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RESUMEN

Introduccidn: En la actualidad, el control de hemorragias sigue siendo un problema en
el &rea de la salud, militar y deportiva, debido a las falencias y efectos secundarios que
tienen algunos materiales hemostaticos a la hora de intervenir en la activacién quimica
o fisica de la cascada de coagulacion. El siguiente trabajo, presenta el desarrollo de una
membrana electrohilada hemostética compuesta de policaprolactona y quitosano de
bajo y mediano peso molecular con el fin de evaluar su posible aplicacion en el control
de hemorragias capilares de las capas externas de la piel.

Metodologia: Para el desarrollo del proyecto se plantearon tres fases que consistieron
en el desarrollo de la membrana de PCL/QLMW y PCL/QMMW considerando el efecto
del peso molecular del quitosano en la microarquitectura del material, la evaluacion de
las caracteristicas fisicoquimicas y el comportamiento hemolitico del material
biocompuesto. Por consiguiente, se utilizo la técnica de electrospinning para obtener el
material compuesto, se realizaron caracterizaciones morfolégicas, fisicoquimicas como
microscopia electrénica de barrido (SEM), DMA, FTIR, angulo de contacto, ensayo de
degradaciéon y permeabilidad, asi mismo, se llevé a cabo ensayo de hemdlisis acorde a
la norma ISO 10993-4.

Resultados y discusion: Los resultados demuestran que el cambio en los parametros
de obtencion de membranas electrohiladas por la técnica de electrospinning, el cambio
en el peso molecular y la adiccién de quitosano al material biocompuesto disminuyen el
didmetro promedio de las fibras y alteran la microarquitectura de las membranas
obtenidas asi mismo, aparte de la presencia del quitosano en la muestra, estas
caracteristicas aumentan el médulo de Young, la humectabilidad, permeabilidad de la
membrana, ademas de favorecer un menor porcentaje de hemodlisis, el cual se
encuentra por debajo del 5 %, valor permitido para la aplicacién de dispositivos médicos
por la norma ISO 10993-4 estipulada para la evaluaciéon biolégica de productos
sanitarios.

Conclusiones: Se concluye que las condiciones de la soluciébn como viscosidad y
concentracion, asi como los parametros de electrohilatura como voltaje, flujo y distancia
entre la aguja-colector juegan un papel importante en la homogeneidad, defectos y
didmetro de fibra de las membranas de quitosano y policaprolactona. Asi mismo, los
efectos que producen la adiccién de quitosano, el peso y la interaccion molecular que
hay entre el polimero sintético y natural producen un aumento en el médulo de Young y
angulo de contacto, lo que incide en el comportamiento biodegradable, permeable y
hemolitico de la membrana.

Palabras claves: Membrana hemostatica; quitosano, policaprolactona, electrospinning,
peso molecular.
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ABSTRACT

Introduction: Currently, control of bleeding remains a problem in the area of health,
military and sports, due to the failures and side effects that have some hemostatic
materials when intervening in the chemical or physical activation cascade coagulation.
This research investigation development of a hemostatic electrohilated membrane
composed of polycaprolactone and low and medium molecular weight chitosan in order
to evaluate its possible application in the control of bleeding of the outer layers of the
skin.

Methodology: For the development of the project, three phases were proposed which
consisted of the development of the PCL/QLMW and PCL/QMMW membrane
considering the effect of the molecular weight of the chitosan on the microarchitecture of
the material, the evaluation of the physicochemical characteristics and the hemolytic
behavior of the biocomposite material. Therefore, the electrospinning technique was
used to obtain the composite material, morphological and physicochemical
characterizations such as scanning electron microscopy (SEM), DMA, FTIR, contact
angle, degradation and permeability test were carried out, as well as hemolysis test
according to 1ISO 10993-4.

Results and discussion: The results shown that change in the parameters of obtaining
electrospinning membranes, in molecular weight and incorporation of chitosan to the
biocomposite material reduce the average diameter of the fibers and modify the
microarchitecture of the membranes obtained. Moreover, besides the presence of
chitosan in the sample, these characteristics increase Young's modulus, wettability,
membrane permeability, in addition to favoring a lower percentage of hemolysis, which
is below 5%, the value allowed for the application of medical devices by the ISO 10993-
4 standard stipulated for the biological evaluation of medical devices.

Conclusions: Solution conditions such as viscosity and concentration, as well as,
electrospinning parameters such as voltage, flow rate and needle-collector distance play
an important role in homogeneity, defects and fiber diameter of chitosan and
polycaprolactone membranes. Likewise, the effects that produce the incorporation of
chitosan, weight and molecular interaction between synthetic and natural polymer
produce an increase in Young's modulus and contact angle, which affects the
biodegradable, permeable and hemolytic behavior of the membrane.

