretada por el gusano de seda en el proceso de formar
el capullo, y su funcién principal es servir como un agente de cohesion de las estructuras
fibrilares, entre sus principales ventajas se tiene su hidrofilicidad y esta caracteristica
hace que se clasifique en sericina A, B o C, las A y B se diluye facilmente en agua a
temperaturas cercanas a 60 °C, la tipo C necesitas temperaturas mayores a 83%, la
sericina A se encuentra en la capa mds alejada del interior de las fibras de seda, la B en
la zona media y la C en la zona mas interna[34]. La sericina es resistente a la oxidacion,
es antibacterial, biocompatible, ademas tiene la capacidad de inhibir la actividad de la

tirosinasa, ha sido usada como biomaterial para la fabricacién de apdsitos[35], [36].

Esta proteina es obtenida por el proceso de desgomado de la seda y se convierte en un
desecho de la industria textil el cual es poco usado [37], se estima que al aiio se pierden
50.000 toneladas de sericina a nivel mundial [33], se puede encontrar estructuralmente
en laminas B [37], la sericina esta constituidas por 18 aminodacidos siendo los mas
importantes la serina (32%), acido aspartico (18%), glicina (16%), ademas, se divide en
45.8% hidroxi-aminodcidos (serina y treonina), un 42.3% de aminodcidos polares y

12.2% de aminodcidos no polares acidos [38].

Se usa en diferentes aplicaciones como en la elaboracion en cosméticos para el cuidado
del cabello, la piel, entre otros, se han fabricado membranas e hidrogeles para el cuidado

de la piel [34].

2.1.8. Biomateriales y efecto antimicrobiano

Este tipo de biomateriales deben cumplir diferentes requerimientos, entre los cuales se
encuentra un rendimiento adecuado ante agentes microbianos, ser biocompatible e
interactuar de manera adecuada con el tejido y las células que lo componen, existen
biomateriales que por sus propiedades hidrofdbicas al estar en contacto con el
organismo permiten la unién de bacterias, lo cual puede ser contrarrestado modificando

la superficie de los materiales, es decir, haciendo superficies anti infecciosas [39]. El
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efecto antimicrobiano se puede llevar a cabo mediante diferentes procesos o técnicas,
ya sean de caracter fisico o quimico, también se puede disminuir con el uso de
nanomateriales que posean propiedades antimicrobianas, puesto que interactian de

manera éptima con los microorganismos.

Entre los materiales metalicos que presentan mayor capacidad antimicrobiana se
encuentran plata, titanio, hierro y el cobre [40]. También existen materiales de
naturaleza polimérica que poseen esta propiedad, entre los que se tiene el quitosano y

la fibroina.

Las nanoparticulas de plata han sido usadas en diferentes aplicaciones biomédicas, entre
ellas se encuentran el dopaje a protesis de titanio para evitar infecciones posteriores a
la implantacion [41], pero su gran potencial se encuentra en afecciones asociadas con la
piel y el tratamiento de diferentes tipos de cancer [42][43], su uso en apdsitos es un
tema que ha sido de gran interés, debido a sus buenas propiedades antimicrobianas
[44], la combinacién de polimeros naturales y AgNPs, puede mejorar la cicatrizacion de
heridas, puesto que algunos de los primeros ayudan a la cicatrizacién de la piel, ademas
gue favorecen el crecimiento celular y también posee capacidad antimicrobiana, por su
parte las AgNPs poseen una accidon antimicrobiana de amplio espectro sobre los
microbios que afectan a las heridas [45], [46]; en otras investigacién se ha usado el CS
con AgNPs para la fabricacion de vendajes, dando como resultado un buen a la
proliferaciéon de fibroblastos, lo cual ayuda en la deposicidén de colageno en el sitio de la
herida[47]-[50], la carragenina el cual es un polimero que se obtiene de las algas rojas,
también ha sido usado en el uso de apdsitos suplementado con AgNPs, estas obtenidas

mediante métodos verdes lo cual da un valor agregado a estos apdsitos [51].

2.19. Piel y enfermedades

La piel es el tejido que sirve como barrera para proteger los diferentes drganos contra
infecciones, ademas de proveer una defensa ante los cambios ambientales. Dicho tejido
esta expuesto a ser afectado por microorganismos, quemaduras, y en personas con

enfermedades como la diabetes mellitus, la piel puede sufrir de ulceras lo cual las
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expone aun mas a tener complicaciones debido a la aparicion de microorganismos en
las heridas. En las quemaduras sucede un fendmeno aun mas complicado de controlar
y es la produccién de exudados, debido a que esto genera un ambiente propicio para la

aparicion de agentes patdgenos [52] .

La piel posee diferentes capas, la mas externa es la epidermis, siguiéndole la dermis, la
hipodermis, la cual estd en contacto con el musculo. Las quemaduras en la piel estan
catalogadas en cuatro grados dependiendo de la capa que afecta, siendo las

quemaduras de grado 4 las mas delicadas, puesto que alcanzan a tocar el hueso [53].

En la Figura 2, se muestran las diferentes capas de la piel y el grado de una quemadura

segun la cantidad de tejido afectado.

TPOS DE
QUEMADURAS

4TO GRADO 3ER GRADO 2D0 GRADO 1ERGRADO .

LESION MAS PROFUNDA  SOLD SE AFECTA LA
EXTIENDEN HASTA EL INVOLUCRAN A TODAS ¥ CAUSA AMPOLLAS SUPERFICIE DE LA EPIDERMES

Figura 2 Capas y grados de quemadura en la piel. Modificado de [45].

También existen otras afectaciones en la piel como lo son las Ulceras, las cuales se
presentan en mayor proporcidn en las personas que sufren de pie diabético, este tipo

de lesiones también es susceptible a ser infectada por diferentes microorganismos [54].
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2.1.10. Apdsitos
Los apdsitos son productos usados en el campo médico, con el fin de proteger y cubrir
heridas del tejido de la piel, ademds de proveer un alivio del dolor, ayudan a disminuir

el tiempo de cicatrizacién y en algunos casos tienen un efecto antimicrobiano [55].

En la Figura 3 se puede ver como el uso de un apdsito adecuado mejora la cicatrizacion

de las heridas [56].

Figura 3 Apdsito usado para la curacion de una herida [56].

Los injertos de piel humana y piel de cerdo son los apdsitos bioldgicos clinicamente mas
utilizados, tales materiales son de estructura de tipo colageno que incluye elastina y
lipidos, pero poseen algunas desventajas como suministros limitados, alta antigenicidad,

mala adhesividad y riesgo de contaminacién cruzada [57], [58].

Un apdsito debe proveer absorcidn de los exudados de las heridas, proporcionar un
equilibrio 6ptimo de humedad en la superficie de la herida, evitar la maceracidn de los
tejidos circundantes y controlar la colonizacién bacteriana. Su objetivo principal es
preservar los principios biolégicos basicos de humedad, calor, oxigenacién y circulacién

sanguinea [59].

_ ampliamente usados en regeneracion de tejido y

para el cuidado de heridas: tradicionales, bioldgicos, artificiales y una mezcla de ambos
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[57]. Los apositos tradicionales estan formados a partir de gasa y algoddn, y mezcla de
ambos; se caracterizan por su bajo costo, facilidad de uso y fabricacidon, estos poseen
una gran capacidad absorbente de exudados de la herida que causa una deshidratacion
rapida, sin embargo, promueve el crecimiento bacteriano y la contaminacién, lo cual no
es una caracteristica que se desee en este tipo de aplicacion [58], los apdsitos biolégicos
estan, por lo general, elaborados a base de queratinocitos cultivados, los cuales se
embeben en mallas de poliglactina o coldgeno, estos ayudan a generar nueva piel y a
una rapida cicatrizacién [60]; por otro lado, los apésitos artificiales estan elaborados con
polimeros sintéticos, presentan excelentes propiedades mecanicas [45], no obstante, se
han reemplazado porque estos se vuelven un producto de desecho, con un impacto
negativo sobre el medio ambiente. Los apdsitos compuestos hacen referencia a aquellos
que poseen una combinacion de materiales, como por ejemplo los elaborados con
polimeros y particulas metalicas, estos poseen la ventaja de tener un efecto sinérgico en
la curacion de las heridas, combinando las ventajas de los materiales que lo componen
[61]. Los apdsitos elaborados con polimeros naturales, poseen mayor capacidad de
absorcién de los exudados, se pueden retirar facilmente, ademas que aceleran el
proceso de cicatrizacidn, una desventaja de este tipo de apésitos es su baja resistencia

mecanica [57].

2.2. Estado del arte

A continuacidn, se mostraran algunos estudios que se encuentran en la literatura

referentes a los temas de interés para el proyecto.

2.21. Nanoparticulas con capacidad microbicida

Recientemente, la fabricacidn de superficies funcionalizadas con nanomateriales, como
los nanotubos de carbono de pared simple y nanoparticulas metalicas, ha sido estudiada
para mejorar las propiedades antibacterianas de las superficies de los biomateriales y

para la implementacién de nanorevestimientos [62].

La nanotecnologia ha llevado al desarrollo de nanomateriales, entre ellos las

nanoparticulas inorganicas, las cuales poseen un efecto microbicida, con capacidad de
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atacar virus, bacterias y hongos [63], [64]. Entre las nanoparticulas que han demostrado
tener propiedades microbicidas o antimicrobianas se encuentran las nanoparticulas de
plata, 6xido de zinc, cobre y dxidos de hierro. Estos ultimos son microbicidas en tamafio
nano estructurado, mientras que la plata, el cobre y los dxidos de zinc, poseen esta
propiedad intrinsecamente [64]. Una ventaja del uso de estas nanoparticulas es la
desvinculacion de los antibidticos que se usan en el momento, lo cual genera una

alternativa para el tratamiento de enfermedades causadas por microrganismos [55].

2.2.2. Nanoparticulas de plata

Las nanoparticulas de plata (AgNPs), presentan propiedades funcionales unicas, que
conducen a aplicaciones variadas en las areas de medicina, catdlisis, sensores dpticos y
bactericidas. Una de las caracteristicas que hace mds atractiva su aplicacidn, es la baja
probabilidad del desarrollo de resistencia por parte de los microorganismos en
comparacion a los antibidticos, debido a que interaccionan con la pared, proteinas y
ADN bacteriano [55]. Debido a su naturaleza antimicrobiana las AgNPs se han
incorporado en diversas matrices, con el fin de extender su utilidad en biomateriales
para el uso de implantes y aplicaciones biomédicas [65]. Las sales de estas
nanoparticulas, ya son usadas en el mercado como por ejemplo en cremas tépicas, lo

cual genera un mayor interés en busca de nuevas aplicaciones [55].

2.23. Quemaduras y ulceras cutaneas

Entre algunos defectos o heridas que se pueden presentar en el tejido de la piel se
encuentran las Ulceras y quemaduras. La Ulcera cutdnea es un defecto del tejido de la
piel que se extiende a la dermis e hipodermis, que puede ser inducida por multiples
causas [66]. Varias de estas pueden estar relacionadas con el pie diabético, que es una
complicacién comun entre los pacientes con diabetes mellitus [58], [67]; también por
problemas vasculares relacionados con la arteriosclerosis obliterante y enfermedad
arterial periférica (PAD) [15], y por presidn, este tipo de Ulcera son de répida aparicién
y cursan con un proceso de larga curacidén debido al gran compromiso que se puede
generar en las estructuras musculares y tendinosas de un area corporal, en su mayoria

surgen de los cuidados médicos y de enfermeria [68], [69].
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2.24. Apésitos

Los apdsitos artificiales se fabrican a partir de materiales sintéticos no bioldgicos y
polimeros que no se encuentran en la piel, poseen una vida util mas extensa, inducen
una minima reaccion inflamatoria y en su mayoria no generan riesgo de transmision de
patégenos. Diversos polimeros sintéticos como polivinil alcohol (PVA), éxido de
polietileno  (PEO), poliuretano, poli (N-vinilpirrolidona) (PVP), poli (N-
isopropilacrilamida) (NIPAAm) y polietilenglicol (PEG) han sido utilizadas como potencial
aposito para heridasy aplicaciones biomédicas. Su caracter hidréfilo generaimportantes
caracteristicas funcionales de cicatrizacién de heridas tales como la capacidad de
absorcién de humedad y la transmisién de vapor de agua, que permiten el
mantenimiento de un entorno de heridas humedas [45], [70], [71]; en cuanto a los
polimeros naturales, algunos homoglicanos entre los que se encuentra la quitina y el
quitosano estructurados en nanofibras y celulosa en forma scaffolds; heteroglicanos
como los alginatos y la carragenina en forma de hidrogeles, hidrocoloide y proteinas
como el colageno y la queratina en forma de esponjas; han sido ampliamente utilizados
en el campo de la medicina regenerativa, debido a su biodegradabilidad y
biocompatibilidad. Se ha reportado el uso de estos tipos de polimeros naturales como

vendajes para heridas gingivales y de quemaduras [45].

Otra de las aplicaciones donde se ha usado la fibroina es en la reconstruccién del tejido
ocular [72], por sus propiedades mecdnicas se han disefiado injertos vasculares [73]. Los
compuestos de fibroina/PVA y sericina/PVA, se han usado para la fabricacién de apésitos
puesto que el PVA mejora las propiedades mecanicas de las peliculas finales, también se
han embebidos diferentes materiales para inhibir el crecimiento bacteriano en las
heridas, desde farmacos hasta nanoparticulas metalicas[36], [57], [74], para mejorar las
propiedades mecanicas del PVA se ha estudiado como afectan los ciclos de
congelamiento a este polimero, evidenciando que se obtienen mejores propiedades

mecanicas con mas ciclos de congelamiento y descongelamiento [75].

2.25. Polimeros naturales usados en la fabricacion de apédsitos
La fibroina se ha utilizado como un biomaterial para la fabricacién de apdsitos bioactivos

para heridas [76][66]. Por la accion de los aminodacidos que la componen, se considera
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un material muy util, que facilita la sintesis de coldgeno y la reepitelizacion en el
tratamiento de lesiones de la piel [76]. Estudios recientes, han mostrado que scaffolds y
superficies inmovilizadas con fibronectina sobre matrices de nanofibras de fibroina de
seda mejoran la adhesidn de los fibroblastos humanos, la viabilidad y la migracién

tridimensional in vitro acelerando el proceso de curacién de heridas [76], [77].

Entre los polisacaridos basicos se encuentra el quitosano, que debido a sus propiedades
antibacterianas ha sido de gran uso en la fabricacién de apésitos, este ha sido mezclado
con coldgeno y algunos antibiéticos como lo es la ciprofloxacina y el sulfato de
gentamicina, para prevenir la aparicion de agentes microbianos en las heridas, se
demostré que la adicién de estos antibidticos a los apdsitos de quitosano redujo el

crecimiento bacteriano [78].

Entre los polisacdridos neutros se encuentra la celulosa, este polimero ha evidenciado
que ayuda a reducir el tiempo de curacidn de las heridas y a disminuir el dolor, presenta
alta biodegrabadilidad, resistencia mecdnica y propiedades antimicrobianas. Entre este
tipo de polisacaridos también se encuentra el dextrano, el cual ayuda a la cicatrizacién

de las heridas [79].

La sericina ha sido usada en la fabricacion de apdsitos debido a su buenas propiedades
antimicrobianas, este polimero ha sido mezclado con otras sustancias para mejorar esta

propiedad, ya sean antibidticos u otros polimeros naturales [80], [81].

2.2.6. Apdsitos de polimeros con adicion de plata

La plata es uno de los materiales antisépticos mas potentes disponibles naturalmente y
poseen baja toxicidad hacia el tejido de mamiferos [82], esta se puede encontrar en los
apositos: como plata elemental, por ejemplo, metal de plata, plata nano cristalina, como
un compuesto inorganico, por ejemplo, 6xido de plata, fosfato de plata, cloruro de plata,
sulfato de plata, fosfato de plata-calcio-sodio, compuesto de circonio y plata, SSD, como
un complejo organico, por ejemplo, alantoinato de plata-zinc, alginato de plata,
carboximetilcelulosa argéntica [83][69]. Se ha informado que al llegar a tamano

nanométrico (AgNPs), la plata exhibe propiedades fisico-quimicas notablemente
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inusuales y actividades bioldgicas elevadas. Las cuales han demostrado gran importancia
debido a suamplio espectro antimicrobiano contra varias cepas de bacterias, incluyendo
Salmonella, Staphylococcus y Pseudomonas entre otras. Se han propuesto diversos
mecanismos para la accidn antibacteriana de las AgNPs. El primer mecanismo propuesto
implica la desactivacidon de la proteina enzimatica de la membrana celular bacteriana
por unidn a grupos tiol. Estas proteinas son conocidas por tomar parte en la produccion
de energia de la membrana y en el transporte de iones; otro mecanismo establece que
el perfil de fosfotirosina de los péptidos bacterianos puede ser alterado por las AgNPs,
gue a su vez modulan la transduccién de sefiales en bacterias que conduce a la

paralizacion del crecimiento [70].

La combinacidon de polimeros naturales y AgNPs, puede mejorar la cicatrizacién de
heridas, puesto que algunos de los primeros ayudan a la cicatrizaciéon de la piel, ademas
que favorecen el crecimiento celular y también posee capacidad antimicrobiana, por su
parte las AgNPs poseen una accién antimicrobiana de amplio espectro de AgNPs sobre
los microbios que afectan a las heridas [45], [46]. Se conoce que la combinacidn de estos
dos tipos de materiales se ha venido usando en la fabricacién de apdsitos como por
ejemplo la carboximetilcelulosa (CMC), quitosano (CS), fibroina de seda (SF),
carragenina, entre otros [52], [84]—[86]. Estudios de hidrogeles con CMC suplementada
con AgNPs evidenciaron que estos ayudaban a una cicatrizacién mas rapida de las
heridas [48], [87], en otra investigacidn se usé el quitosano con AgNPs para la fabricacion
de vendajes, dando como resultado una buena proliferacién de fibroblastos, lo cual
ayuda en la deposicidon de colageno en el sitio de la herida[47]-[50], la carragenina
también ha sido usado en el uso de apdsitos suplementado con AgNPs, estas obtenidas
mediante métodos verdes lo cual da un valor agregado a estos apdsitos [51], |a fibroina
y las AgNPs demostraron tener buena capacidad antibacteriana y ayudo a la

proliferaciéon celular[88], [89].

2.2.7. Apdésitos compuestos de fibroina
Debido a las propiedades antes mencionadas de la fibroina, este polimero se ha venido
empleando en la fabricacién de apdsitos, siendo usada como matriz para otras

sustancias, como por ejemplo la neurotensina implementada en el tratamiento de
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lesiones asociadas con la diabetes mellitus, dando como resultado una mejora en la
rapidez de cicatrizacion del tejido [80]; por otro lado se ha buscado mejorar ciertas
propiedades de la fibroina adiciondndole dextrosa, lo cual aumento el porcentaje de
deformacion longitudinal, haciéndola mas resistente a la ruptura [53]. También ha sido
empleada como soporte de particulas ceramicas de TiO;, donde se evidencié que estas
particulas potencializaron la actividad antimicrobiana de la fibroina en los diferentes

apositos [90].

Otra propiedad de gran importancia en los apdsitos es que permita liberar diferentes
sustancias en la herida, ya sean antibiéticos, o elementos que mejoren el tiempo de
cicatrizacidn, entre los cuales se encuentra el liquido amnidtico el cual fue embebido en
fibroina, se demostré que la adicién de este mejoraba la produccidn de coldgeno en la
herida, favoreciendo la cicatrizacién del tejido [91]. La fibroina también ha sido mezclada
con plantas naturales como el Aloe vera, mejorando la interaccidon célula-matriz,
ademads, de aumentar la actividad antioxidante aportada por el Aloe vera [81], otro
elemento natural que ha sido usado en la fabricacidn de apdsitos a base de fibroina es
la miel de abejas, la cual aporto propiedades antibacterianas potencializando las ya
presentes en la fibroina, la miel ayuda a la liberacidn de citoquinas y a una respuesta
inmune contra las infecciones [92]. Por otro lado, el uso de elementos metdlicos no es
muy comun en la produccién de apdsitos, sin embargo se registra el uso de estroncio, lo
cual mejora las propiedades fisicas y la actividad bioldgica, el problema del uso de este

elemento es que al aumentar las concentraciones afectaba la viabilidad celular [93].

2.2.8. Apdsitos compuestos de sericina

Si bien el uso de sericina en la elaboracion de apdsitos no es tan extendido en
comparacion con la fibroina, se cuenta con algunos estudios que evidencian su
implementacién, debido a que es un material de desecho de la industria textil, se le da
un valor agregado con su uso como biomaterial. Aplicando la técnica de electrospining
se obtuvieron apdsitos compuestos de sericina y polivinil alcohol PVA, los cuales
demostraron tener una buena capacidad antimicrobiana, a su vez que ayudaron a la
proliferacion celular en las heridas [35], este polimero también ha sido usado como

vehiculo indicador de humedad, teniendo la ventaja de que se logra observar en qué
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momento la herida se queda sin exudado, el cual ayuda a la cicatrizacion [94], también
la sericina se ha implementado como matriz para antibidticos como la tigeciclina, este
aposito presentd una gran capacidad antibacteriana, mostrando como ventaja que la
liberacidon del antibidtico se dio de manera controlada, lo cual hace de la sericina un
material dptimo para la fabricacién de apésitos [95]. Este polimero se ha combinado con
otros polimeros naturales como lo es el quitosano, que tiene excelentes propiedades
antibacterianas, potencializando esta propiedad en el apésito [96]. Para mejorar las
propiedades mecanicas de la sericina se ha dopado con fibras de bambu, generando un
aposito con excelente resistencia mecdnica, y conservando las propiedades
antibacterianas de la sericina [97]. En otro estudio, esta proteina se funcionalizé con el
factor de crecimiento de fibroblastos acido conocido como FGF1, la sericina permitié la
liberacidon controlada de este factor, obteniendo como resultado una mejoria en la

proliferacion celular y cicatrizaciéon de las heridas [98] .

2.29. Reporte de articulos

Segun los datos obtenidos de la base de datos Scopus, se tiene que se han publicado 202
articulos relacionados con las palabras apdsitos compuestos de fibroina, compuesto de
sericina 67, y compuestos con nanoparticulas en donde en Colombia no se ha publicado
articulos relacionados con este tema, lo que hace que el estudio de este tema sea
innovador dentro del pais. Ademas, después de realizada la revisidon se encuentra
relevancia cientifica y pertinencia en la posible aplicacion del biomaterial objeto de este

trabajo de maestria.
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CAPITULO I11: SINTESIS DE NANOPARTICULAS DE PLATA (AgNPs)

3.1. Introduccién

Los biomateriales con tamafio manométrico han venido siendo de gran interés para
aplicaciones biomédicas, entre ellos se encuentran las nanoparticulas de plata (AgNPs),
estas han demostrado una gran capacidad antimicrobiana y bactericida [1], siendo una
alternativa a los antibidticos comunes, puesto que se ha evidenciado la resistencia que
adquieren las bacterias ante estos agentes antimicrobianos [2]. La obtenciéon de AgNPs
se realiza por diferentes métodos, por ejemplo las vias verdes o reducciones
quimicas[2][3], el uso de estos métodos pretende obtener un tamafio y geometria
especifico en las nanoparticulas, puesto que sus propiedades antimicrobianas y

bactericidas estdn ligadas con estas caracteristicas [4].

Los disefios factoriales han sido de gran ayuda a la hora de optimizar diferentes
procesos, como por ejemplo la recuperacién de cromo en aguas residuales, también se
pueden encontrar estudios de este tipo en el drea médica, donde se desea obtener
propiedades mecdanicas adecuadas en un implante vascular [5][6], mostrando asi la
importancia de la estadistica en diversos los campos de estudio. En este trabajo el diseiio
factorial se empled con el fin de observar cémo influencian las variables o factores la
sintesis de AgNPs, y como sus interacciones tienen un efecto sinérgico para la
optimizacidn; este tipo de diseno utiliza pruebas como la prueba F, la t student, el ajuste

del modelo, entre otras[7].

En este capitulo sera presentado el proceso de sintesis de nanoparticulas, donde se usé
un disefio factorial 2Xvariando 4 factores de sintesis los cuales fueron la temperatura,
porcentaje de citrato trisddico, concentracién de nitrato de plata, y porcentaje de PVA,
en dos niveles alto y bajo, se realizé un total de 32 muestras donde se obtuvo como
resultado nanoparticulas de plata (AgNPs) de diferentes tamafios con forma
pseudoesférica, mediante la microscopia electrénica de transmision se pudo observar

tamafios de particulas entre los 20y 110 nm, el resultado con mejores caracteristicas en
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cantidad AgNPs y tamano de particula fue la muestra Ag8 la cual tiene como parametros

de sintesis 1009C, 0,1 M de AgNOs, 1% de PVA y 1% de citrato trisédico.

3.2 Materiales y métodos

3.2.1. Sintesis de las nanoparticulas de plata (AgNPs)

Las nanoparticulas de plata fueron sintetizadas mediante reduccién quimica, realizando
modificaciones al protocolo implementado por Gallo et al. 2018 [8], para esto se variaron
cuatro pardmetros, temperatura de sintesis entre 80 °C y 100 °C, concentracion del
agente precursor, nitrato de plata AgNOz marca PanReac 100 % puro entre 0.11 My 0.2
M, porcentaje del agente reductor, citrato trisédico dihitradado marca PanReac al 99 %
de pureza, entre 1 %y 10 %y como agente dispersante se usé polivinil alcohol PVA marca

SIGMA ALDRICH al 99 % hidrolizado variando su porcentaje entre 1 %, 2%y 10 % .

Para la sintesis primero se llevd el agua destilada hasta la temperatura deseada con
agitaciéon constante, la temperatura fue controlada constantemente para evitar
fluctuaciones; cuando el agua alcanzé la temperatura, se le agregé la solucidn de nitrato
de plata, continuando en agitacién durante 10 min, al cabo de este tiempo se goteo
lentamente el agente reductor citrato trisédico manteniendo la agitacidn; al finalizar este
goteo se esperd que la solucién tomara un color amarillo, para retirarla de la agitaciéon y

se dejo enfriar hasta la temperatura ambiente.

El PVA se disolvié a 70 °C en cada una de las concentraciones indicadas anteriormente
durante 2 h, se dejé finalmente enfriar hasta temperatura ambiente, para mezclarlo en
una proporcion 1:1 con las diferentes soluciones de nanoparticulas de plata, en un
proceso de 30 min en agitacidon constante. En la figura 1 se observa el procedimiento

antes descrito.

46
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Figura 1 Diagrama de la sintesis de las nanoparticulas de plata.

30 minutos

En la tabla 1 se presenta un resumen de los diferentes protocolos que fueron evaluados,

indicando la nomenclatura para cada uno.

Tabla 1 pardmetros correspondientes a cada muestra.

Temperatura Concentracion Porcentaje de Porcentaje de

Muestra [°c] de AgNOs [M] PVA [%] citrato
trisadico
dihidritrado
[%]
80 100 0.1 0.2 1 2 1 10
Agl X X X x
Ag2 X X X X
Ag3 X X X X
Ag4 X X X X
Ag> X X X X
Ag6 X X X X
Ag7 X X X X
Ag8 X X X X
Ag9 X X X %
Ag10 X X X X
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Agll X X X X

Ag 12 X X X X
Ag 13 X X X X
Ag 14 X X X X
Ag 15 X X X X
Ag 16 X X X X

3.2.2 Caracterizacion de las nanoparticulas de plata (AgNPs)

A las soluciones obtenidas se les realizé un barrido en el equipo espectrofotémetro UV-
VIS MAPADA 3200 PC en longitudes de onda entre 300 y 600 nm. El objetivo del analisis
fue observar la longitud de onda donde se presenta la mayor absorbancia y definir el

tamafio de particula aproximado que se obtieneen cada sintesis.

Para verificar el tamafio de particula obtenido se usé microscopia electrénica de
transmisién TEM en el equipo Tecnai F20 Super Twin TMP de FEl, se escogieron solo 6
protocolos, los cuales mostraban un pico de absorbancia correspondiente con la plata.
Las mediciones se realizaron usando el software del equipo TEM. Por otro lado, se verifico
el tamafo de particula usando dispersion de luz dindmica DLS en el equipo Zetasizer Pro

con longitud de onda 632.8 nm.

3.2.3 Diseiio factorial

Como este proyecto buscaba optimizar el tamafio de particula final de las AgNPs, se
realizé un disefio experimental 2, variando cuatro pardmetros mencionados
anteriormente en dos niveles alto y bajo como se observa en la tabla 1, con la variacién
de dichos parametros en la sintesis de AgNPs se realizaron 16 muestras diferentes, a las
cuales se les hizo un duplicado para asi obtener 32 soluciones finales. El disefo
experimentaltuvo como variable de salida la longitud de onda, observada en el UV-VIS,
puesto que, segun lo registrado en la literatura, para un tamafio de particula especifico

se obtiene una longitud de onda caracteristica.
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Estos valores se examinaron mediante el software R studio, a los cuales se les realizo las
pruebas de normalidad, homocedasticidad e independencia de los datos, para asi poder
realizar un andlisis de varianza (ANOVA), posteriormente se realizé la optimizacion del

disenio en el software STATGRAPHCS centurion XVII.

Las hipdtesis usadas para cada prueba estadisticas se especifican en el analisis y discusién

de los resultados.

3.3 Resultados y discusion

3.3.1 Sintesis de AgNPs

En la figura 2 se observan las diferentes soluciones obtenidas en la sintesis de AgNPs.
Con la variacion de los diferentes factores se evidencia una tendencia que a mayor nivel
de molaridad del AgNOs, existe una coloracién marréon mas oscura, este cambio de
tonalidad lo han registrado diferentes autores y se atribuye a una mayor concentracién
de AgNOs tal como sucede en nuestro caso, esto debido a que existe mayor cantidad de

agente precursor para la formacién de AgNPs [9]-[11].

Figura 2 Soluciones de la sintesis de nanoparticulas de plata, a. 100 °C, 0.1y 0.2 M
AgNO3, 10% citrato de sodio, b. 100 °C,0.1 y 0.2M AgNOs, 1% citrato de sodio, c. 80 °C,
0.1y 0.2 M AgNOs, 10% citrato de sodio, d. 80 °C,0.1 y 0.2 M AgNOs, 1% citrato de

sodio.

3.3.2 Caracterizacion de las nanoparticulas de plata (AgNPs)

3321 Espectroscopia ultravioleta visible (UV-Vis)

En la figura 3 se muestran los espectros UV-Vis para todos los protocolos realizados. Se
resalta en la leyenda de la figura los espectros obtenidos cuando se adicioné PVA al 10%,

debido a que al realizar el espectro es evidente la presencia del PVA sobre las AgNPs,
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efecto verificado al efectuar el espectro UV-Vis del PVA (Figura 4), donde se observan
bandas en 273 y 323 nm, que aparecen también registradas en los espectros de las
nanoparticulas sintetizadas (ver flechas, figura 3), dando asi picos en las longitudes de
ondas errdneas las cuales corresponden al espectro de PVA, es por esto que se redujo
el porcentaje de PVA correspondiente al nivel alto de 10% a 2%, esto con el fin de evitar
el enmascaramiento por el alto porcentaje. La presencia de bandas de absorcion en el
espectro UV-Vis en longitudes de onda entre 400 a 450 nm, indica la presencia de
nanoparticulas metdlicas de plata; dichas bandas corresponden a la absorciéon por

resonancia de los plasmones superficiales de la plata [12].
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Figura 3 Espectros del ensayo con PVA al 10%.
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Figura 4 Espectro UV-Vis del PVA.

En las figuras 5 a la 8 se visualizan los diferentes espectros UV-Vis para los protocolos
evaluados, la nomenclatura mostrada corresponde a la informacion contenida en la

tabla 1.
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Figura 5 Espectro UV-Vis muestras con baja absorbancia.
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Figura 8 Espectro UV-Vis protocolos con bandas en longitud de onda entre 400 y 550

nm.

En las figuras de las 5 a la 8, se muestran los espectros obtenidos para una de las sintesis
realizadas, se evidencia que existen muestras con mayor absorbancia que otras, en la
figura 5 se puede ver claramente que no existe un pico caracteristico en la curva lo que
puede indicar dos cosas que no hubo formacién de AgNPs o que la reaccién dio muy
pocas AgNPs con un tamafio de particula muy pequefio, en la figura 6 se evidencia un
pico aproximadamente en los 420 nm que corresponde aproximadamente a un tamano
de particula de 40 nm [13], sin embargo una absorbancia baja; esto debido a una baja
concentracion de AgNPs formadas en la solucidn. En las figuras 7 y 8 se puede observar
como se forma un pico aproximadamente entre los 430 y 470 nm, que corresponde a un
tamafio de particula entre los 30 y 60 nm [13], con una absorbancia mucho mayor que
las muestras anteriores, siendo las muestras Agl0 y Agl2 las que presentan mayor
absorbancia, la cual puede asociarse a que exista gran cantidad de AgNPs que
corresponden a este tamano o a laformacion de nanoparticulas mas pequefias en forma
de aglomerados, en estas longitudes de ondas tedricamente las AgNPs, deben oscilar en
un rango de 60 nm a 80 nm [14], las otras dos curvas Ag6 y Ag8 con mayor absorbancia
se espera un tamafio de particula aproximadamente de 40 nm, cabe resaltar que no se
tiene gran diferencia entre la primera sintesis y su réplica, lo que indica que los procesos

se realizaron adecuadamente.
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3.3.2.2. Microscopia electrénica de transmision (TEM)

Posterior al andlisis por UV-Vis se seleccionaron las muestras que presentaron las

bandas caracteristicas de la plata entre 400 a 450 nm.