Keywords: Hemostasis membrane; chitosan, polycaprolactone, electrospinning,
molecular weight
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CAPITULO 1: INTRODUCCION Y CONTEXTO DE LA INVESTIGACION

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Actualmente, el control de hemorragias sigue siendo un grave problema en areas
especificas como la industria de la salud, donde se presentan algunos tipos de
hemorragias en diferentes intervenciones quirdrgicas y tratamientos, que involucran una
incision y un contacto interno con el paciente. En Colombia, las hemorragias son la
causa de muerte en el 80 % de los decesos en el quir6fano y un 50 % de las muertes
durante las primeras 24 horas después de un trauma. Dentro de las principales causas
de mortalidad temprana en el paciente traumatizado se encuentra la lesién del sistema
nervioso central y el choque hemorragico. No obstante, a diferencia del trauma grave
del sistema nervioso central que ocasiona gran porcentaje de mortalidad prehospitalaria
y pocas posibilidades de intervencion temprana, el choque hemorragico, aunque causa
hasta un 40% de las muertes por trauma, es mas susceptible de permitir maniobras para
reducir la morbimortalidad [1]. Adicionalmente, si el dafio en el sistema nervioso central
coexiste con choque hemorrdgico, como sucede hasta en el 25 % de los casos, la
probabilidad de muerte aumenta de 2 a 3 veces [2]. Datos como estos demuestran la
importancia del control temprano de la hemorragia en el paciente traumatizado.

En deportes extremos como alpinismo, montafiismo, ciclismo de montafa, entre otros,
los deportistas estan expuestos a diferentes escenarios de riesgo inherentes a las
actividades propias de cada deporte. Dentro de esta problematica deportiva existe la
posibilidad de que se generen lesiones en las capas de la piel lo que puede
desencadenar una hipotension temprana, asi como falla multiorganica que se presentan
en aproximadamente 24% de los casos, e infeccion en un 39 % estos factores hacen
que haya un aumento de la probabilidad de muerte de las personas afectadas [3]. Por
otro lado, dentro del campo militar, algunas estadisticas indican que hasta el 20 % de
los fallecimientos se producen antes de que se pueda recibir asistencia sanitaria, y si
bien gran porcentaje de los heridos sobreviven para ser evacuados a una formacion de
asistencia sanitaria con capacidad quirurgica, la hemorragia continta siendo la primera
causa de muerte y supone hasta el 50 % de los casos [4].

Basado en lo anterior, se han planteado diferentes opciones para el control de las
hemorragias externas del tipo venosa, capilares y en algunos casos arteriales, como el
uso de esponjas quirargicas, peliculas, hidrogeles, tejidos y no tejidos con propiedades
hemostaticas para ayudar a una rapida reduccién del sangrado, lo que favorece la
estabilidad en la cascada de coagulacién [5]. Para ello, se han estudiado alternativas a
partir de compuestos de origen natural como celulosa, almidén, quitosano, alginato y
gelatina; y de origen sintético como el polietilenglicol, cianoacrilato y policaprolactona
[6], [7]. Ademas, se ha experimentado con la combinacion de materiales tales como
zeolita, caolin y esmectita, y derivados biolégicos, como fibrinbgeno y trombina, a los
cuales se le ha reportado un comportamiento favorable de biocompatibilidad y
funcionalidad, caracteristicas consideradas por la Administracion de Alimentos y
Medicamentos (FDA) dentro de las pruebas de la viabilidad celular, hemocompatibilidad
y degradabilidad, donde estas determinan una adecuada interaccion con el tejido dentro
del desarrollo de apositos [8] [9]. De otro lado, se ha reportado la inefectividad de
algunos materiales como agentes hemostéaticos, como es el caso del material comercial
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QuickClot, cuyo componente principal es la zeolita, la cual genera una reaccion
exotérmica al momento de interactuar con la sangre [2], por lo cual surge la necesidad
de plantear alternativas a las técnicas convencionales para el tratamiento de
hemorragias dérmicas y asi reducir la morbilidad derivada de estas lesiones.

Alrededor de este propdésito, la técnica de electrohilado, cuenta con un gran campo de
estudio gracias a la posibilidad de generar fibras a escala micro y nanométrica, lo cual
podria favorecer procesos a diferentes &reas como bioingenieria, biomédica, ingenieria
de tejidos, entre otros. A su vez, la versatilidad de esta técnica permite procesar una
gran variedad de polimeros, tanto de origen natural como sintético sin embargo, durante
la formacion de las fibras existe una serie de variables que influyen en el
comportamiento de las matrices obtenidas, sea por las propiedades inherentes de los
materiales que se involucran en el proceso o por las condiciones del electrohilado [10].
Adicionalmente, estos parametros aportan a la obtencion de estructuras con gran area
superficial, porosidad y aumento en propiedades mecanicas y biologicas; lo que ha
favorecido el desarrollo de apdsitos con propiedades antibacteriales, andamios que
favorecen el proceso de regeneracion epitelial 0 membranas para el transporte y
liberacion controlada de farmacos que son base para el tratamiento de enfermedades
[11].