Figura 9 micrografias TEM, a. Ag8 (13 a 40 nm); b. Ag9 (6 a 15 nm);

c. Ag10 (60 a 110 nm); d. Ag12. (62 a 103 nm)

De las micrografias TEM se midieron las nanoparticulas mediante el software asociado
al equipo TEM, se hizo un promedio aproximado de 20 particulas, con el cual se saco el
tamafo aproximado de las AGNPs presentes en las diferentes muestras, segun los datos
registrados por el ensayo de UV-Vis se puede esperar ciertos tamafios de particulas
segun la literatura [13], al compararlos con los resultados obtenidos en el TEM, se puede
ver que en la tabla 2 que las mayoria de AgNPs no difieren considerablemente con lo
reportado por la literatura, con una diferencia no mayor a los 10 nm, exceptuando la
muestra Ag10 en donde su tamafo mds grande es 80 nm y el obtenido empiezan en 90
nm, sin embargo se puede concluir que las AgNPs se obtuvieron de forma adecuada,

ademds como se observa en la figura 9 cy 9 d, existe una gran cantidad de AgNPs por
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lo cual se presenta la absorbancia medida en el UV-Vis, también se puede afirmar que
las AgNPs son de tamafio nano puesto que son menores en su gran mayoria a 100 nm,

se evidencia ademds que la geometria obtenida es pseudoesférica.

Tabla 2 Valores de AgNPs obtenidos.

Muestra Absorbancia  Valor tedrico (nm) Valor experimental
(nm)
Ag9 390-460 20-60 6-15
Ag8 390-460 20-60 13-40
Ag 10 430-470 60 - 80 90-110
Ag 12 430-470 60 - 80 62 —103
3.3.2.3. Dispersion dinamica de luz (DLS)

Como las AgNPs no tienen un tamaio exacto, sino que oscilan en un rango, se debe
realizar el DLS a las muestras, para realizar una verificacién del tamafo que poseen las

muestras, los resultados se presentan en las Figuras 10 a la 14.
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Figura 10 DLS de la muestra Ag 12.
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Figura 14 DLS de la muestra Ag 4.

En las curvas anteriores se puede ver como es la distribucién de particulas en las
diferentes soluciones preparadas, si bien existen tamanos mayores a los 100 nm, estos
valores pueden asociarse con la aglomeracién de particulas en el tiempo, la cual se
revierte con la aplicacion de procesos como el ultrasonido antes de usar las
nanoparticulas en la preparacién de las peliculas, como se vera en capitulos posteriores.
En los resultados observados en el TEM no se evidencio presencia de particulas mayores
a los 200 nm, se nota que existen AgNPs en el rango esperado y menores a 100 nm,
ademas para las muestras Ag 4, Ag 6 y Ag 10, existe un pequeiio pico entre los 10 y 20
nm el cual es el tamafio esperado para la optimizacién del ensayo. Si bien los resultados
obtenidos mediante esta técnica tienen un rango mayor a los mostrados en las
anteriores técnicas, se evidencia que las longitudes de onda obtenidas en el UV-Vis
daban un tamafio de particula de 20 a 100 nm aproximadamente, estan dentro del rango

de los resultados obtenidos mediante DLS.

3.3.3. Diseio Factorial

Para la optimizacion del disefio factorial se partid de los datos de la tabla 3, que
muestran las longitudes de ondas obtenidas para las dos sintesis realizadas, se puede
observar cdmo los valores son muy cercanos entre las mismas muestras de las dos
sintesis, lo que indica que el método es reproducible. Este valor de longitud de onda fue
el usado para el analisis estadistico de los datos, pues presenta relacion con la presencia
de plata y ademas con el tamafo esperado de las particulas, debido a que se variaron la

temperatura la cual ayuda a la formacion de AgNPs debido a que aumenta la cinética en

57



la reaccion, el nitrato de plata es el agente precursor puesto que mediante la reduccion
se pasa de una sal metalica al &tomo cerovalente, estos dtomos se comportan como
centros de nucleacidn asi se van formando la AgNPs por la agregacién de varios de estos
atomos, para detener el crecimiento se usa un agente reductor como es el citrato
trisédico en este caso, su funcion consiste en unirse a la superficie de las AgNPs

estabilizandolas [15].

Tabla 3 Datos experimentales de las sintesis

Ensayo 1 Ensayo 2
Muestra Longitud de onda (nm) Longitud de onda (nm)
UV-Vis UV-Vis
Ag 1 395 395
Ag 2 420 420
Ag 3 395 395
Ag 4 420 420
Ag5 395 410
Ag 6 435 440
Ag7 400 410
Ag 8 445 435
Ag 9 395 395
Ag 10 470 465
Ag 11 415 395
Ag 12 450 470
Ag 13 395 395
Ag 14 420 420
Ag 15 395 395
Ag 16 415 420

En el andlisis exploratorio el cual corresponde de la figura 15 a 17, se presenta
inicialmente el diagrama de caja y bigotes, indican que los Unicos datos que coinciden

en sus medianas es decir difieren en su valor central son en los niveles de porcentaje de
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citrato trisédico, ademas se observa la presencia de valores atipicos esto indica que
existen dos valores que difieren numéricamente del resto de ese factor, y al sus
medianas estar separadas indica que entre los niveles existe una diferencia numérica
[7], enla figura 16 se puede observar la tendencia de la respuesta de los datos, en donde
la mayoria de datos se encuentran en el intervalo de 380 a 400 nm, lo cual se corrobora
de las tabla 3, donde gran cantidad da 395 nm. Respecto al diagrama de densidad, que
estadisticamente se espera en forma de campana de Gauss, indicando una distribucion
normal, no presenta dicha forma sino una distribucidn asimétrica positiva indicando asi
gue la mayoria de los datos se encuentran en una longitud de onda baja, es por esto por
lo que se hace necesario realizar la prueba de normalidad. En el gréfico de interacciones
gue se muestra en la figura 17, se puede notar como dos factores no presentan
interaccidn que pueda afectar la respuesta y estos son la temperatura con el porcentaje
de citrato trisédico, en las otras interacciones se evidencia como los factores afectan la

respuesta en este caso la longitud de onda.
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Figura 15 Diagrama caja y bigotes para los diferentes factores que afectan la sintesis

de AgNPs.

59



9

B S 7

k=] o

s |

c

() —

o o
S _ S
P | | | | | | |

380 400 420 440 460 480 500
Longitud de Onda

@© N

S o

S ©

3

@ <

T I —

400 420 440 460

Longitud de Onda

Figura 16 Diagrama de densidad (superior) e histograma de frecuencia (inferior) de la

longitud de onda.

g z |
A e plkn X citratolrisodico =
-1 "we e = -
P: 7 E 1 b En d : 9 —
i 2 d - - 1
ongeu longiud ool & |
® . 8 de B - de -
P onda IR
- E . E ]
g | o
§ ———— Z
-1 1 -1 1
Temperatura Temperatura
g [ PVA = niraio de plata
ol ank:ey -ep .q
1 E — —t
longitud 5 . longitd  _
de de 8 -
onda g - onda 2 |
g g -
1 1 4 1
ciralo trisodico ciraio tisodico

Figura 17 Interaccion de los factores que afectan la sintesis de AgNPs.
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3.3.3.1. Analisis de varianza (ANOVA)

Para el analisis de varianza (ANOVA), primero se hizo las pruebas de normalidad,

homocedasticidad e independencia de los datos, con un intervalo de confianza del 95%.

Para el test de normalidad de los datos se realizé la prueba de Kolmogorov-Smirnov,
obteniéndose como resultado un valor-P de 0.161867, esta prueba tiene como hipdtesis
nula que los datos proviene de una distribucién normal, en el resultado se evidencia que
él esta dentro del intervalo de confianza puesto que es mayor al 0.05; por lo tanto se
puede afirmar, que la hipdtesis nula se cumple y los datos provienen de una distribucion
normal [7]. Para la prueba de homocedasticidad de los datos se hizo mediante la prueba

de Levene, la cual arrojo lo resultados mostrados en la tabla 4.

Tabla 4 Prueba Levene de los datos.

Prueba Levene

Grupo Valor-P
Porcentaje PVA 0.6324
Concentracion AgNO; 0.1367
Porcentaje citrato trisddico 0.0019
Temperatura 0.1826

La prueba de homocedasticidad de Levene tiene como hipétesis nula, que la varianza
de los datos es igual, como se evidencia en la tabla 4 existe un valor que es menor al
0.05 lo cual indica que existe una varianza entre sus datos, esto para el factor de

porcentaje de citrato trisédico [7].

La prueba de independencia se realizé mediante la prueba de Durbin Watson, para el

modelo ajustado se tienen los datos de la tabla 5.
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Tabla 5 Prueba Durbin Watson del modelo ajustado.

Prueba Durbin Watson

Valor P

Modelo ajustado 0.9247

Porcentaje PVA del modelo ajustado 0.8234

Concentracion AgNOs del modelo ajustado 0.8812

Porcentaje citrato trisédico del modelo 0.4593
ajustado

Temperatura del modelo ajustado 0.8631

El andlisis de independencia de los datos la cual se hizo por el test de Durbin Watson que
tiene como hipétesis nula que la auto correlacion de los datos es cero, como se observa
en la tabla 5 los valores P son mayores al 0.05, es decir no existe auto correlacién y los

datos son independientes [7], condicidn necesaria para validar el ANOVA.

En vista que todos las pruebas estuvieron dentro del nivel de confianza, exceptuando un
factor para la prueba de homocedasticidad, se realizé la prueba de falta de ajuste Lack
of fit, la cual dio un valor P de 0.4176, esta prueba se hizo con fin de evaluar si una
relacion curvilineal podria expresar mejor a los datos que un modelo lineal, esta prueba
se basa en el andlisis de la varianza de los residuales, esta tiene como hipétesis nula que
no existe falta de ajuste del modelo, y como se observé el valor P es mayor a 0.05, por

lo cual se acepta la hipdtesis nula y se puede seguir con el analisis de varianza [7].

Como los datos pasaron la prueba Lack of fit, se realizé el ANOVA, los resultados se

encuentran en las tablas 6y 7.
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Tabla 6 ANOVA del modelo del disefio factorial.

Factores individuales
Temperatura
AgNO3
PVA
Citrato trisddico
Interaccion de factores
Temperatura:AgNOs3
Temperatura: PVA
AgNOs3:PVA
Temperatura: Citrato trisédico
AgNOa:citrato trisédico
PVA: Citrato trisodico
Temperatura: AgNOs:PVA
Temperatura: AgNOs:citrato trisddico
Temperatura: PVA: citrato trisddico
AgNO3:PVA: Citrato trisédico

Temperatura: AgNOs:PVA: Citrato trisédico

Tabla 7 ANOVA del modelo ajustado del disefio factorial.

Factor individual
Temperatura
AgNOs3

Citrato trisddico

Interaccidn de factores
Temperatura:AgNO3
Temperatura: Citrato trisodico
AgNOs:citrato trisédico
Temperatura: AgNOs:citrato

trisddico

Valor P
0,041
0,024
0,785

2.05*10

2,15*107
0,785
1,000
0,008
0,004
0,283
0,587

4,42*%10°
0,284
0,417
0,417

Valor P
0,024
0,012

2.51*10

1.81*10°
0,003
0,001

3.16%10°®
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En la tabla 6 se presenta el analisis factorial del modelo en donde se evidencia que solo
7 factores entre individuales e interacciones presentan una significancia estadistica. Con
el fin de reducir el modelo se eliminaron uno a uno los factores que no representan una
significancia estadistica, obteniendo como resultado la tabla 7 en donde se observa que
el PVA no influencia la obtencién de AgNPs, lo cual es evidente debido a que este es solo
un factor para ayudar a la dispersién de las AgNPs en la solucidn. La temperatura, la
concentracion de AgNOs, el porcentaje de citrato trisddico, y la interaccién entre
temperatura: AgNOs, temperatura: Citrato trisddico, y AgNOs: citrato trisddico,
muestran que influyen en la obtencidn de las AgNPs, siendo mas relevante el factor del

porcentaje de citrato trisddico.

Estos pardmetros hacen variar la obtencion final de AgNPs, puesto que a mayor
porcentaje de nitrato de plata se dara mayor cantidad de AgNPs, sin embargo si el citrato
trisdédico esta en menor proporcidn no se alcanzar a reducir toda la sal de plata, y si hay
mayor porcentaje de citrato trisddico que de AgNOs, las AgNPs obtenidas son de un
tamafio muy pequeiio puesto que se estabilizan muy rdpido, como se observa en la tabla
1y la tabla 3, se puede ver que las muestras con 10% que corresponde al nivel alto de
citrato trisédico, la longitud de onda es de aproximadamente 395 nm, lo que indica que
las AgNPs formadas tienen un tamafio menor a los 20 nm, también se puede observar
gue las AgNPs con un tamano entre los 20 y 100 nm se obtienen usando citrato trisédico
en nivel bajo que corresponde a las longitudes de onda entre 410 y 490 nm, lo que indica
que si se quiere disminuir el tamafio de particula es necesario aumentar la concentracion
de citrato trisédico independientemente de la concentracion de AgNOs, |a temperatura
afecta las AgNPs en el sentido que la reaccién de reduccidn y estabilizacion se dé mas
rapido, con lo que se aumenta el tamafo de particula y la concentracidn de estas como
se evidencias en las imagenes TEM de la figura 9, este parametro también afecta la
tonalidad de la solucién puesto que a mayor concentracién de AgNPs la solucién se torna

mas oscura.
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3.3.2.3. Optimizacidon del disefio

Para la optimizacion del disefio a un tamafiio de particula aproximado de 20 nm el cual
corresponde a una longitud de onda de 400 nm aproximadamente [14], se registran en
la tabla 8, el cual es el que propone la literatura para la aplicacidon en apdsitos, esto
debido a que entre 10 y 20 nm las AgNPs interaccionan de mejor manera con la
membrana de los microorganismo ocasionando una mayor inhibicion de estos [16], se
debe tener una temperatura de 91 °C, una concentracion de nitrato de plata de 0.13
molar y finalmente una concentracion de citrato trisddico de aproximadamente el 10%,
lo que se deduce que al haber mayor cantidad de agente reductor las AgNPs se obtienen
en un tamano mas pequeio, segun lo reportado para este tipo de sintesis se puede
varias la forma en que se agrega la solucidn precursora al agente reductor y con una

menor temperatura se obtienen tamafios entre los 20 y 30 nm [11].

Tabla 8 Valores de optimizacidn para la sintesis de AgNPs.

Factor Bajo Alto Optimo valor
Temperatura -1.0 1.0 0.098 91°C
AgNO3 -1.0 1.0 -0.58 0.13 M
Citrato trisodico -1.0 1.0 0.98 10 %

Se observa de la tabla 1, que estos valores tienen una gran semejanza con la muestra Ag
5, en donde se observa que para esta muestra en la tabla 2, se tiene una longitud de
onda entre los 395 y 410 nm, lo cual corrobora que la optimizacidn para obtener

particulas de un tamafio de 20 nm o menores es acertada.

Si bien el valor deseado para apdsitos se tiene a 20 nm, debido a la baja concentracion
gue se obtiene para esta en Ag 5, debido a su absorbancia tan baja, se trabajara con la
muestra Ag 8 puesto que esta posee valores en este rango y la absorbancia relacionada

con la concentracion es mucho mayor como se muestra en la figura 7.
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Conclusiones

e Los disefos factoriales son de gran importancia debido a que permiten la optimizacién
de procesos o sintesis, en este caso permitid observar cémo al variar los factores de la
sintesis de nanoparticulas de plata se modifican las caracteristicas finales de estas.

e Los factores temperatura, concentracién de AgNOs, porcentaje de citrato trisddico,
exceptuando el porcentaje de PVA, al ser variados modifican la geometria y tamafio de
las AgNPs.

e La interaccion de la temperatura, el citrato trisddico y el nitrato de plata, es de gran
importancia por su efecto en la obtencion final de las AgNPs.

e Segun los resultados mostrados, concentracién y tamafio de particula, el protocolo

Ag 8 se elige para continuar con el proceso de fabricacién de los apésitos.
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CAPITULO IV: EXTRACCION DE FIBROINA Y SERICINA

4.1 Introduccion

En este capitulo se realizd la extraccion de fibrina y sericina provenientes de los capullos
de gusano de seda Bombyx mori, estos polimeros fueron caracterizados mediante las
técnicas de UV-Visy FTIR, con el fin de observar si aparecian los picos de los aminoacidos
que conforman esos polimeros y los grupos funcionales de esto, se verificd la aparicion
de los picos caracteristicos de las amida I, Il y lll, lo cual confirmé que la extraccidn se
hizo correctamente, también se estandarizé el proceso de extraccion de fibroina y
sericina, para obtener las concentraciones de 2,5 % w/v para la fibroinay 0,5 % w/v para
la sericina con las cuales se trabajé, se noté que en el proceso se obtenian
concentraciones similares por lo cual se puede afirmar que el protocolo es reproducible,
se evidencia que por encima de 1.25 % w/v la sericina tiende a gelarse, por lo cual se

trabajoé por debajo de este valor.

4.2 Metodologia

4.2.1. Extraccion de fibroina (SF) y sericina (SS)

La extraccidn de fibroina se hizo a partir de capullos de gusano de seda Bombyx mori, el
protocolo seguido fue planteado por Estefania et al (2019) y optimizado por el grupo de
investigacion BIOMAT de la Universidad de Antioquia, el cual consiste en 4 procesos:
preparacion de los capullos, separacién de las proteinas sericina y fibroina presentes en
las fibras de seda, disolucion de fibroina y dialisis para extraer las diferentes sales que

guedan durante el proceso[1].

La preparacion de capullos consistid en escogerlos y separarlos por su aspecto, la
mayoria presentaba buenas caracteristicas visuales, debido a que fueron comprados en
la Corporacion CORSEDA que se dedica exclusivamente a la produccion de este producto
y tienen un proceso estandarizado. Los capullos se cortaron en trozos pequefios con el
fin de favorecer el resto del proceso, algunos capullos presentaron manchas internas
por lo que fue retirada la capa mas interna del capullo antes de continuar la separacién

de las proteinas.
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Para separar las dos proteinas, sericina y fibroina, que contienen los capullos se debe
hacer un proceso conocido como desgomado, debido a que la caracteristica de la
sericina es unir las fibras con una especie de goma. Para realizar este proceso se preparé
una solucion de carbonato de sodio (Na,COsz), con una relacién molar de 1:1000, esta
solucion acuosa se llevd a agitacion magnética con una temperatura entre los 75 °Cy 80
°C, lentamente se adicionaron los trozos de capullo en la solucién hasta sumergirlos
completamente, se dejé una hora a esta temperatura y manteniendo el mismo nivel de
RPM, posteriormente la seda que ya se puede observar en fibras, fue retirada de la
solucién la cual contiene la sericina producto del desgomado, esta solucién fue
almacenada para posteriormente realizar un proceso de dialisis, las fibras son lavadas
manualmente con agua destilada aproximadamente durante 3 veces para retirar la

sericina en su totalidad, y se dejé secar a temperatura ambiente durante un dia.

Para realizar la disolucién de la fibroina se prepard una solucién de 1:8:2 molar de CaCl;
marca PanReac, agua destilada y etanol al 99% de pureza marca SIGMA ALDRICH; esta
solucién se debe tener a una temperatura menor de 60 °C, y debido a que la reaccion
presentada es exotérmica se debe mantener un termdémetro en la solucién vy verificar
gue no se exceda esta temperatura, cuando se logréo mantener la temperatura se
adiciond la fibroina desgomada, y se procedid a dejarlo en agitacion magnética hasta

lograr que la seda se disolviera por completo y fuera una solucién homogénea.

Debido a que la solucién de fibroina y sericina obtenidas quedan cargadas de sales por
los anteriores procesos, se debe realizar un proceso de didlisis, para lo cual se usaron
membranas de acetato de celulosa usadas en la industria alimentaria [15], estas
membranas se recortaron en un tamafio aproximado de 20 cm y se llenaron con las
diferentes soluciones, las membranas llenas se sumergieron en un recipiente con agua
destilada, la cual fue cambiada cada 2 horas durante las primeras 12 horas,
posteriormente se disminuyd el cambio de agua a 5 horas durante 24 horas y por ultimo
dos veces al dia hasta completar 3 dias del proceso, para que se dé un intercambio idnico
Optimo se deben asegurar las membranas al fondo del recipiente para que estén

completamente sumergidas en el agua destilada, se controlé el proceso de remocion de
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sales mediante la medicion de la conductividad del agua, usando el equipo HACH sesION
5, teniendo una muestra de agua destilada como patrén, cuando el agua usada en los
procesos de dialisis llegaba al valor de la conductividad del agua destilada, se concluia la
dialisis. La figura 1 permite observar la metodologia seguida para la extraccion de

fibroina y sericina.

Por ultimo se procedio a concentrar la soluciones de fibroina y sericina al 2.6 % w/vy

0.5 % w/v respectivamente, estos fueron los porcentajes definidos para trabajar puesto
gue la soluciones se obtienen muy cercanos a estos valores, existen diferentes estudios
donde se trabajan con valores similares, aunque alguno llegan hasta un 20% w/v de
fibroina [2], [3], esta proteina se prefiere llevar primero a un estado sélido o en polvo
puesto que se puede disolver y trabajar con porcentajes mas elevados de esta proteina
sin el inconveniente del punto de gelificacién que esta presenta [4], [5], sin embargo
como en este trabajo el polimero estaba en solucién, se trabajé por debajo del punto de
gelificacion, para llegar a estas concentraciones se debe conocer la concentracion de las
soluciones, debido a que al finalizar el proceso de extraccidon esta concentracidon es
desconocida, por lo tanto, se retird 1 mL de la solucién y se vertié en un vidrio reloj y se
puso secar en estufa a 35 °C, se pesé el vidrio reloj solo y luego del secado, se sacé la
diferencia entre ellos y se dividié por la cantidad en mL usados y se obtuvo la

concentracion, este procedimiento se hizo por triplicado.

Después de realizar este proceso se obtenian concentraciones de 2 a 2.3 % w/v para la
fibroinay 0.2% a 0.23% w/v para la sericina, se debian entonces concentrar los polimeros
para llegar a las concentraciones antes mencionadas, para esto se usd la siguiente

ecuacion:

C1V1=CyV3 Ecuacion 1

Para llegar a estos valores la fibroina se calenté a 70 °C si bien la temperatura de
degradacion para la fibroina se registra entre los 266—300 ° C [6], [7], se trabajoé a 70 °C

para mantener los parametros similares al proceso de obtencion, se usé esta
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temperatura con el fin de no desnaturalizar la proteina, la sericina se llevd a 94 °C si bien
varios estudios realizan el proceso de desgomado a 120 °C en autoclave [8], otros
autores informan que a temperaturas mayores a 100 °C la proteina puedes degradarse
[9], por el proceso de evaporacidn se elimina el agua y se deja el polimero con una

concentracion mayor.

Figura 1 Metodologia para la extraccion de la fibroina y sericina.

42.2. Caracterizacion

4.2.2.1. Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier (FTIR)

Con la finalidad de determinar los grupos funcionales y componentes principales de la
fibroina y la sericina extraida, se procedio a realizar un analisis infrarrojo de una porcion
de un scaffold de fibroina y sericina mediante ATR usando un equipo SHIMATZU IR-
TRACER 100 en un rango de barrido entre 400 y 4000 cm™y un nimero de ciclos de 24.

4.2.2.2. Espectroscopia de UV-Vis
Las soluciones obtenidas se les realizé un barrido en el equipo de UV-VIS MAPADA 3200
PC en longitudes de onda entre 300 y 600 nm. El objetivo del analisis fue observar la

longitud de onda donde se presenta la mayor absorbancia.
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4.3 Resultados y analisis

4.3.1. Concentracion de las soluciones de fibroina y sericina

De las tablas 1 y 2, las cuales muestran los porcentajes obtenidos en las diferentes
extracciones tanto para fibroina como para sericina, se puede observar que el método
de extraccion es reproducible puesto que se generan valores muy cercanos, ademas se
puede comprobar que usando la ecuacién 1 se tienen los porcentajes esperados,
cumpliendo asi que independientemente el lote de capullos se puede llegar a una
concentracioén final idénea para diferentes aplicaciones, esto es importante puesto que
la materia prima para la obtencién de los polimeros naturales, no siempre tiene las
mismas condiciones, lo que hace que varien las concentraciones obtenidas en las

soluciones, aunque se utilicen protocolos estandarizados.

Tabla 1 obtenidos en cada extraccién para la fibroina.

Extraccion Porcentaje inicial w/v Porcentaje final w/v
1 2.23 2.62
2 2.12 2.61
3 1.97 2.58
4 2.3 2.6
5 2.33 2.63
6 1.98 2.57
7 2 2.61

Tabla 2 Porcentajes obtenidos en cada extraccién para la sericina.

Extraccion Porcentaje inicial w/v Porcentaje final w/v
1 0.23 0.52
2 0.29 0.53
3 0.25 0.48
4 0.35 0.49
5 0.39 0.47
6 0.28 0.54
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7 0.32 0.52

En la figura 2 se pueden observar las dos soluciones obtenidas tanto la de fibroina como
la de sericina, se evidencia que la primera tiene un color mas blanco que la sericina que
tiende a ser traslucido, esto se puede deber al porcentaje de concentracién de cada
solucidn; cabe resaltar que la sericina no se puede llevar a porcentajes mayores del 1%
debido a que tiende a gelarse y entre mas concentracion se acelera mds este proceso
[9]; por otro lado, la solucidn de fibroina cuando no se le realiza el proceso de didlisis
adecuadamente tiende a volver a su estructura de laminas beta, este fendmeno también
sucede cuando en el proceso de disolucién de la proteina en la solucion ternaria con
cloruro de calcio no se tiene un control de temperatura y de la agitacién de la solucién.
Ambas proteinas pueden almacenarse a temperaturas de -4 °C, sin embargo la fibroina
tiende a desnaturalizarse en menor tiempo, la sericina en cambio puede ser almacenada
por mds de 4 meses sin perder sus propiedades, esto se vio reflejado en los ensayos de

UV-Vis, en donde para 4 meses se obtenia el mismo espectro de la proteinainicial.

FIBROINA SERICINA

a b

Figura 2 Soluciones obtenidas de a. fibroina al 2.6 % w/v; b. Sericina al 0.5% w/v
En la figura 3 y 4 se muestran los scaffolds los cuales se realizaron tomando 20 ml de las
soluciones obtenidas de fibroina y sericina y posteriormente se llevaron a liofilizacién

durante aproximadamente por 24 horas en el equipo Labconco 2.5 L, con estos se realizé
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la técnica de FTIR, se observa que la fibroina produce scaffolds mucho mdas compactos
con respecto al scaffold obtenido con sericina, puesto que se evidencié que los scaffolds
de sericina eran mas livianos y ademas se deshacian al tacto, identificandose una baja
resistencia mecdnica, esto puede deberse a que la fibroina estd en mayor concentracion

en la solucidn inicial.

Figura 3. Scaffold de sericina.

Figura 4 Scaffold de fibroina.

4.3.2. Espectroscopia de UV-Vis para fibroina y sericina
En la figura 5 se muestra el espectro UV-Vis de la solucién de fibroina, se logra apreciar
un pico a los 268 nm, asociado a la excitacién de los aminoacidos tirosina (Tyr) y

triptéfano (Trp) [10], presentes en la estructura de la fibroina [11].
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Figura 5 Espectro UV-Vis de la fibroina en transmitancia.
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Figura 6 Espectro UV-Vis de la fibroina en absorbancia.

Para confirmar la presencia de fibroina en la solucién se realizé el andlisis de UV-Vis pero
mediante absorbancia, dando como resultado el espectro de la figura 6, donde se
evidencia una absorcion con un amplio pico entre los 290 y 350 nm, esto se atribuye a
los aminodcidos aromaticos entre ellos se encuentran la tirosina, fenilalanina y
triptéfano, aminoacidos presentes en la cadena que conforma la seda [12], el anterior

analisis tanto para los espectros en absorbancia y transmitancia, informa de la presencia
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de aminoacidos presentes en la seda, sin embargo se debe realizar otra técnica como el

FTIR para confirmar esta informacion.
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Figura 7 Espectro UV-Vis de la sericina en absorbancia.

El espectro de UV-Vis de la sericina se presenta en la figura 7, se observa un pico a los
276 nm, se estima que este pico corresponde a los aminodcidos aromaticos de la sericina
los cuales se encuentran en la regién de 260 a 290 nm [13], varios estudios registran

gue este valor de longitud de onda es caracteristico de sericina pura [14].

Se pudo observar que mediante la espectroscopia de UV-Vis, lo elementos cromdforos
gue absorben son los aminoacidos aromaticos, sin embargo estos no son los de mayor
porcentaje en estos polimeros pero si estan presentes en su estructura, se muestra con
este pico corresponde a estos aminodcidos, ademas que para cada polimero se
presentan curvas diferentes en absorbancia, esto indica que hay mas presencia de
aminodcidos aromaticos en la sericina que en la fibroina, se registra que el tercer
aminodcido en importancia en la composicion de la fibroina es la tirosina (Tyr), este
aminodacido esta en las tres capas que conforman la sericina y al calentar la solucidn de
sericina a 94 °C se abren las capas que conforman su estructura y se llega a la capa mas
interna, teniendo asi una sericina mas concentrada, es por esto que se registra un pico

tan marcado para la presencia de este aminodcido [15], [16].
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4.3.3. Espectroscopia de FT-IR de fibroina y sericina

La figura 8 muestra el espectro FTIR de la fibroina, donde se logran evidenciar cuatro
bandas caracteristicas de la fibroina una de ellas es debido a los OH a los 3288 cm™, para
la amida | la region esta entre los 1600 y 1700 cm™, se puede notar como esta amida
estd presente en labanda de 1640 cm™ esta banda esta relacionada con los estiramiento
de C=0, e involucra estructuras secundarias como hélice a, laminas B, entre otras. La
siguiente banda caracteristica se encuentra alrededor de los 1550 cm " y corresponde a
la amida Il, se observa en la figura 8 que esta banda se encuentra en los 1524 cm™, lo
que indica la presencia de esta amida, esta corresponde a la deformacién angular del
grupo N-H en un 60% y el estiramiento C-N en un 40%, la ultima banda relacionada con
la amida Il que se espera encontrar entre los 1230 y 1300 cm?, se observa que se
obtiene en 1236 cm, esto se debe a la combinacién del estiramientos N-C y las
vibraciones de flexidn del grupo C=0, en donde la estructura que se asocia a esta banda

es la conformacidn de ldminas B [17]-[22].
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Figura 8 Espectro FTIR de la fibroina.
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Los resultados obtenidos en el FTIR y en el UV-Vis, demuestran el procedimiento para
extraer la fibroina se realizé adecuadamente, puesto que es evidente la presencia de

este polimero en la solucién obtenida.

Al igual que para la fibroina el espectro de FT-IR de sericina que se observa en la figura
9, muestra una banda alrededor de los 3274 cm™ la cual se genera por los grupos
hidroxilos (OH), para la sericina también se registran tres bandas caracteristicas las
cuales son la amida | la cual oscila entre los 1650 cm™a 1630 cm™, se puede evidenciar

en la figura 9 que esta banda se registra a los 1644 cm™!

, esta banda se da debido a los
estiramientos de los grupos carbonilos C=0, para las amidas Il la banda caracteristica
oscila entre 1540 cm™a 1520 cm™ se nota que esta banda se presenta alrededor de los
1530 cm™?, esta banda se produce por la flexion de los grupos N-H, para las amidas Ill la
banda estd entre 1270 cm™ a 1230 cm™, en el espectro esta banda se presenta
alrededor de los 1244 cm™, esta se genera debido al estiramiento del enlace C-N, estas
bandas dan cuenta que si la banda de amida | se presenta a los 1650 cm™ existe una
estructura en espiral aleatoria y si se da a 1630 cm ! la estructura serad de ldminas B,
para la amida Il si se da a los 1540 cm ~!la estructura es de espiral aleatoria y si se da a
los 1520 cm™la estructura es de ldmina B, por ultimo para la amida Ill si la banda seda
a los 1270 cm™ al estructura es de hoja beta y si se da a los 1230 cm™ es de bobina

aleatoria, segun los resultados obtenidos se evidencia una leve tendencia a formar

estructuras de bobinas aleatorias [18], [23]-[27].

Segun los resultados obtenidos para la sericina se puede confirmar que la solucidn
obtenida contiene sericina, ademas segun los resultados obtenidos mediante el UV-Vis
se puede presumir que el principal componente de la solucidn obtenida es sericina, esto

se puede deber al proceso de concentrar la proteina en la solucién.
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Figura 9 Espectro FTIR de la sericina.

Conclusiones

o Se logré obtener fibroina usando el protocolo desarrollado en el grupo de
investigacion BIOMAT, verificando la estandarizacion de este. Ademas, se desarrollé un
proceso de extraccidn de sericina usando desgomado y dialisis; en ambos polimeros se
pudo estandarizar el contenido final del polimero en la solucién mediante la evaporacion
de agua.

e Segun los resultados obtenidos de porcentaje del polimero en la solucién y los analisis
UV-Vis y FTIR, se puede afirmar que los protocolos seguidos para la extraccién de
fibroina y sericina son reproducibles.

e La presencia de las aminas |, Il y lll, identificadas en los espectros FTIR, permiten
confirmar la presencia de los polimeros en las diferentes soluciones.

e Mediante la técnica de UV-Vis se pudo determinar la presencia de algunos

aminodcidos que conforman la fibroina y sericina de seda.
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CAPITULO V: FABRICACION DE PELICULAS DE FIBROINA Y SERICINA

5.1. Introduccion

En este capitulo se elaboraron peliculas de fibroina y sericina, mezcladas con polivinil
alcohol PVA con peso molecular de 120 a 130 kDa, se variaron en porcentajes 1:1, 2:1,
3:1 en relacién v/v, variando la cantidad de la solucion de sericina y fibroina. Para la
obtencién de las peliculas se realizaron diferentes metodologias s, el primer ensayo
consistié en elaborar las peliculas mezclando las soluciones de fibroina con PVA y
sericina con PVA, posteriormente se secaron en horno, se obtuvieron peliculas
quebradizas al tacto, por esto se adiciono a la mezcla de los polimeros un plastificante
el cual fue glicerol en 50% w/w con respecto a la concentracion de fibroina y sericina
respectivamente, y se llevaron a secado en estufa se notdé que se disminuya la
separacion de fases sin embargo la resistencia mecdnica era reducida, por esto se optd
por realizar un ciclo de congelamiento puesto que se registra que esto mejora
propiedades mecdnicas del PVA, fue evidente que no hubo separacion de fases y la
resistencia mecdnica mejoro considerablemente, se eligido la pelicula con mejores
caracteristicas tanto en el ensayo de traccidon, como por su morfologia y degradabilidad
y mojabilidad, siendo la composicion sericina/PVA sin glicerol y fibroina/PVA con

glicerol.