De igual forma, la capacidad de generar no tejidos por medio de electrospinning, ha
generado interés en el desarrollo de microarquitecturas que favorezcan el proceso de
coagulacion, debido a que la densidad de fibra y patrones de tejidos tienen efectos sobre
la eficacia hemostatica [5], no obstante, a pesar que se ha realizado poca investigacion
en el desarrollo de microarquitecturas que intervengan en la cascada de hemostasia,
una alta densidad de fibra restringe el crecimiento celular y el transporte masivo de
nutrientes, asi como provoca una lenta absorcion de agua o sangre debido a las
estructuras fibrilares, por ello la importancia de generar microarquitecturas con didmetro
de fibras en escala nanométrica, porosidad y homogeneidad fibrilar [12].

Basado en lo anterior, y considerando la inefectividad de algunos materiales como
agentes hemostaticos que no logran favorecer efectivamente la activacion de la cascada
de coagulacién, sumado a las diferencias en el peso molecular del quitosano que
cambian su composicion quimica y favorecen mayores sitios activos para la formacion
de interacciones bioquimicas que mejoran las propiedades hidrofilicas, mecanicas y
morfol6gicas, la siguiente investigacion, tuvo como propésito el desarrollo una
membrana electrohilada hemostética compuesta de policaprolactona y quitosano de
bajo y medio peso molecular como biomaterial para posible aplicacion en el control de
hemorragias capilares en capas externas de la piel.

Pregunta de investigacion

¢ Qué tipo de microarquitectura podria favorecer un comportamiento hemostatico de una
membrana electrohilada compuesta de policaprolactona y quitosano como apdsito para
aplicaciones en el control de hemorragias externas?
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JUSTIFICACION

Actualmente, el creciente interés por parte de algunos campos como el militar y de la
salud, acerca de la fabricacién de materiales hemostaticos, que permitan la formacion y
estabilizacion de la cascada de coagulacion, para asi favorecer el proceso de
hemostasia, necesaria para tratar traumas de capas externas de la piel causados por
agentes externos, se visualiza como un area creciente de desarrollo y terapia alternativa.
De otro lado, la presencia de efectos secundarios como reacciones exotérmicas
generadas por el material que compone el agente hemostatico y la poca investigacion
sobre la influencia de la microarquitectura en la respuesta hemocompatible de un
material, sugiere implementar estrategias para la modificacion de microarquitecturas de
membranas electrohiladas que favorezca una densidad fibrilar y porosidad adecuada
para la activacion y adhesién de factores de coagulacion.

En el siguiente proyecto evalué el comportamiento hemolitico y funcional in vitro de
membranas electrohiladas de policaprolactona y quitosano, considerando el efecto del
peso molecular del quitosano y los pardmetros de obtencién de microarquitectura
fibrilares mediante la técnica de electrospinning. Esta informacién fue soportada con las
caracterizaciones fisicoquimicas, morfoldgicas, mecanicas, hemoliticas y funcionales de
la membrana, con el fin de determinar su posible aplicacion en el control de hemorragias
en capas externas de la piel.

Este desarrollo se podra adaptar a las necesidades investigativas del Grupo de
Dindmica Cardiovascular y al Grupo de Trabajo de Bioingenieria Cardiovascular de la
Sociedad Colombiana de Cardiologia y Cirugia Cardiovascular, en el marco de
diferentes proyectos enfocados en buscar alternativas para el tratamiento de traumas
vasculares periféricos, posibilitando asi la evaluacion y validacion in vitro de estructuras
con potencial hemostético y biocompatible. Una de las ventajas de este desarrollo podria
ser la estructura fibrilar a escala nanométrica de una de las capas de la membrana
electrohilada, puesto que, se aumenta el area superficial de contacto y favorecera una
rapida activacion de la cascada de coagulacion.
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MARCO TEORICO

1. Hemorragia

La hemorragia es un trastorno caracterizado por la salida de sangre debido a una rotura
o lesién en los vasos sanguineos [13]. Esta se puede clasificar segun su naturaleza o
destino final como hemorragias internas definidas asi por la concentracion de sangre en
el interior del organismo gracias al sangrado de un vaso sanguineo, estas hemorragias
pueden ser identificadas por producir un estado de shock al paciente y no encontrar
sangrados visibles; asi mismo estan las hemorragias externas, la cual se caracteriza por
la salida de sangre al exterior del organismo por una rotura o herida de la piel, son
identificadas por ser hemorragias visibles en donde el vaso sangrante se expone a la
superficie [14].