5.2. Materiales y métodos

Para la elaboracién de las peliculas de fibroina y sericina, se partié de las soluciones
obtenidas de fibroina al 2.6 % w/v y sericina al 0.5 % w/v, se disolvié el polivinil alcohol
(PVA) marca SIGMA ALDRICH al 99%, a una concentracion de 5% w/v, este polimero se
adiciond como se mencioné anteriormente el PVA mejora las propiedades mecanicas de
las peliculas, se procedié a realizar mezclas de las soluciones de los polimeros en
porcentaje volumen/volumen, en las proporciones 1:1, 2:1y 3:1, variando la relacién en
volumen de fibroina o sericina y dejando constante el porcentaje de PVA, es decir una
pelicula 1:1 contiene 50 % en volumen de la solucion de fibroina o sericina y 50 % en
volumen de la solucion de PVA. La nomenclatura seguida para las peliculas se presenta

en la tabla 1. También se adiciond glicerol como plastificante en una concentracion de
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50% en relacién w/w con respecto a la concentracién de los polimeros. La mezcla final
de cada concentracién se vertié en moldes de 14 ml y los cuales se secaron en una estufa
Binder a 40 °C, este proceso se denomind metodologia 1. El esquema del procedimiento

implementado para la elaboracion de las peliculas se observa en la Figura 1.

mezcla de los polimeros
con PVA Secar en estufa a 40°C

lee @OE® =

C C C vertir las soluciones en moldes para secar e

[ QI gy gy ey AN |
=T g T T g

e
Figura 1 Esquema de la metodologia 1 de procesamiento las peliculas secadas en

o

horno.

Con el objetivo de evaluar el proceso de congelamiento en el cambio de las propiedades
del PVA y a su vez en las peliculas, se propuso una metodologia 2, en la cual se realizé
un ciclo de congelamiento, siguiendo el mismo procedimiento de la metodologia 1, no
obstante antes de ser secadas en estufa, las peliculas se congelaron a -4 °C durante dos
horas, posteriormente fueron llevadas a secado en estufa en las mismas condiciones del

primer proceso, el esquema el método seguido se observa en la figura 2.

Ciclo de congelacion
2 horas

mezcla de polimeros con PVA+ glicerol

. . l Secar en estufa a 40°C
n U U vertir las soluciones en moldes para secar -
= - C C

(o= - - o I | [ g

Figura 2 Esquema de la metodologia 2 de procesamiento de las peliculas con ciclo de

congelamiento.
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La nomenclatura usada se muestra en la tabla 1.

Tabla 1 Composicion y nomenclatura de las peliculas fabricadas.

Nomenclatura Observacion
Fibroina o sericina PVA A las peliculas se les varié la fibroina
1 : 1 o0 sericina en proporciones v/v con
2 : 1 respecto a la solucién de PVA
3 1
1:1SG La abreviacion SG, significa que las
2:1SG peliculas no poseen adicién de
3:1SG glicerol
1:1 CG La abreviacion CG, significa que las
2:1CG peliculas tienen adicién de glicerol
3:1CG
1:15G SC La abreviacién SC significa que las
2:15G SC peliculas no tienen ciclo de
3:15G SC congelamiento
1:15G CC La abreviacion CC significa que las
2:15G CC peliculas tienen ciclo de
3:15G CC congelamiento

5.2.1. Caracterizacion

Para observar la morfologia de las peliculas se utilizé la técnica de microscopia
electrénica de barrido (SEM), este ensayo se realizé en un microscopio electrénico de
barrido marca JEOL-JSM 6490 LV, ubicado en la sede de investigacidn universitaria de la
universidad de Antioquia, el cual opera con una aceleracién de voltaje de 20 KV en
aumentos de 50X, 2000X y 10000 X, con el fin de observar separacién de fases, poros y

homogenizacidn en la superficie de las peliculas.

La mojabilidad de las peliculas se realizé por triplicado y fue medida en el equipo de

angulo de contacto DataPhyssics OCA15, con un tamafio de gota de 0.5 ul, este ensayo
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se realizd para observar si las peliculas obtenidas eran hidrofdbicas o hidrofilica, puesto
gue para la aplicacion en apdsitos estas deben ser hidrofilicas para que interactien con

el exudado de las heridas [1].

El ensayo de degradabilidad se realizé mediante la norma ASTM F1635-16, en donde se
cortaron trozos de las peliculas de 1x1 cm, los cuales se sumergieron en una solucion
buffer de fosfato salino (PBS) y se llevaron a 40 °C en una incubadora CO; marca
Incabator serie BPN, este ensayo se realizé por triplicado para cada una de las muestras
y se analizaron periodos 1, 3 y 8 dias, esto con el fin de observar como era la pérdida de

masa de las peliculas en el tiempo simulando las condiciones a la que estarian expuestas.

El ensayo de traccion se realizdé en una maquina universal de ensayos marca SHIMADZU
AGSD 50 KN con una celda de carga de 5 Ton, bajo la norma ASTM D638, se cortaron las
peliculas en trozos de 2 cm de ancho, 5 cm de largo, tenian un espesor de 0.5 mm
aproximadamente, la velocidad de carga fue de 20 mm/min, este ensayo se hizo por
triplicado para cada pelicula, lo cual permitié ver el comportamiento a la tensién de las
peliculas obtenidas, y sacar informacién relevante como el esfuerzo maximo y la

deformacion maxima que poseian las peliculas.

5.3. Resultados y discusion

5.3.1. Fabricacion de peliculas

En la figura 3 se observa como al aumentar el contenido de fibroina con respecto al PVA,
se presenta una separacion de fases de los dos polimeros tal como se sefiala en las
figuras 3 y 4, lo que provoca que las peliculas fueran quebradizas al contacto, puesto
gue no existe una union entre los componentes que genere buena resistencia mecdnica.
Este hecho lo reporto Dai et al. 2002 quienes reportaron que este fendmeno se
presentaba porque el PVA funcionaba como matriz de la fibroina y no ocurrird una
interaccion entre las moléculas de estos polimeros, es por esto que a dichas
formulaciones no se le realizaron los ensayos de traccién y mojabilidad; optando por
implementar el uso de un agente plastificante, el cual ayude a la interaccién entre los

grupos funcionales de ambos polimeros, lo que produce un cambio estructural
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mejorando asi propiedades mecanicas, debido a que el agente plastificante induce la

aparicion de interacciones entre los dos polimeros [2].

Figura 3 Peliculas de fibroina sin glicerol metodologia 1 a. Fibroina 1:1 PVA v/v;

b. Fibroina 2:1 PVA v/v; c. Fibroina 3:1 PVA v/v.

En la figura 4 se nota como las peliculas al ser comparadas con las presentadas en la
figura 3, muestran una disminucion en la separacién de fases con la adicién de glicerol
como plastificante, corroborando asi lo descrito anteriormente sobre la actividad del
glicerol en la interaccion de los dos polimeros [2], aunque para las formulaciones 1:1,
esta separacién no se presenta y las peliculas se tornan homogéneas y lisas en la
superficie, lo que puede deberse a la interaccién de la fibroina y el PVA. En estudios
anteriores reportados por Luo y colaboradores (2013) [3] se ha demostrado que la
interaccion del PVA con este polimero natural genera peliculas con buenas
caracteristicas y que son estables, que tienen potencial para el uso en aplicaciones
médicas; no obstante, se puede presentar segregaciéon en la mezcla y aparicion de
rugosidades, debido a que la fibroina tiene un alto peso molecular y tamafio, lo que
puede obstruir la interaccién molecular que se da con el PVA.

a b c

Figura 4 Peliculas de fibroina con glicerol metodologia 1 a. Fibroina 1:1 PVA v/v;

b. Fibroina 2:1 PVA v/v; c. Fibroina 3:1 PVA v/v.

Estudios han demostrado que realizar ciclos de congelamiento sobre el PVA mejora la
resistencia mecanica de hidrogeles a base de este [4], [5], es por esto que se decidid
someter a un ciclo de congelamiento de dos horas a las peliculas y posteriormente

secarlas en horno, se pudo evidenciar como se muestra en la figura 5, como se
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disminuye la separacién de fases, no obstante, se notd una aglomeracion que fue mas
notoria en el porcentaje mayor de fibroina 3:1 (figura 5.c). No es claro si este fendmeno
se presenta por el PVA o por la fibroina, sin embargo, como aparece en mas proporcién
en las peliculas cuando se aumenta el porcentaje de fibroina puede dar idea que este
comportamiento es por la aglomeracién de dicho polimero. Con flechas rojas se sefialan
estructuras formadas en las peliculas que dan indicios de la cristalizacion que ocurrié

durante el ciclo de congelamiento, debido al contacto con el aire frio de lamuestra.

a b c

Figura 5 Peliculas de Fibroina congeladas sin cubrir a. Fibroina 1:1 PVA v/v; b.

Fibroina 2:1 PVA v/v; c. Fibroina 3:1 PVA v/v.

Al observar los resultados de la figura 5, se opté por realizar el ciclo de congelamiento
cubriendo las muestras dentro del congelador. Como se muestra en la figura 6 se
evidencia como se mejord la homogenizacion de la fibroina con el PVA sin rastros de
aglomerados de la fibroina, obteniendo peliculas resistentes al tacto y sin separacién de
fases, esto da cuenta que la fibroina quedo distribuida de buena manera en toda la
pelicula. Se concluye que la mejor forma de obtener peliculas de fibroina/PVA es
realizando ciclos de congelamiento, cubriendo las peliculas del aire frio y con la adicion

de glicerol como plastificante.
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a b C

Figura 6 Peliculas de fibroina congeladas y cubiertas a. Fibroina 1:1 PVA v/v;

b. Fibroina 2:1 PVA v/v; c. Fibroina 3:1 PVA v/v.

De la figura 7 a la 11, se presentan las diferentes peliculas obtenidas con sericina,
realizando diferentes variaciones como el uso de glicerol como plastificante y ciclo de
congelamiento, sin embargo se evidencia que las peliculas visualmente y al tacto tienen
propiedades similares, exceptuando las que se sometieron a un ciclo de congelamiento
sin ser cubiertas, figura 9, puesto que es notorio la aparicidon de una leve separacién de
fases (ver flechas rojas), esto debido a que a la proteina le pasa el mismo fendmeno que
presentd las peliculas de fibroina al entrar en contacto directo con el frio de la nevera,
es por esto que se descartod este ensayo. Es asi como estos ensayos no son totalmente
concluyentes, siendo necesario observar cdmo es el comportamiento de las peliculas en

los otros ensayos propuestos.

a b c

Figura 7 Peliculas de sericina sin glicerol y sin congelar a. sericina 1:1 PVA v/v;

b. sericina 2:1 PVA v/v; c. sericina 3:1 PVA v/v.
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a b o
Figura 8 Peliculas de sericina con glicerol y sin congelar a. sericina 1:1 PVA v/v;

b. sericina 2:1 PVA v/v; c. sericina 3:1 PVA v/v.

a b c
Figura 9 Peliculas de sericina congeladas sin cubrir a. sericina 1:1 PVA v/v;

b. sericina 2:1 PVA v/v; c. sericina 3:1 PVA v/v.

a b o

Figura 10 Peliculas de sericina sin glicerol y congeladas cubiertas a. sericina 1:1 PVA

v/v; b. sericina 2:1 PVA v/v; c. sericina 3:1 PVA v/v.



a b c

Figura 11 Peliculas de sericina con glicerol y congeladas cubiertas a. sericina 1:1 PVA

v/v; b. sericina 2:1 PVA v/v; c. sericina 3:1 PVA v/v.

5.3.2. Evaluaciéon morfélogica de las peliculas

En la figura 12 se presentan las imagenes por microscopia electrénica de barrido (SEM)
a 2000 X de las peliculas de fibroina/PVA relacién 1:1 v/v, no se logra evidenciar una
diferencia entre los tratamientos esto debido al porcentaje de PVA, puesto que estd en
la misma proporcidon con respecto a la fibroina, se logra tener una superficie lisa y
homogénea, exceptuando la micrografia de la figura 12.c, donde aparecen unos valles,
los puntos blancos son particulas de calcio que no salieron en el proceso de dialisis, tal
como lo confirma el EDS de la figura 12. d, si bien existen varios apdsitos comerciales
gue entre sus componentes tienen calcio como por ejemplo el AlgiSite Ag, también a
nivel cientifico se vienen estudiando la creacién de apdsitos con alginatos de calcio los
cuales generan un intercambio idnico con los iones de sodio de las heridas ayudando a
mantener himeda la zona afectada [6][7], sin embargo se ha registrado que pacientes
gue han usado apésitos a base de algin elemento asociado al calcio han sufrido
hipercalcemia debido a la interaccidn de la herida con el apésito [8], cabe resaltar que
la concentracién de estas particulas de calcio es muy baja en la pelicula obtenida por lo

cual no se esperaria que pase este fendmeno.
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Figura 12 Micrografias SEM de las peliculas de a. fibroina 1:1 PVA v/v con glicerol sin
ciclo de congelamiento b. fibroina 1.1 PVA v/v sin glicerol y sin ciclo de congelamiento
c. fibroina 1.1 PVA v/v con glicerol y ciclo de congelamiento d. EDS puntos blancos en la

pelicula.

En la figura 13 se presentan las imagenes SEM de las peliculas de fibroina/PVA relacion
2:1, se evidencia que las peliculas que no tienen el ciclo de congelamiento (figura 13.ay
13. b) presentan una separacién de fases siendo mas evidente en la pelicula que no tiene
glicerol, corroborando lo que se evidenciaba a nivel macro y reportado por [2], ademas
se le nota una fisura lo que indica que el material en esta zona posee propiedades
mecanicas bajas, mientras que las peliculas que poseen el ciclo de congelamiento se
observa que existe una mejor homogenizacién (figura 13.b y 13.d), sin embargo la
pelicula que se sometid al ciclo de congelamiento sin ser cubierta presenta zonas donde
se aglomero la proteina, al ser observadas en el SEM a 50X se puede notar como la
pelicula no es lisa sino rugosa, este comportamiento no se noté en la pelicula que fue
cubierta, en la literatura no se registra este detalle del procesamiento y por lo visto en

la figura 5 esto se puede deber a la aglomeracion de la fibroina.

91



: A ] L
20KV %50  500pm j 20kV XS0  500pm

c 14kV X580  500pm d 16kY - X2,000 10pm

Figura 13 imdgenes SEM de las peliculas de a. fibroina 2:1 PVA v/v con glicerol y sin
ciclo de congelamiento; b. fibroina 2.1 PVA v/v sin glicerol y sin ciclo de congelamiento;
c. fibroina 2:1 PVA v/v con glicerol y sin cubrir en ciclo de congelamiento; d. fibroina 2:1

PVA con glicerol y cubierta en ciclo de congelamiento.

En la figura 14 la cual corresponde a las peliculas de fibroina/PVA 3:1 v/v, se puede
observar cdmo hay una separacion de fases en la pelicula que no posee glicerol, que se
asemejan a unos surcos dentro de ella, también se evidencia que la que posee glicerol y
no tiene ciclo de congelamiento tiene una separacion de fases casi imperceptible como
se sefala con la flecha roja, sin embargo el mejor resultado se obtiene cuando la pelicula
posee glicerol y ademas un ciclo de congelamiento generando una pelicula totalmente
homogénea en su superficie, este dato corrobora lo antes descrito con el efecto que

tiene el ciclo de congelamiento para las peliculas de fibroina.
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Figura 14 imdgenes SEM de las peliculas de a. fibroina 3:1 PVA v/v con glicerol;
b. fibroina 3.1 PVA v/v sin glicerol; c. fibroina 3.1 PVA v/v con glicerol y ciclo de

congelamiento.

La figura 15 muestras las peliculas obtenidas con sericina/PVA 1:1 v/v, para los
diferentes tratamientos no se observa separacién de fases, solo para la figura 15.b que
corresponde a la pelicula que no posee glicerol y no tiene ciclo de congelamiento se da
una aparicion de valles, lo cual se puede asociar a que no hubo la mejor interaccién entre
los dos polimeros, debido a la falta de glicerol como plastificante, los puntos blancos se
pueden asociar a la presencia de iones de sodio que no se eliminé en las dialisis, tal como
pasoé con el calcio en las peliculas de fibroina, este elemento no es nocivo puesto que
existe apdsitos obtenidos con alginato de sodio [9][10], ademads en los exudados uno de

sus iones es sodio [7].

93



’

20KV X2,000 - 10pm : 20KV X2,000  10pm

C 14KV X2,000  10pm d 14kV  X2,000 10um

Figura 15 imdgenes SEM de las peliculas de a. sericina 1:1 PVA v/v con glicerol;
b. sericina 1.1 PVA v/v sin glicerol; c. sericina 1.1 PVA v/v con glicerol y ciclo de
congelamiento cubierta; d. sericina 1.1 PVA v/v sin glicerol y ciclo de congelamiento

cubierta.

La figura 16 la cual corresponde a las peliculas de sericina/PVA 2:1 v/v, se logra
evidenciar como los ciclos de congelamiento mejora la homogenizacién de la pelicula,
observandose peliculas mds homogéneas, lo que no sucede con las peliculas que no
tienen este tratamiento (figura 16.a y 16.b) puesto que reflejan una especie de
separacion entre los polimeros, formando una textura rugosa, también se nota que las
peliculas que tiene glicerol tienden a formar aglomerados en la peliculas, este fendmeno
puede darse debido a las cargas tanto de los polimeros como del glicerol, puesto que la

sericina esta compuesta de aminoacidos polares como no polares [11].
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Figura 16 imdgenes SEM de las peliculas de a. sericina 2:1 PVA v/v con glicerol;

b. sericina 2.1 PVA v/v sin glicerol, c. sericina 2.1 PVA v/v con glicerol y ciclo de

congelamiento, d. sericina 2.1 PVA V/V sin glicerol y ciclo de congelamiento.

En la figura 17 se muestran las peliculas obtenidas con sericina/PVA 3:1 v/v, se puede
distinguir que la pelicula que no tiene glicerol ni ciclo de congelamiento (figura 17. b),
hay una separaciéon de los polimeros y aglomeracion de la sericina, mientras que para
las peliculas que poseen glicerol independiente que no tengan ciclo de congelamiento

este fendmeno no se presenta.
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Figura 17 imdgenes SEM de las peliculas de a. sericina 3:1 PVA v/v con glicerol;
b. sericina 3.1 PVA v/v sin glicerol; c. sericina 3.1 PVA v/v sin glicerol y ciclo de

congelamiento cubierta.

Las imdgenes obtenidas mediante la microscopia electrénica de barrido (SEM),
corroboraron lo que se observaba a una escala del ojo humano, ademas se pudo notar
como la adicién del plastificante mejord considerablemente la interaccidon entre los
polimeros, esta técnica permitié observar cdmo se obtenia peliculas homogéneas para
fibroina como para sericina sometiéndolas a un ciclo de congelamiento, siendo la
introduccion del proceso mas relevante para la fibroina, puesto que sin este tratamiento
se genera una separacion de fases aun con la presencia de glicerol, este elemento en la
peliculas de sericina ayuda a tener mayor absorcion de agua [12], peliculas compuestas
de fibroina adicionando glicerol generaron peliculas mas flexibles tal como se verificé en

este estudio [13].

Las micrografias mostradas en las anteriores figuras, para peliculas monocapa, indicaron
gue no habian poros esta propiedad es necesaria para la elaboracién de apdsitos puesto
que se necesita que haya un intercambio gaseoso para ayudar al crecimiento de células

que estan encargadas del proceso de cicatrizacion [14].
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5.3.3. Mojabilidad

En la figura 18 se encuentran los datos para el dngulo de contacto inicial, tanto para las
muestras congeladas como sin congelar, este angulo de contacto fue dinamico, puesto
que fue variando en el tiempo hasta llegar a cero. Las muestras poseen un
comportamiento hidrofilico, existe una tendencia para las muestras de fibroina
congeladas de poseer un mayor angulo de contacto inicial, esto se debe a la
homogeneidad de la muestra y al tipo de estructura que posee la fibroina, para las
muestras de sericina tanto congeladas como sin congelar y con glicerol o sin glicerol, se
evidencia que a mayor porcentaje de la solucién de sericina se presenta un mayor angulo
de contacto inicial, cabe resaltar que después de 30 segundos la pelicula de sericina
absorbio la gota depositada, teniendo un dngulo de contacto de cero, lo que indica que

estas peliculas tienen alta mojabilidad o super hidrofilicidad.

Al comparar el dngulo de contacto entre las muestras de fibroina y sericina este es mayor
para las muestras de fibroina, lo cual posiblemente es debido a la presencia de ldminas
B, este resultado tiene similitud con lo encontrado por Sayed , M.M. et al 2019 [15], el
cual registroé el dngulo de contacto para un compuesto de nanofibras de PVA y fibroina,
si bien este estudio no registra un angulo de contacto dinamico o equilibrio de
hinchamiento para este compuesto, es debido a la forma de elaboracién de los parches
obtenidos, puesto que la fibroina queda estructuralmente en |laminas B y registran
angulos de contacto de 85°, el valor maximo obtenido en este estudio para el compuesto
de fibroina/PVA es de 73°, cercano al valor registrado por Sayed , M.M. et al 2019, R.
Artheet al (2019) registré un valor similar para una pelicula de fibroina alrededor de los

80 ° [16], confirmando asi lo obtenido en este estudio
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Figura 18 Valores de dngulo de contacto para las diferentes formulaciones de peliculas

De la figura 19 y 20, se puede observar el comportamiento hidrofilico de las peliculas
preparadas, notando un angulo de contacto dinamico tendiente a cero, con una
velocidad mayor para las peliculas de sericina como lo registra Tao, G et al 2019, donde
se logra evidenciar un tiempo de 2 segundos para alcanzar el equilibrio de hinchamiento
[1], en las peliculas obtenidas en este estudio este tiempo fue de 30 segundos, mientras
que para la fibroina tarda aproximadamente 16 minutos, esto se debe al tipo de
estructuras en la que se puede encontrar la fibroina sean laminas B o helicoidal, esta
propiedad de hidrofilicidad es de gran relevancia debido a que se requiere que el apdsito
final se mantenga adherido a la herida, lo que ayuda a retener el exudado de las heridas

mejorando el tiempo de cicatrizaciéon [1].
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b.
Figura 19 Angulo de contacto pelicula de fibroina a. Contacto inmediato b. Contacto 16

minutos después.

b.
Figura 20 Angulo de contacto pelicula de sericina a. contacto inmediato b. contacto 30

segundos después.
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5.3.4. Ensayo de degradabilidad

El ensayo de degradabilidad es de gran relevancia puesto que se busca que la
degradabilidad sea controlada, si esta se da rapidamente provoca que aparezca gran
cantidad de exudado lo que favorece el crecimiento de bacterias, y si es muy lenta se
genera un estrés en los tejidos, es por esto que este proceso debe ser optimo y que
coincida con los procesos de regeneracion del tejido para la reparacion de la herida [17].
En las figura 21 se muestran los resultados obtenidos para el ensayo de degradabilidad
para las peliculas compuestas de fibroina con y sin ciclo de congelamiento, se observa
que para ambos ensayos y las diferentes formulaciones en las primeras 24 horas es
donde se presenta incremento sustancial de la pérdida de masa similar, para las
muestras obtenidas sin el ciclo de congelamiento no superan el 20% de degradabilidad,
caso contrario con una de las muestras obtenidas con el ciclo de congelamiento, este
ensayo fue de cardcter destructivo puesto que cada dos dias se retiraban un lote de
muestras para ser medido, el tiempo maximo que duraron las muestras en PBS con
recambio de PBS cada dos dias fue de 8 dias siendo este el ultimo valor registrado, este
ensayo se rigié bajo la norma ASTM F1635 [18], el tiempo de permanecia de un apdsito
en una lesién estd asociado con la gravedad de la lesidn y las condiciones del paciente

[19].
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Figura 21 Degradacion de peliculas de fibroina con ciclo de congelamiento con glicerol

y sin ciclo de congelamiento con glicerol.
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En las figuras 22, se observan los ensayos de degradacién para las peliculas de sericina,
estas difieren en un ciclo de congelamiento, se evidencia que las muestras tienen un
comportamiento creciente y similar de pérdida de masa a las 24 horas, , se puede notar
como la muestra obtenida por el ciclo de congelamiento con el mayor porcentaje de
sericina presenta una mayor pérdida de masa en las primeras 24 horas alcanzado un 29
% en este tiempo, sin embargo esta muestra presenta una barra de error considerable
es decir los valores con los cuales se obtuvo el promedio de esta difieren de gran manera,
tanto para las muestras con y sin ciclo de congelamiento la pérdida de masa no supera el
35 % resultado de gran relevancia puesto que la estructura del apdsito se puede
garantizar en los primeros ocho dias donde ocurre el proceso de inicio de la cicatrizacién,
cabe resaltar que la muestra S 3:1 SG con ciclo de congelamiento tiene un
comportamiento diferente al resto de las muestras, esto se pudo presentar por la
deposicion de sales, que no se desprendieron después de lavarlas con agua destilada,
también se puede notar que la muestra con mejor comportamiento es lase S 1:1 SG sin

ciclo de congelamiento, manteniendo los niveles de perdida muy bajos.
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Figura 22 Degradacion de peliculas de sericina sin glicerol con ciclo de congelamiento y
sin ciclo de congelamiento.

En las figura 23 se observan los ensayos de degradacién para las peliculas de sericina

con la adicién de glicerol, estas difieren en un ciclo de congelamiento a las cuales se les
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adiciond glicerol como plastificante, se nota que para ninguno de los tratamiento en las
primeras 24 horas se supera el 30 % de degradabilidad, y que la pérdida de masa es
directamente proporcional al aumento de la solucién de sericina usado, se puede
observar que la muestra S 1:1 CG con ciclo de congelamiento, tiene un comportamiento
diferente a los valores obtenidos, esto se puede deber a que las muestras cuando se
lavaron con agua destilada para retirar las sales del PBS, perdieron su integridad y parte
de la muestra. Con respecto al ciclo de congelamiento, no se puede concluir que
disminuya la pérdida de masa, puesto que los valores para cada composicién son muy
similares, al comparar los resultados obtenidos en la figura 22 y 23, no se puede definir
que el glicerol afecte los resultados en el ensayo de degradacidn, puesto que se obtienen

valores similares para las muestras de las mismas proporciones.
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Figura 23 Degradacidn peliculas de sericina con glicerol con ciclo de congelamiento y
sin ciclo de congelamiento.

En los resultados mostrados para el ensayo de degradabilidad se puede observar la
tendencia, tanto para las peliculas de fibroina como de sericina, se da una pérdida mas
rapida de masa inicial en las primeras 24 horas, sin embargo en el dia 5 y 8, algunas de
las muestras no presentan pérdida de masa, por el contrario tienen una ganancia de
masa, esto se asocia a las sales presentes en la solucidn de PBS, las cuales se adhieren a

la superficie de las peliculas arrojando asi este resultado.

102



Para todas las formulaciones se evidencidé que no existe una pérdida de masa superior
al 40%, exceptuando la muestra de sericina/PVA 2:1 v/v con glicerol obtenida con ciclo
de congelamiento (figura 23), esto se debe a la variabilidad del resultado de las réplicas
por lo que se da una barra de error tan amplia, esta pérdida de masa obtenida es
conveniente puesto que las peliculas son estables y permiten tener un tiempo adecuado

en contacto con la herida [20].

También se observd que a mayor cantidad de polimero ya sea fibroina o sericina
aparecia una mayor cantidad de pérdida de masa, lo que lleva a inferir que lo que se
esta degradando en las diferentes peliculas son estos polimeros y no el PVA, quien ayuda
a darle propiedades mecanicas a las diferentes peliculas, tal como lo describe Sayed,

M.M et al 2019, donde para compuestos electro hilados de fibroina/PVA ocurre el

mismo fendmeno [15].

Para las peliculas de sericina las cuales tuvieron la variaciones del uso de glicerol como
plastificante y el ciclo de congelamiento, se compard las muestras que no tenian ciclo
de congelamiento sin glicerol con las que si lo contenian (figuras 23 y 25), se puede notar
como las peliculas con glicerol presentan menor porcentaje de degradabilidad, esto
debido a que se genera una mayor interaccidon entre los polimeros dejando menor
cantidad de moléculas libres [2], mientras que para las peliculas congeladas la menor
degradabilidad la tiene las peliculas sin glicerol, sin embargo, los valores son muy
semejantes para todas las formulaciones; por lo cual esta variable no se considera con

un efecto apreciable en las caracteristicas de las peliculas.

5.3.5. Resistencia mecanica

Tanto la deformacién como el esfuerzo se realizaron bajo la norma ASTM D 638 [21], y
se trataron como polimeros elastdmeros, debido a que se dejan deformar en gran
proporcién. La figura 24 muestra cual fue el maximo esfuerzo que alcanzaron las
peliculas de fibroina en sus diferentes formulaciones, al comparar el esfuerzo maximo
obtenido en las peliculas de fibroina con y sin ciclo de congelamiento, es notorio que las
gue tienen congelamiento poseen una mayor resistencia a la traccién, Priyanka P et al

(2019), evaluo la resistencia mecanica para hidrogeles compuesto de fibroina y PVA y
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encontré resistencia a la traccidon no mayor a los 10 MPa, este valor fue inferior a lo
obtenido en este estudio, pero se puede confirmar que la composicidn fibroina/PVA sin
ciclos de congelamiento posee menores propiedades mecanicas que si se les realiza el
ciclo de congelamiento [22], siendo la pelicula con la composicién fibroina/PVA 2:1 v/v
la de mayor valor con aproximadamente 42 MPa, puesto que para aplicacién en apdsitos

se debe tener una resistencia mayor a 1 MPa [12].

Al observar los resultados para las muestras de sericina que no tienen adicién de glicerol
se evidencia que se tienen resultados muy semejantes tanto con y sin ciclo de
congelamiento, con una leve tendencia a ser mayor en las peliculas que no tienen ciclo
de congelamiento, pero para ambas metodologias se evidencia que el aumento de
sericina hace que disminuyan las propiedades mecanicas de las peliculas; para las
peliculas de sericina con la adicidon de glicerol, estudios registran la fabricacion de
peliculas de sericina/PVA vy sericina/PVA/ glicerol, la cualidad mas importante que
registran con la adicidn de glicerol es el mejoramiento en la flexibilidad de las peliculas
obtenidas[12][23], sin embargo lo obtenido en este estudio revela que la flexibilidad con
o sin la adicién de glicerol es similar, cabe resaltar que todos los resultados obtenidos
son adecuados debido a que la piel registra una resistencia a la traccion entre 1 y 32

MPa [12].
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Figura 24 Esfuerzo mdaximo de las diferentes peliculas.
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La figura 25 se observa como fue la deformacion de las peliculas en el ensayo de traccion,
se evidencia que el ciclo de congelamiento mejord esta propiedad en las peliculas
obtenidas; este mismo resultado fue descrito en un estudio donde realizaban ciclos de
congelamiento y descongelamiento de hidrogeles de sericina/PVA, sin embargo, este
estudio realiza tres ciclos de congelamiento y descongelamiento, obteniendo un
esfuerzo maximo de 2.8 MPa y una elongacion mdaxima de 135 % [1], dichos valores que
son menores a los obtenidos con un solo ciclo de congelamiento en el presente estudio.
En los resultados de la figura 27 se nota para cada composicidon que existe una gran
diferencia en los valores maximos. Los mejores resultados los presenta la composicion
fibroina/PVA 2:1 v/v con una deformacién de 220 %, para las peliculas de sericina sin
glicerol la formulacién que mejores resultados presenté fue sericina/PVA 2:1 v/v,
mientras que las que poseian glicerol la mejor formulacion fue sericina/PVA 3:1 v/v, esta
propiedad es de gran importancia debido a que los apdsitos deben tener la capacidad
de moldearse a la geometria de la zona afectada, estudios registran una deformacién
menor al 90% en compuestos de sericina/PVA sin adicidn de glicerol [24], cabe resaltar
que las peliculas obtenidos en estos no poseen ciclos de congelacién lo que corrobora
gue este tratamiento mejora tanto la resistencia al esfuerzo como la deformacién, para
peliculas de fibroina/PVA se registran porcentajes de elongacion alrededor del 100%
[22], en este estudio las peliculas de fibroina 1:1 v/v fue aproximadamente del 40%, sin
embargo cuando se realizé el ciclo de congelamiento este porcentaje se incremento al
170%, lo cual confirma que también para este polimero el ciclo de congelamiento mejora

esta propiedad.
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Figura 25 Porcentajes de deformacidn de las diferentes peliculas.

Dados los resultados anteriores de morfologia, mojabilidad, degradacién y resistencia
mecanica se procedid a escoger la mejor pelicula tanto para sericina como fibroina, con
el fin de realizar el apdsito multicapa. Para las peliculas de fibroina se eligid la
composicion fibroina/PVA 2:1 v/v con glicerol y ciclo de congelamiento, debido a que
posee buena resistencia mecdanica, su deformacion es la mejor de todas las peliculas con
220 %, para el ensayo de degradabilidad en las primeras 24 horas tiene una pérdida de
masa del 20 % y a los ocho dias no alcanza un 25 %, porcentaje que es intermedio para
este ensayo; no obstante se considera un resultado favorable, el dngulo de contacto al
ser cero a los 16 minutos para todas las peliculas no tienen incidencia para la escogencia
de las peliculas. Para las peliculas de sericina se eligié la composicidn sericina/PVA 2:1
v/v sin glicerol y con ciclo de congelamiento puesto que posee una deformacion del 200
% y ademas tiene la mayor resistencia a la traccion, en el ensayo de degradabilidad esta
peliculaalas 24 horasesde 5 %y alos ocho dias del 15 % de pérdida de masa. Se destaca
el hecho de que, si bien otras peliculas tenian valores cercanos en las diversas
propiedades, también se tuvo en cuenta en la seleccién que tuviera la mayor cantidad
de fibroina o sericina, cabe resaltar que el ensayo de mojabilidad dio resultados bastante

favorables; puesto que el angulo de contacto tendid a cero, lo que indica que las
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peliculas son super hidrofilicas tanto para las peliculas compuestas de sericina y como

para las peliculas de fibroina.