Generalmente, las hemorragias que se presentan con mayor frecuencia son las
hemorragias externas en zonas especificas como son las extremidades, ya que son las
partes del cuerpo mas expuestas a traumatismo de tipo laboral o deportivo y es el lugar
donde los vasos pasan de forma mas superficial, debido a esto, este tipo de hemorragia
origina otro tipo de clasificacion conocidas segun el origen, donde se encuentran las
hemorragias arteriales, las cuales se caracterizan por presentar herida o lesion en una
arteria y cuyo sangrado denota un color rojo brillante, ademas son hemorragias
abundantes debido a la fuerza contractil del corazén y de la capa muscular de las
arterias que coincide con cada pulsaciéon sanguinea; estan las hemorragias venosas
que se definen como la salida de sangre producida por la afectacion de una vena, es de
color rojo oscuro debido a la escasa saturacién de oxigeno y su flujo es continuo y sin
fuerza, por ultimo estan las hemorragias capilares las cuales son las que provienen del
dafo de arteriolas y arterias pequefias, caracterizada por presentar sangre de color
brillante y un flujo en poca cantidad [15].

Es importante entender el mecanismo de la hemostasia de manera fisiol6gica, para esto
es necesario recordar que en la sangre existen varios elementos de naturaleza proteica
que reacciona entre si de forma quimica o enzimatica, esto da como resultado la
formacion de fibrina que constituye el coagulo sanguineo; ademas de presentar
respuestas de forma mecénica dentro de las estructuras celulares para detener el
sangrado.

1.1 Mecanismo de hemostasia fisiolégica

Dos son los mecanismos que actdan a nivel local para detener la hemorragia; uno
consiste en una activacion quimica para lograr desencadenar una cascada que ayude
a la coagulacion y la otra, que actia de manera sistémica es la respuesta mecéanica de
algunas estructuras.

Asi, para el proceso de coagulacion aparecen diversas reacciones dentro del organismo
de la persona afectada, en primer lugar, tenemos la protrombina que es una albimina
soluble sintetizada en érganos como el higado, y cuyo proceso de sintesis se necesita
la presencia de vitamina K*, esta albamina al ser activada tiene una elevada capacidad
de coagular el fibrindgeno. La sustancia encargada de activar a la protrombina es la
tromboplastina y para hacerlo necesita de la presencia del ion calcio. La tromboplastina
se encuentra solo en el interior de los tejidos, y de manera especial, en las plaquetas.
Una vez la protrombina ha sido activada actia sobre el fibrindbgeno en forma de enzima
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y lo coagula. El pH éptimo para esta reaccion se encuentra en el rango de 6,8 y 8,5; el
aumento de temperatura es proporcional a la velocidad de reaccién y puede alcanzar
una temperatura de unos 50° C. La concentracion salina del medio es desfavorable,
aunque los iones de Ca*? la aceleran y la ayudan a formar un coagulo mas resistente
[16], [17].

De igual manera, ante la agresion mecanica, las capas musculares del vaso se contraen
en respuesta, disminuyendo notablemente su calibre y asi la salida de sangre. Asi
mismo las fibras elasticas de la pared del vaso, al ser seccionadas, se retraen; y al
retraerse se engrosany protruyen en la luz del vaso, reduciendo su calibre, lo que puede
causar un aumento de presion en el intersticio que puede llegar a colapsar la pared del
vaso y detener la hemorragia (Ver Figura 1) [18].
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Figura 1. Via de coagulacion extrinseca. [Fuente: Maria Oviedo, Grupo Dinamica
Cardiovascular]

Teniendo en cuenta, la importancia de la hemocompatibilidad para materiales
biomédicos que interactien de forma directa con el cuerpo, se resalta el papel de la
hemdlisis dentro del proceso de coagulacion, debido a que a mayores porcentajes de
esta se podrian generan efectos como hipercoagulacién, tromboembolismo o
coagulacion intravascular [19]. Derivado del proceso de hemodlisis, la lisis de los glébulos
rojos produce la liberacién de difosfato de adenosina, el cual aumenta el ensamblaje, la
adhesion y agregacion plaquetaria [20]. Asi mismo, se libera la hemoglobina la cual es
capaz de desencadenar tres comportamientos que consisten en: la atraccion del 6xido
nitrico, el cual es un factor relajante que disminuye la activacion plaquetaria y adhesién
celular [21]; la regulacion de la actividad de la hemo oxigenasa, que genera especies
reactivas de oxigeno y activa células endoteliales y macréfagos; y la producciéon de TNF-
a (Factor de necrosis tumoral) que induce la expresion del factor tisular en las células
endoteliales y disminuye la expresion endotelial de la trombomodulina, factor modulador
de la actividad de la trombina [22].
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2. Materiales biocompuestos

Un biocompuesto es un material compuesto por dos 0 mas materiales constituyentes
distintos (uno derivado naturalmente) que se combinan para producir un nuevo material
con un rendimiento mejorado sobre los materiales constituyentes individuales. Entre los
componentes, se encuentra la matriz que se encarga de otorgar estructura y estabilidad
al material, por lo general, son los polimeros sintéticos los mas utilizados en estos casos.
Por otro lado, se encuentra el refuerzo, el cual aporta las propiedades mecanicas,
biocompatibles, fisicoquimicas, entre otras; los materiales més utilizados para este tipo
de funcién son los polimeros naturales en los cuales se aprovechan las propiedades
inherentes de los mismos. Cabe tener en cuenta que, ambos constituyentes
permanecen unidos por interacciones fisicas 0 quimicas, pero conservan sus
identidades fisicas o quimicas individuales [23].