Conclusiones

. El compuesto de fibroina/PVA tiende a formar separacion de fases, es necesario
el uso de un plastificante para mejorar la interaccién entre los dos polimeros, por lo
tanto, con la adicion de glicerol las peliculas modifican su morfologia quedando
homogéneas.

° El compuesto de sericina/PVA tiende a formar peliculas homogéneas aun sin el
uso de un plastificante.

. Las peliculas de fibroina/PVA y sericina/PVA son super hidrofilicas y alcanzan un
equilibrio de hinchamiento en el tiempo, condicidn que las hace éptimas para el uso en
apositos.

° La pérdida de masa tanto para las peliculas de sericina y de fibroina, se da de
forma mds rapida en las primeras 24 horas, esto debido a la cantidad de moléculas libres
de los dos polimeros, para tiempos mds prolongados se inicia una degradacidn mas
estable llegando a valores cercanos al 40 %.

° Ambos compuestos fibroina/PVA y sericina/PVA poseen propiedades mecdnicas
Optimas en todas sus formulaciones para ser usados como apésitos.

° Realizar un ciclo de congelamiento durante la fabricacidn de las peliculas mejora
las propiedades mecanicas de las peliculas finales, ademds de la interaccién entre los

polimeros eliminando la separacién de fases.
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CAPITULO VI: ELABORACION Y EVALUACION DE APOSITOS MULTICAPA

6.1. Introduccion
En este capitulo se presentan la metodologia y los resultados del proceso de fabricaciéon

de apdsitos compuestos de fibroina, sericina, PVA y AgNPs. Se obtuvieron apdsitos
multicapas a los cuales se les evalud resistencia a la tracciéon, mojabilidad, porcentaje de
hinchamiento, poder antimicrobiano y citotoxicidad; ademds se caracterizaron
mediante Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier (FTIR) y microscopia
electrénica de barrido (SEM), con el fin de determinar ciertas propiedades requeridas
para su aplicacion en curacion de heridas. Se pudo determinar que los apdsitos
obtenidos tenian buena porosidad, ademds de una capacidad de retener fluidos
bastante elevada, ademds de ayudar a la proliferacién celular; en la prueba
antimicrobiana se pudo determinar que si bien no poseia un halo de inhibicidon
considerable no existia una adicion de los microrganismos al disco impregnado con las
soluciones de los apdsitos trabajados, lo que sugiere que el apdsito tiene cierta
capacidad antimicrobiana. Como resultado importante, los apdsitos evaluados no
presentaron efecto citotéxico sobre fibroblastos, mostrando el potencial de aplicacién

de este biomaterial.

6.2. Materiales y métodos

6.2.1. Elaboracién de apositos
Para la elaboracién de los apdsitos multicapa, se fabricé primero la pelicula de sericina

la cual fue seleccionada como presentado en el capitulo 5, cuya composicidon fue
sericina-PVA 2:1 v/v sin la adicion de glicerol, cuando esta pelicula estuvo
completamente seca, se vertid sobre ella la solucién de fibroina con la composicién
fibroina-PVA 2:1 v/v con la adicion de glicerol en un 50% con respecto a la concentracion
del polimero ya sea fibroina o sericina en peso. Para verificar la influencia del porcentaje
de nanoparticulas de plata AgNPs, a la solucidn de fibroina se le adicionaron porcentajes
de AgNPs en 1% y 2 %con respecto al volumen total de la pelicula, y se realizd el

tratamiento de congelacién y secado.
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En la figura 1 se ilustra el procedimiento seguido para la elaboracién de los apdsitos.

Sohn o parcma « VA

ol ] el 8 e

)

Figura 1 Metodologia para la elaboracion de los apdsitos multicapa.

6.2.2. Caracterizacion

6.2.2.1. Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier (FTIR)
Con la finalidad de determinar cdmo variaban los grupos funcionales y componentes

principales de la fibroina y sericina con la adicién de las AgNPs, se procedid a realizar un
analisis infrarrojo de una porcién de un scaffold mediante ATR usando un equipo
SHIMATZU IR-TRACER 100 en un rango de barrido entre 400 y 4000 cm™y un nimero de

ciclos de 24.

6.2.2.2. Microscopia electrénica de barrido (SEM)
Para observar la morfologia de las peliculas y verificar si en los apdsitos obtenidos se

lograban apreciar las diferencias en las capas se utilizd la técnica de microscopia
electrénica de barrido (SEM). Este ensayo se realizd en un microscopio electrénico de

barrido marca JEOL-JSM 6490 LV, el cual opera con una aceleracién de voltaje de 20

6.2.2.3. Mojabilidad
La mojabilidad de las peliculas fue evaluada usando el equipo de dangulo de contacto

DataPhyssics OCA15, con un tamafo de gota de 0.5 ul, este ensayo se realizd para
observar si los apdsitos obtenidos eran hidrofébicos o hidrofilicos, puesto que para la
aplicacion en apdsitos estas deben ser hidrofilica para que interactien con el exudado

de las heridas.
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6.2.2.4. Propiedades mecanicas
El ensayo de traccidn se realizé en una maquina universal de ensayos marca SHIMADZU

AGSD 50 KN con una celda de carga de 5 ton, bajo la norma ASTM D638. Se cortaron las
peliculas en trozos de 2 cm de ancho y 5 cm de largo, la velocidad de carga fue de 20
mm/min, este ensayo se hizo por triplicado para cada tipo de pelicula, lo cual permitio
ver el comportamiento a la tensidon de las peliculas obtenidas, y sacar informacidn

relevante como el esfuerzo maximo y la deformacién maxima que poseian laspeliculas.

6.2.2.5. Capacidad de hinchamiento
Este ensayo se hizo bajo la norma ASTM-D570 durante 48 horas, con la finalidad de

observar cual era la capacidad de los apdsitos obtenidos de retener fluidos, para ello se
recortaron trozos de los apdsitos de 1 x 1 cm, y se sumergieron en agua destilada,
posteriormente se observaron las variaciones en el peso himedo, hasta que este fuera

estable.

6.2.2.6. Ensayo antimicrobiano
El ensayo antimicrobiano se realizé siguiendo el manual de pruebas de suceptibilidad

antimicrobiana (NCCLS), mediante la técnica de difusion por disco, para esto se
recortaron discos de aproximadamente 5 mm de didmetro de papel filtro y se
impregnaron con las soluciones de los apdsitos; se trabajaron con cepas ATCC de
Escherichia coli como bacteria Gram negativa y Staphylococus aureus como bacteria
Gram positiva a una concentracion de 0.6 en escala de McFarland. Los triplicados del
ensayo se hicieron en tres dias diferentes para garantizar independencia entre los
resultados y tener una validez estadistica, el cultivo se hizo en agar nutritivo, teniendo
como control positivo la clorhexidina y como control negativo solucidn salina, cada disco

fue impregnado con 8 ulL de las diferentes formulaciones.
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6.2.2.6. Ensayo de citotoxicidad
La evaluacion de la viabilidad celular se realizé sobre las peliculas de fibroina y sericina,

evaluando si los polimeros eran toxicos de manera individual y funcionando estos como
grupos control, también se hizo evaluacion sobre de las peliculas de fibroina con
concentraciones de plata al 1y 2 % esto para determinar si la fibroina era nociva con la
adicion de AgNPs como control negativo se utilizo la sal precursora de las AgNPs la cual
es AgNOs, puesto que si esta no se redujo completamente los apdsitos no tendran la
viabilidad celular esperada. Los apdsitos multicapa SS/SF 1 % y 2 % Ag también fueron
ensayados. Todas las muestras se colocaron en contacto con células NiH3T3,
fibroblastos de ratdn, en una cantidad de 5x10° células NiH3T3, cultivadas con medio
DMEM 10 % SFB, en atmdsfera de CO25 % y un tiempo total de cultivo celular de 24 h.
La viabilidad se determind mediante el reactivo de resazurina, si este se torna rosado

existe viabilidad celular, mientras que si se torna azul no hay viabilidad celular.

En la figura 2 se puede observar cémo fue la distribucién de las muestras en los platos

de cultivo.

SS/Fs+  SS/Fs+ Células
F1%Ag  F2%Ag Ag 1% Ag 2% ST F (ctrl) S5 (ctrl) AgNO;

QO O
O O
© O

e J:':’

Figura 2 Esquema de trabajo perteneciente a los diferentes tratamientos evaluados en

linea celular NiH3T3.

113



6.3. Resultados y andlisis
6.3.1. Soluciones de fibroina con AgNPs
En la figura 3 se puede observar las soluciones de fibroina con AgNPs, se evidencia que

a mayor porcentaje de AgNPs la solucidn se torna mas café, esto debido a que la solucidn

de AgNPs es de color marrén como se mostré en el capitulo 3.

tm*‘—/'ﬁ——fﬁ
ok i Y
a b

Figura 3 Soluciones de a. fibroina con AgNPs al 1% v/v; b. fibroina con AgNPs 2% v/v.

6.3.2. Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier (FTIR)
Se evidencia en la figura 4 que no aparecid el pico alrededor de 1277 cm ! el cual

corresponde a NOslibre en la solucidn, elemento presente en la sal precursora y el cual
es citotdxico, al no aparecer este pico se puede confirmar que el AgNOs3, fue reducido a

su totalidad a AgNPs, ademas se observa los bandas caracteristicas de las amidas |, Il y

. [1].
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Fibroina + PVA fibroina + 1% AgNPs fibroina + 2% AgNPs

Figura 4 FTIR de las peliculas con adicion de AgNPs.
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6.3.3. Apositos obtenidos

En las figuras 5 y 6 se observan los apdsitos obtenidos, en la figura 5 se visualizan los
apositos compuestos de fibroina y AgNPs al 1y 2 % respectivamente, los cuales tenian
un espesor aproximado de 0.03 mm, estos son porosos debido posiblemente a la adicion
de AgNPs, estos apdsitos al tacto son resistentes y flexibles: Los apdsitos mostrados en
la figura 6 son los constituidos de fibroina/sericina + AgNPs al 1y 2%, los cuales son
multicapa, tenian un espesor de 0.07 mm aproximadamente, en ellos se observa un lado
rugoso que corresponde a la capa mas externa compuesta de fibroina y AgNPs, el lado
contrario compuesto de sericina es liso, lo cual ayudaria a la adherencia con la herida
debido a que la sericina posee un componente pegajoso puesto que esta ayuda a unir
los hilos de seda, ademas de su excelente hidrofilicidad [3], al tacto se sintid que a mayor

porcentaje de AgNPs se presentaba una mayor rugosidad.

Figura 6 Apdsito compuesto de a. fibroina/ sericina + AGQNPs 1%; b. fibroina/sericina +

AgNPs 2%.

115



6.3.4. Microscopia electronica de barrido (SEM)
En la figura 7 se observa la superficie del apdsito de fibroina con AgNPs al 1y 2 %

respectivamente, es notorio que no existe una diferencia entre los apdsitos, formando
apositos lisos y homogéneos en la superficie, lo cual muestra como es realmente el
aposito a nivel micro, esto puede deberse que lo generado eran burbujas de aire
generadas en la superficie del apdsito, las fisuras presentadas no se deben al proceso de
elaboracion de estos sino al haz de electrones producido por el equipo para observacién,
que deteriora la muestra. No se logran visualizar las AgNPs debido a que este equipo
alcanza a una resolucién maxima de 100 nm, y las AgNPs estan por debajo de este valor,
sin embargo, se logran ver puntos con mayor intensidad de luz para las AgNPs al 2 %
como se sefiala en la figura 7.b, esto puede indicar que es una nanoparticula mayor a los
100 nm o calcio proveniente del proceso de extraccién de la fibroina; no obstante, no

pudo ser verificado.

© X10,000 1pm 20kV  X10,000  1pm

a b
Figura 7 Apdsito de a. fibroina + PVA + AgNPs 1% v/v; b. fibroina + PVA + AgNPs 2%
v/V.

En las figuras 8 y 9 se observan las micrografias en un corte transversal, donde se
evidencia la aparicion de dos capas, una caracteristica que se buscaba en los apésitos, la
capa superior estd compuesta por fibroina y AgNPs al 1% esta es de apariencia rugosa,
mientras que la inferior se compone de sericina y es lisa, se logra apreciar la aparicién
de poros, en las dos capas, cualidad importante a la hora de elaborar apdsitos [2], estos
poros no se apreciaban en las peliculas presentadas en el capitulo 5, si bien el corte de

la muestra favorece observar los poros, en la figura 11 se evidencia que en la superficie
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también existen poros, por lo cual se puede afirmar que proceso de elaboracién de los
apositos multicapa crea poros en su estructura. Para la capa compuesta de fibroina se
tiene un poro de un tamafio aproximado a los 0.8 um y para la de sericina de 0,5 um, se
evidencia que los poros estas distribuidos de manera aleatoria en las capas lo que
favorece el intercambio gaseoso. La figura 9 muestra la separacion de las capas esto se
hizo elevando el flujo de electrones hacia la pelicula con lo que tiende a degradarse, se
logré confirmar que existen dos capas, ademds que al interior de la capa de sericina se

evidencia la presencia de los poros antes mencionados.

Figura 8 Apdsito multicapa de fibroina / sericina + AGQNPs 1% a 1000 X

20kV  X4,000 5um

Figura 9 Apdsito multicapa de fibroina / sericina + AGNPs 1% a 4000 X
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En las figuras 10, 11 se presentan los apdsitos generados con la adicidn de 2% de AgNPs,
se observa en la figura 10 que al igual que al 1% de AgNPs el material se compone de
dos capas, ademds de la diferencia en su textura siendo mas rugosa la que estd
compuesta de fibroina, para este apdsito se observa en la figura 11 una porosidad mayor
en la regién superior del apdsito que corresponde a la fibroina de aproximadamente 4.5
pum, y para la parte de sericina de aproximadamente de 1 um, estas medidas fueron
tomadas con el software del microscopio electrénico de barrido, en la figura 12 se puede
observar la textura superficial del apdsito es notorio la porosidad ademds de una textura

rugosa.

Figura 10 Apésito multicapa de fibroina / sericina + AgNPs 2% a 500X

e

Figura 11 Apésito multicapa de fibroina / sericina + AGQNPs 2% a 500 X
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Tanto para los apdsitos con 1 % como para los de 2 % de AgNPs, se pudo observar
claramente la formaciéon de un apdsito multicapa, asi se puede aislar la herida de mejor
manera puesto que la capa de sericina ayuda a adherir el apésito a la herida, mientras
que la capa exterior compuesta de fibroina y AgNPs protege a la herida de
microorganismos, cabe resaltar que no se registra en la literatura con la busqueda
realizada a la fecha, ningun estudio donde se elabore apdsitos multicapa con polimero
naturales como se obtuvieron este trabajo, ademas de garantizar una porosidad para el
intercambio gaseoso y ayudar a la regeneracién del tejido, propiedad que no se
registraba en las peliculas compuestas de fibroina/ PVA y sericina/PVA, mostradas en el
capitulo 5, esta propiedad fue registrada por Gang T et al (2019), donde elaboraron
apositos compuestos de sericina/PVA y AgNPS, donde obtenian un porosidad entre los
20290 um [3], Raho R et al (2019) registro que la adicién de AgNPs cambia la morfologia

de hidrogeles compuestos de fibroina y carboximetilcelulosa (CMC).

6.3.5. Mojabilidad

Para el ensayo de mojabilidad se obtuvieron los resultados presentados en la figura 12,
este fue el dngulo de contacto inicial en donde se evidencia que en el apdsito de fibroina
con AgNPs, el angulo de contacto es directamente proporcional al aumento del
porcentaje de AgNPs, cabe resaltar que con el paso del tiempo este angulo tendidé a cero,
para la fibroina en aproximadamente 10 min, y para la sericina 30 segundos. Se evalud
en el apésito multicapa cada una de las capas, se pudo notar que no existe un patrén
definido para cada capa, sin embargo al volverse cero se confirma que los apdsitos
obtenidos son hidrofilicos [4] corroborando los resultados obtenidos en el capitulo 5,
para la fibroina se evidencia la presencia de grupos hidrofébicos debido al angulo inicial
y al tiempo en que el dngulo de contacto se vuelve cero tal como se registré en el
capitulo 5 corroborando asi lo descrito por Sayed, M.M et al (2019) M. M. [5], se pudo
notar que la primera capa tenia un angulo de contacto mas bajo que la segunda, lo que
da un indicio de que la segunda capa es de fibroina y la primera de sericina, ademas del
tiempo en que este angulo sea cero, que para la parte compuesta de sericina siempre

es menor, el comportamiento de la capa de sericina es importante puesto que esto
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ayuda a retener el exudado y a adherir el apésito a la herida [3]. Un aspecto positivo de
este tipo de apdsitos es que no es necesario retiralo constantemente puesto que al ser
elaborados con polimeros naturales estos son biocompatibles y pueden estar en
contacto con la piel durante largo plazo, esta es una ventaja con respecto a los polimeros
sintéticos los cuales deben ser retirados y si estos se adhieren a las heridas y los

pacientes sufren gran dolor cuando se retira el vendaje o apdsito [6].
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Fibroina + 1% AgNPs Fibroina +2% AgNPs  FS/SS + 1% AgNPs FS/SS + 2% AgNPs
Muestra

w A U1 OO N O WO
©O O O O o o o
H

Angulo de Contacto (°)
N
o

=
o o

M Fibroina+AgNPs M Zona Rugosa (Fibroina) Zona Lisa (Sericina)

Figura 12 Angulo de contacto de los apdsitos.

6.3.6. Resistencia mecanica
La figura 13 permite observar cdmo fue la deformacidn de los apdsitos en el ensayo de

traccion, se evidencia que a menor concentracidon de AgNPs hay una mayor deformacién
del material, y que al estar en multicapa no hay una diferencia entre los valores llegando
a un maximo para estos de 132 %. En relacion con lo obtenido en el capitulo 5 se puede
observar que la adicion de AgNPs disminuye considerablemente la deformacidn puesto
que la pelicula de fibroina 2:1 con glicerol, congelada y sin esta adicion de AgNPs (Figura
25, capitulo 5, el valor de deformacién es de 220 %y para 1%y 2% de AgNPs los valores
son de 195.3 y 139.2 % respectivamente, ademas se logra evidenciar que no se tiene un
efecto sinérgico cuando se tiene los dos materiales juntos puesto que tanto para
sericina-PVA y fibroina-PVA en las composiciones trabajadas que fue 2:1 v/v, se tienen
valores por encima del 200 % de deformacidn, y los apdsitos obtienen un maximo de

132 %, sin embargo son valores de deformacion altos, se evidencia que la adicién de
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AgNPs disminuye esta propiedad. Este hecho se debe a que las particulas metdlicas son

mas duras que el polimero y actian como inhibidores de la deformacién del material.
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Figura 13 Deformacion mdxima de los apdsitos obtenidos.

En la figura 14 se muestran los resultados obtenidos para el esfuerzo maximo de los
apositos obtenidos, se evidencia el mismo comportamiento que en el ensayo de
deformaciéon donde a mayor porcentaje de AgNPs se disminuye la resistencia a la
traccion, al observar el comportamiento del apdsito multicapa se evidencia una
disminucion al adicionar mayor contenido de AgNPs, al comparar los resultados para el
aposito de fibroina con AgNPs con los resultados obtenidos en el capitulo 4 se evidencia
una disminucion considerable puesto que pasa de 42 MPa a 12.7 MPa y entre mas
porcentaje de AgNPs se da una mayor disminucion, esto debido a que se generan
burbujas de aire en la superficie y en los apdsitos multicapas se generan poros lo cual
hace que exista esta disminucién [7], se evidencia que el apdsito multicapa tiene una
resistencia baja con respecto a las peliculas individuales, sin embargo, para el uso en
aposito se requiere que la resistencia a la traccién sea mayor a 1 MPa puesto que la piel
registra una resistencia de 1 a 32 MPa [8], y los apdsitos multicapas obtenidos superan

este valor.
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Figura 14 Esfuerzo mdximo de los apdsitos obtenidos.

En los dos resultados tanto en deformacion y esfuerzo se evidencié que la adicion de
AgNPs disminuyen las propiedades de los apdsitos obtenidos en comparacién con las
peliculas por separado, este fendmeno puede pasar porque las AgNPs generaron
porosidad en el apdsito como se observé en la figuras 5, 6, 8 y 10 y los poros generados
provocan fallas a nivel estructural de cualquier material en este caso del apésito

obtenido [7].

6.3.7. Hinchamiento
De la figura 15 se puede observar que el porcentaje de hinchamiento de los apésitos

obtenidos supera el 200 %, este comportamiento es muy relevante debido a que
ayudara a retener el exudado en la herida, estudios han demostrado que apdsitos
constituidos de sericina y PVA tienen un porcentaje de hinchamiento entre el 300 % y
500 %, el entrecruzamiento de los polimeros genera una flexibilidad entre las cadenas
de los polimeros donde puede entrar el agua y retenerse [9], el resultado obtenido en
este estudio si bien esta por debajo de lo observado en la literatura, se podria decir que
es un resultado adecuado para esta aplicacion y como se menciond anteriormente
retener el exudado estimula a la regeneracién del tejido en menor tiempo, puesto que

este elemento ayuda a la formacién de colageno en la herida [10], se observa también
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que cuando se aumenta la concentracién de AgNPs se disminuye levemente el

porcentaje de hinchamiento puesto que pasa de 239 % a 221%.
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Figura 15 Porcentaje de hinchamiento para los apdsitos obtenidos.

6.3.8. Ensayo antimicrobiano
En la figuras 16 se observan las colonias de E. Coliy S. aureus con las cuales se realizé el

ensayo antimicrobiano, se realizé una inoculacién mediante el método de estriado de
placas con el fin de determinar si existe alguna contaminaciéon del medio que lleven a
una afectacidn sobre las bacterias, ademas de observar las colonias discretas con el fin
de ver caracteristicas que ayudan a identificar las colonias, se puede apreciar que las

colonias no presentan ningun tipo de contaminacioén.

Figura 16 Colonias de A. E. Coli B. S. Aureus en agar sangre.
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En la figuras 17 y 18 se observan 5 discos con didmetros de 5 mm, entre los cuales se
cuanta el control positivo para el cual se usé clorhexidina, como control negativo se usé
solucién salina, en el centro se tiene la solucion de AgNPs la cual fue usada en
concentraciones del 1% y 2% para elaborar los apdsitos, también se tiene un disco para
fibroina y sericina con PVA, puesto que estos son los elementos que constituyen los
apositos, se puede evidenciar que existe un halo de inhibicidn para el control positivo y
para la solucidn de AgNPs, tanto para E. coli como para S. aureus, también es notorio
que los polimeros no generan un halo de inhibicién al igual que el control negativo para
las dos cepas trabajadas. Este resultado para la sericina ya habia sido registrado con
estas mismas bacterias por Gang T et al (2019), quienes trabajaron este polimero como
hidrogel para la liberacidn controlada de farmacos [11]; por otro lado un estudio
realizado por Roli P et al (2019) mostré que la fibroina ante estas dos bacterias no posee
ningun efecto inhibitorio. Se corrobora entonces los resultados obtenidos para sericina
y fibroina en este proyecto. No obstante, es notorio que la solucién de AgNPs tiene un
efecto inhibitorio sobre bacterias tanto Gram positivas como Gram negativas tal como
lo registro Nassima D et al (2019) donde se evidencié este mismo comportamiento de

las AgNPs, confirmando asi la capacidad antibacteriana de este material [12].

Figura 17 Prueba antimicrobiana con E. coli para materiales individuales.
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Figura 18 Prueba antimicrobiana con S. aureus para materiales individuales.

Como se evidencia en la figura 19 el control positivo posee un halo de inhibicién de gran
proporcién, al observar los halos obtenidos para los apdsitos obtenido se pudo
determinar que tenian un didmetro de 0,51 mm para todos las composiciones, sin
embargo se observé una especie de halo alrededor de los discos, no se puede afirmar
gue sea un halo de inhibicién debido al método usado, pero si que se redujo la cantidad
de las colonias bacterianas en este lugar en comparacion con el agar, algunos autores
que han obtenido resultados similares afirman que existe un comportamiento

inhibitorio leve [13].

Figura 19 Halos de inhibicion ante S. aureus de los apdsitos obtenidos.
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En la figura 20 se muestra como 2 colonias de bacterias crecieron justo después de la
zona observada en la figura 19, la cual se le atribuye una leve capacidad inhibitoria, esta
muestra fue tomada a los 4 dias después del registro de las 24 h, si bien este dato no
hace parte del ensayo puesto que los resultados por triplicado siempre se tomaron a las
24 horas luego del cultivo, si se pudo evidenciar con este registro que si existe un
inhibicién pequeiia en la zona mas clara que da cuenta de una disminucién del
crecimiento de bacterias, y que en el disco y alrededor del aproximadamente 0.01 mm

existe inhibicion del crecimiento bacteriano.

Figura 20 Apdsito compuesto de fibroina/sericina + AGNPs 2% 4 dias después del

ensayo antibacteriano.

Como se evidencia en la figura 21 el control positivo posee un halo de inhibicion menor
con respecto al S. aureus, al observar los halos obtenidos para los apdsitos obtenido se
pudo determinar que tenian un didmetro de 0,51 mm para todos las composiciones,
este resultado es igual al obtenido contra el E. coli pero en este caso no se tuvo el indicio
de un halo de inhibicién leve, sin embargo el halo formado alrededor del disco era mas
notorio cdmo se logra observar en la figura 19, la cual es un zoom a las cuatro muestras

donde se logra apreciar lo que cubre el circulo negro en la figura 22.
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Figura 21 Halos de inhibicion ante E. coli de los apdsitos obtenidos.

0o

Fs/SS + AGNPs 2%

Figura 22 Aumento de halos de inhibicion ante E. coli de los apdsitos obtenidos.

Si bien los resultados obtenidos no presentan un halo de inhibicién considerable al
adicionar AgNPs y tampoco cuando se aumenta la concentracién de estas en los
apositos, si se pudo determinar que no existia bacterias en el disco ni alrededor de el en
aproximadamente 0.01 mm, algunos autores registran grandes halos de inhibicidn en
apositos de sericina o fibroina suplementados con AgNPs[14][9][15], sin embargo

existen otros estudios donde los halos de inhibicidon son bajos pero son atribuidos a las
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AgNPs [16], tal como es el caso de este proyecto, debido a que los polimeros

individualmente no poseen esta capacidad como se evidencid en la figuras 17 y 18.

Existen diversas hipdtesis del porque al adicionar las AgNPs al apdsito se pierde de gran
manera la capacidad antibacteriana, una de ellas es que la fibroina tiene la capacidad de
funcionar como agente reductor [17] y estan cubriendo las AgNPs de tal forma que no
les permite el contacto con el exterior, otro factor que puede ocasionar el resultado es
que al igual que lo sucedido con el ensayo de UV-Vis que se enmascaraban las AgNPs a
altos porcentajes de PVA, esté sucediendo el mismo fendmeno puesto que la capa
generada por la fibroina donde estan embebidas las AgNPs tiene un 5 % de PVA con un
peso molecular elevado, lo que ocasiona que las AgNPs al estar en menor proporcion
sean embebidas completamente por este polimero, de igual forma lo que se busca es
proteger a la herida de contaminacién por microorganismo y quedé evidenciado que si
bien el halo de inhibicidn es pequefio sobre el disco que hace semejanza al apdsito no
hubo crecimiento bacteriano, cumpliendo asi con la propiedad de tener un apdsito

antimicrobiano.

6.3.9. Citotoxicidad
Como se observa en la figura 23 existe una coloracion rosa en el plato de cultivo, lo que

indica que las composiciones fibroina + AgNPs al 1% y 2% vy el apdsito compuesto de

fibroina/ sericina + AgNPs al 1% y 2% son positivos para viabilidad celular.

Figura 23 Placa de cultivo perteneciente a las diferentes peliculas poliméricas

adicionadas con resazurina (2 horas de incubacion).
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Como se puede notar en la figura 24, las tres primeras columnas de pozos que
pertenecen a células solas, fibroina y sericina respectivamente muestran una tonalidad
rosa lo que indica que existe viabilidad celular, sin embargo la cuarta columna
correspondiente al control negativo que es AgNO3(0.1M), muestra una tonalidad azul lo
cual indica una pérdida de viabilidad celular, este resultado es muy importante puesto
que esta es la sal precursora de las AgNPs y si esta existe en los apdsitos generaria una

pérdida celular, por lo cual se puede afirmar que la sal fue reducida a AgNPs.

Figura 24 Placa de cultivo perteneciente a las peliculas control y células sin tratamiento

adicionadas con resazurina (2 horas de incubacion).

La figura 25 la cual muestra como fue la viabilidad celular de los diferentes compuestos
del apdsito, se puede notar claramente como el control negativo disminuye
significativamente la viabilidad celular, sin embargo al observar el apésito generado con
fibroina + AgNPs al 1% aumenta la viabilidad celular, un resultado importante puesto
gue se evidencia que esta composicion ayuda a la proliferacion celular, cabe notar
también que el resto de formulaciones no tiene una diferencia significativa con el control
positivo, lo que indica que los apdsitos generados no disminuyen la viabilidad celular y
al contrario mantienen estables o mejoran esta condicion. Los estudios generados para
sericina, fibroina y AgNPs muestran que la adicion de AgNPs ayuda a la proliferacion
celular siempre y cuando esté en pequeiios porcentajes, para la sericina se tiene un
efecto positivo sobre la proliferacion celular llegando a aumentar la viabilidad celular en
un 145 %, un estudio realizado en ratones demostrd que este polimero acelerd el

proceso de cicatrizacidon. Para la fibroina se ha reportado que ayuda a la
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adherencia celular, ademas que aumenta la proliferacion celular influenciado también
por la porosidad de los apdsitos, histoldgicamente se ha encontrado que el uso de
apositos con fibroina tienen una aparicion de apéndices cutaneos como vasos
sanguineos y foliculos pilosos, una caracteristica que ayuda a mejorar el aspecto del
tejido después de la lesion [1], [11], [18], [19] lo reportado en la literatura confirma lo
resultados obtenidos en el ensayo de viabilidad celular, ademds resulta de gran
importancia el hecho de obtener apdsitos porosos puesto que esto ha evidenciado un
aumento en la proliferacién celular. Este ensayo es vital puesto que a la hora de usar el
aposito en una herida no solo se espera que se disminuya la probabilidad de tener una
contaminacién por microorganismos, sino que la herida sane en menor tiempo y el

tejido reestructurado tenga condiciones similares al tejido sano.
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Figura 25 Evaluacion de la citotoxicidad de los apdsitos obtenidos en células NiH3T3

por un tiempo de 24 horas mediante resazurina.

Conclusiones
° Mediante el protocolo propuesto para la elaboracion de los apdsitos se lograron

obtener con estructura multicapa, compuesta de dos capas porosas y que parecen tener
una unién adecuada. Este apdsito presenta buena capacidad de hinchamiento y un

comportamiento mecanico influenciado por la adicidn de nanoparticulas de plata.
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° La resistencia mecdnica de los apdsitos multicapa disminuyd respecto a las
peliculas individuales, posiblemente por la presencia de nanoparticulas que actian

como concentradores de tensién.

° La fibroina y sericina no poseen un comportamiento antimicrobiano, pero si
presentan un buen comportamiento en el ensayo de viabilidad celular.

° Las AgNPs presentan una capacidad antimicrobiana igual que la clorhexidina, sin
embargo, al ser embebidas por los polimeros pierden esta capacidad, no siendo
evidente dicha propiedad en los apésitos fabricados.

° Se obtuvieron apésitos con alta viabilidad celular y con una capacidad

antimicrobiana leve.
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Conclusiones y consideraciones finales

e La realizacidon de un disefio de experimentos para la sintesis de nanoparticulas de
plata AgNPs, concluyo con la sintesis de un tipo de particulas con caracteristicas de
tamafio y concentracion optimizadas. Ademads, que la solucién de AgNPs tenian una gran
capacidad antimicrobiana contra E. coli y S. aureus

e Se pudo estandarizar un protocolo para la obtencién de sericina y fibroina, en los
cuales siempre se obtuvo el mismo valor de concentracion del polimero. Se identificaron
los grupos funcionales propios de cada biopolimero lo cual verifico los procesos
adecuados de extraccion.

e Para las peliculas fabricadas se concluye que realizar un ciclo de congelamiento
mejora considerablemente las propiedades mecanicas de las peliculas de fibroina y
sericina, que la adicidn de glicerol disminuye la separacidn de fases entre la fibroina y el
PVA, puesto que mejora la interaccién entre los materiales. Finalmente, que el PVA
ayuda a mejorar las propiedades mecdnicas de peliculas compuestas de fibroina y
sericina.

° Fue posible fabricar apdsitos multicapa de fibroina y sericina, aprovechando al
maximo cada una de las propiedades de los materiales. Los apdsitos obtenidos tuvieron
poros lo cual ayuda a mejorar el crecimiento celular, puesto que ayuda al intercambio
gaseosos. Los apdsitos obtenidos tienen alta viabilidad celular en fibroblastos, y poseen
una actividad antimicrobiana leve, lo cual los hace un candidato prometedor para su

aplicacion con quemaduras.

Como consideraciones finales se recomienda usar un PVA de menor peso molecular,
puesto que este podria estar disminuyendo la capacidad antibacteriana de los apdsitos
obtenidos debido a que embebe las AgNPs. También re recomienda realizar estudios
con los apésitos obtenidos con otras bacterias para hacer un espectro de accién mas
grande para estos, y pasar a un nivel de experimentacidn in vivo para observar como es
el comportamiento del apdsito obtenido en condiciones semejantes al de su aplicacién

en el tejido humano.
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