2.1 Polimeros

Los polimeros son materiales hechos de largas cadenas de moléculas mas pequefias
llamadas mondmeros que se repiten. Estos materiales tienen propiedades Unicas,
segun el tipo de moléculas que se unen y como se unen [24]. Hay dos tipos de
polimeros: naturales y sintéticos. Los polimeros naturales se pueden encontrar en
criaturas vivas y plantas; por ejemplo, seda, lana, ADN, celulosa y proteinas. Los
polimeros sintéticos, como su nombre indica, se sintetizan en el laboratorio a través de
una serie de reacciones quimicas. Ejemplos de dichos polimeros son nylon, polietileno,
polipropileno, caucho y poliuretano [25].

2.1.1 Polimeros sintéticos

Un polimero sintético es una macromolécula hecha por el hombre constituida de miles
de unidades repetitivas. Estos polimeros pueden ser de cadena recta, es decir, una larga
cadena de monémeros enlazados de extremo a extremo o de cadena recta y ramificada,
esto significa que las cadenas vecinas se uniran entre si y formaran grandes estructuras
parecidas a redes. Este tipo de enlace entre cadenas se llama reticulacion [26].

El proceso por el cual los polimeros se forman a partir de monémeros se llama
polimerizacion. La polimerizacion ocurre por una de dos reacciones basicas: adicion o
condensacion. Una polimerizacion por adicion se da cuando la molécula de monémero
pasa a formar parte del polimero sin pérdida de atomos, es decir, la composicién
gquimica de la cadena resultante es igual a la suma de las composiciones quimicas de
los mondmeros que la conforman. Por otro lado, una policondensacion se da si la
molécula de mondémero pierde &tomos cuando pasa a formar parte del polimero. Por lo
general se pierde una molécula pequefia, como agua [27].

Las reacciones de polimerizacion pueden dividirse en dos categorias principales:
procesos por etapas y procesos de tipo cadena. En la polimerizacion por crecimiento en
cadena los monémeros pasan a formar parte de la cadena de uno en uno y en la
polimerizacion por crecimiento en etapas las cadenas en crecimiento pueden reaccionar
entre si para formar cadenas ain mas largas [28].

Las ventajas de los polimeros sintéticos o artificiales incluyen la estabilidad y la
consistencia del material, igualmente que son livianos, tienen alta resistencia mecénica
y perduran en el tiempo. Su fabricacion es econdmica y son facilmente moldeables en
diferentes formas. Algunos de los polimeros mas comunes y versatiles sobre todo para
aplicaciones biomédicas en materiales biocompuestos son el acido polilactico (PLA),

20



alcohol polivinilico (PVA), policaprolactona (PCL) y 6xido de polietileno (PEO), siendo
los dos ultimos los elegidos para el presente trabajo [29].

2.1.1.1 Policaprolactona (PCL)

La policaprolactona (PCL) es un poliéster lineal semicristalino, con bajo punto de fusion
(60°C) y temperatura vitrea alrededor de los -60°C, es altamente hidrofébico y
biodegradable [30]. Su proceso de sintesis se da mediante la polimerizacion de apertura
de anillo de e-caprolactona utilizando un catalizador como el octanoato estafio, (ver

Figura 2).
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Figura 2. Sintesis de policaprolactona por apertura de anillo [Fuente: Maria Oviedo,
Grupo Dinamica Cardiovascular].

La estructura molecular de la PCL consta de un grupo éster polar y cinco grupos
metilenos con caracteristicas apolares, como se evidencia en la Figura 3. Esto, le
confieren a la molécula propiedades mecéanicas similares a las de las olefinas. Asi
mismo, su biodegradabilidad en medios biolégicos in vitro e in vivo es consecuencia de
la susceptibilidad de los enlaces ésteres a la hidrolisis [31].
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Figura 3. Estructura quimica de la policaprolactona [Fuente: Maria Oviedo, Grupo
Dinamica Cardiovascular].

Segun lo anterior, el proceso de degradacion de este polimero ocurre por la hidrélisis de
sus enlaces éster en condiciones fisiol6gicas, como en el cuerpo humano, aspecto que
lo hace adecuado para aplicaciones como un biomaterial implantable a largo plazo.
Ademas, debido a su baja temperatura de fusion, la PCL se procesa facilmente mediante
técnicas de fusion convencionales, permitiendo la encapsulacion tanto de materiales
més rigidos como particulas o fibras, para el mejoramiento de las propiedades
mecanicas; o de farmacos para la liberacion controlada y administracion dirigida [32].

2.1.2 Polimeros naturales

Los polimeros naturales se derivan de recursos renovables como plantas, animales y
microorganismos, por lo tanto, estan ampliamente distribuidos en la naturaleza. Estos
materiales exhiben una gran diversidad de estructuras Unicas, que al interactuar con
funciones fisioldgicas ofrecen una variedad de aplicaciones potenciales en el campo de
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la ingenieria de tejidos debido a propiedades como el comportamiento pseudoplastico,
la capacidad de gelificacion, capacidad de unién al agua, y biodegradabilidad, entre
otros. Ademas, poseen muchos grupos funcionales como grupos amino, carboxilico e
hidroxilo, disponibles para procesos quimicos como hidrélisis, oxidacion, reduccion,
reacciones de reticulacién, asi mismo, para procesos enzimaticos y procesos de
modificacion con otras moléculas [33].

Los organismos vivos pueden sintetizar una gran variedad de polimeros que se pueden
dividir en ocho clases principales de acuerdo con su estructura quimica: polisacaridos,
proteinas y otras poliamidas, polioxoésteres, politioésteres, polianhidridos,
poliisoprenoides, lignina y acidos nucleicos. Una caracteristica intrinseca de estos
polimeros es su capacidad para degradarse por enzimas naturales, lo que puede indicar
una mayor afinidad de estos materiales a ser metabolizados por los mecanismos
fisiol6gicos. Por lo tanto, su uso en campos como la medicina regenerativa para el
vendaje de heridas, es gracias a su biocompatibilidad y similitud con la matriz
extracelular (MEC), las cuales favorecen las vias de reparacion de tejidos dafiados al
inducir y estimular proceso como la cicatrizacion y hemostasia de heridas. Para este tipo
de materiales se han utilizado diversos polimeros naturales como el colageno vy
polisacéaridos tales como alginato, almidén, celulosa y quitosano, siendo este ultimo el
elegido para el presente trabajo [34].

2.1.2.1 Quitosano

El quitosano es un polisacarido presente principalmente en las conchas de los
crustaceos, como el camarén, gambas, el cangrejo y la langosta, en exoesqueletos de
moluscos e insectos, asi como en las paredes celulares de algunos hongos como
aspergillus y mucor. Este polimero, es obtenido a través de la desacetilacion
termoquimica de la quitina en medio alcalino y las condiciones de obtencién
(temperatura, presion, concentracion y tiempo) determinan su peso molecular y grado
de desacetilacion, cuando se tiene un porcentaje mayor o igual al 50% de desacetilacion
se le confiere el nombre de quitosano.

La estructura quimica del quitosano consta de unidades de D-glucosa enlazadas con
grupos hidroxilos primarios y secundarios, y grupos amino alifaticos primarios en cada
unidad de repeticion, como se evidencia en la Figura 4. Estos grupos reactivos estan
sujetos a modificacion quimica para alterar funciones bioldgicas distintas y propiedades
mecanicas y fisicoquimicas. Especialmente, los grupos amino permiten que sea soluble
en medios acidos, y por su contenido de nitrégeno 5-8% hacen del material
marcadamente basico y adecuado para reacciones tipicas de aminas.

COCH,
HOH,C
NH,
\\\O O O O ””4
OH
o)

NH, HOH,C

Figura 4. Estructura quimica del quitosano [Fuente: Maria Oviedo, Grupo Dinamica
Cardiovascular].
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Las principales ventajas del uso de quitosano radican en el hecho de que este
polisacarido es abundante naturalmente y ha sido ampliamente estudiado, lo cual
permite que tenga una amplia gama de usos debido a sus versétiles propiedades
bioldgicas, quimicas y fisicas. La aplicacion de quitosano incluye una variedad de areas
tales como aplicaciones farmacéuticas, produccién de papel, tratamiento de aguas
residuales, cosmeéticos, procesamiento de alimentos y agricultura [35]. Adicionalmente,
sus propiedades de biocompatibilidad, biodegradabilidad, no toxicidad y actividad
antimicrobiana, hemostatica, antioxidante, entre otras, hacen que este material sea de
gran interés en campos como la ingenieria biomédica [36]. Por ejemplo, estudios
realizados en cerdos indican que los apositos fabricados de quitosano reducen la
cantidad de sangre perdida mejorando la hemostasia. Esta propiedad del material es
independiente de las cascadas de coagulacion normales y se debe a su interaccion con
las membranas celulares de eritrocitos, lo que lo convierte en un adhesivo biolégico [37]
[38] .

3. Técnicas para obtencién de materiales hemostaticos

3.1 Método de liofilizacion

La liofilizacion es un proceso que tiene como objetivo separar un solvente de una
disolucion mediante congelacién y posterior sublimacién a presion reducida. La
liofilizacion es un proceso sencillo que permite el secado de productos de organicos o
inorganicos sin alterar su composicion cualitativa o cuantitativa. Este se lleva a cabo al
aplicar vacio a una muestra a bajas temperaturas, evitando asi la desnaturalizacion en
el caso de las proteinas y cambios enziméticos, biolégicos y quimicos [39].

La aplicacion méas comun de la liofilizacion es la fabricacion de parenterales,
(medicamentos que se pueden suministrar via intravenosa), que se administran
después de un paso de reconstitucion. Otras aplicaciones que hacen uso de las
propiedades Unicas del liofilizado son en el desarrollo de andamios tridimensionales
altamente porosos para la ingenieria de tejidos, que si bien puede presentar buenas
propiedades farmacéuticas presentan baja resistencia mecanica y estabilidad en la
membrana [40].

3.2 Método de doble emulsion

El método de doble emulsién consiste en cuatro pasos consecutivos, en donde se
empieza por una emulsificacion primaria en la que una solucion acuosa del agente activo
es emulsionada dentro de una solucién organica que contiene el polimero; una re-
emulsificacion, en la cual la primera emulsién es también emulsionada dentro de una
segunda fase acuosa conteniendo un tensoactivo para obtener la doble emulsion;
seguida de purificacion de la formulacion en el gue el solvente organico es removido por
evaporacion o extraccion induciendo la solidificaciéon de las particulas; y por ultimo, una
separacion y purificacion de las macroparticulas que son colectadas por centrifugacion
o filtracién para finalmente secarlas [41].

Esta técnica ha sido enormemente utilizada para la encapsulacién de agentes bioactivos
hidrosolubles como moléculas ibnicas, proteinas, péptidos, antigenos virales y
bacterianos dentro de particulas poliméricas. Sin embargo, esta técnica no favorece la
incorporacion de moléculas hidrofilicas debido a que modifica las caracteristicas del
material compuesto [42].
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3.3 Técnica de electrohilatura

El electrohilado o electrospinning se origina de la contraccion de las palabras inglesas
“electrostatic spinning” que significa hilado electrostdtico. Es un proceso
electrohidrodindmico en el que la solucién de polimero se hila mediante el empleo de un
campo eléctrico de alto potencial para obtener fibras de tamafio micro y nanométrico.
Esta técnica implica la rdpida evaporacion del solvente y la solidificacion de gotas para
formar fibras [43].

En la actualidad, esta técnica en comparacion a otras que se utilizan para producir fibras
y materiales con propiedades especificas se ha convertido en un método muy aplicado
para la produccién masiva de micro/nanofibras. Asi mismo, es muy llamativo debido a
gue presenta varias ventajas como lo son la relacién superficie-volumen, alta porosidad
y buenas propiedades fisicoquimicas [44].

3.3.1 Principio de la técnica

Para generar estructuras fibrilares similar a la matriz extracelular nativa se requiere un
equipo de electrospinning, el cual se componen de una fuente de alta tensién, una aguja
metalica, una bomba de jeringa y un colector conectado a tierra (este puede ser placa
fijla o tambor giratorio), como se muestra en la Figura 5 [45]. Durante el proceso
electrohidrodinamico, el liquido en la aguja es dispensado por una bomba de infusién
de manera constante y controlable, de esta manera cuando se aplica un campo eléctrico
externo, la gota que se va produciendo por el flujo del polimero se vuelve altamente
electrificada, lo que hace que las cargas inducidas se distribuyan de manera uniforme
en toda su superficie, ocasionado una perturbacién en la gota en forma de un cono, lo
cual se denomina cono de Taylor. Una vez que la fuerza de los campos supera el valor
umbral logra romper la tension superficial de la disolucion del polimero, esto causa la
expulsibn de un chorro de liquido desde la boquilla. Este chorro electrificado
posteriormente se somete a un proceso de estiramiento y batido, lo que lleva a la
formacion de un hilo largo y delgado [46] [47]. Para fabricar membranas fibrosas, las
fibras hiladas producidas de manera continua pueden recogerse mediante un tambor
giratorio o sobre una placa fija para obtener una morfologia altamente alineada y
homogénea.
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Figura 5. Diagrama esquematico de la técnica de electrohilatura y cada una de las
variables que se involucran [Fuente: Maria Oviedo, Grupo Dindmica Cardiovascular].

Es importante resaltar que a pesar de que es una técnica sencilla depende de
parametros que influyen directamente sobre las propiedades y las dimensiones de las
fibras obtenidas. Estos pardmetros pueden estar clasificados en tres grupos, uno de
ellos son las propiedades de la solucion polimérica como concentracion de la disolucion,
peso molecular, tension superficial y conductividad de la solucion; también se debe tener
en cuenta las variables del equipo como voltaje, flujo de salida y distancia entre aguja y
colector; asi mismo y no menos importante los parametros ambientales como humedad
relativa y temperatura de la disolucion [45].

4. Técnicas de caracterizacion del material hemostatico

4.1 Microscopia electronica de barrido (SEM)

La microscopia electrénica de barrido es una técnica de andlisis morfoldgico, estructural
y composicional, la cual se ha usado en diferentes estudios de materiales
semiconductores, conductores, nanoparticulas, catalisis heterogénea, peliculas
delgadas, entre otros. Dadas sus posibilidades de resolucién, magnificacion vy
versatilidad, este tipo de microscopia permite que sea aplicada a diferentes tipos de
naturaleza de muestras [48].

4.2 Pruebas mecéanicas

Las pruebas mecéanicas son pruebas destructivas que se realizan en una maquina
universal y en las que se evalla la relacion entre esfuerzos y la resistencia del material
a la deformacion y fractura. Estos ensayos son utilizados para determinar caracteristicas
de los materiales, como lo es dureza, deformacion elastica, tensién, modulo de Young
y resistencia a la fatiga. Este tipo de pruebas permite estudiar una variedad de
materiales como polimeros, ceramicos, materiales compuestos, productos
farmacéuticos, entre otros. Asi mismo, cabe destacar que las caracteristicas mecéanicas
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de cada material dependen de la microarquitectura de este, el tipo de estructura
cristalina y la composicion quimica [49].

4.3 Espectroscopia por transformada de Fourier (FTIR)

La espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR) es una técnica que
permite adquirir espectros de banda ancha de infrarrojo cercano a infrarrojo lejano. A
diferencia de un instrumento dispersivo, es decir, un monocromador de rejilla o un
espectrografo, los espectrometros FTIR recogen todas las longitudes de onda
simultdneamente [50]. El FTIR se emplea comUnmente para identificar la estructura y
conformacion de propiedades de superficie bioconjugadas, a partir del reconocimiento
de las bandas espectrales caracteristicas para revelar la conjugacién de biomoléculas y
los estados conformacionales, empleadas en la sintesis de nanomateriales [51].

4.4 Ensayo de permeabilidad

El ensayo de permeabilidad permite adquirir informacién sobre la capacidad de un medio
poroso a ser atravesado por un fluido. El flujo de liquidos en medios porosos es un tema
ampliamente investigado debido a que este fendmeno tiene una gran aplicacion en la
industria y a nivel cientifico. Es importante mencionar que las caracteristicas que se
pueden medir son el grado de inmersién, el grado de resistencia a la presion hidrostatica
y la capacidad de permeabilidad del agua [52].

4.5 Ensayo hemolitico

El ensayo hemolitico determina la capacidad de un material compuesto de provocar
hemodlisis, utilizando como fluido de trabajo sangre, el cual es mide la absorbancia del
material al interactuar con el fluido. Segun la norma 1SO 10993-4, un porcentaje de
hemdlisis inferior al 5% es considerado no-hemolitico, teniendo en cuenta el valor de
100% para la cantidad total de hemoglobina presente en los eritrocitos del fluido de
trabajo [53]. Los ensayos de hemdlisis determinan el indice de hemocompatibilidad para
biomateriales, ya que esta se define como el grado de lisis de los eritrocitos y por ende
la liberacion de hemoglobina [54].
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ESTADO DE ARTE

A lo largo de los ultimos afios, se han venido desarrollando diferentes investigaciones
en el entorno de la terapéutica para el control de las hemorragias, esto con el fin de
obtener un material hemostatico capaz de controlar de manera efectiva cualquier tipo
de hemorragia externa.

Van der Shueren y colaboradores en 2012, plantearon un sistema de solventes
compuesto de acido acético/acido férmico para evaluar el efecto que tienen diferentes
concentraciones de estos en las propiedades mecanicas y morfolégicas de matrices
electrohiladas compuestas de PCL y quitosano. Para ello, evaluaron la viscosidad de
las soluciones, la conductividad y la morfologia de los andamios. De los resultados
obtenidos, encontraron que las concentraciones de los disolventes no influyé en la
viscosidad de la soluciones, esto debido a la similitud de las viscosidades entre el acido
acético (AA) y el acido férmico (AF), asi mismo se observé que la conductividad se alteré
dependiendo de la relacion de solvente, vislumbrado una relacién directa entre la
conductividad y la concentracién de acido férmico, de tal manera, que a medida que
disminuy0 la concentraciéon de acido férmico disminuyd la conductividad, Asi mismo, se
obtuvo estructuras electrohiladas de PCL y quitosano. De otro lado, indicaron que la
viscosidad de la solucién del quitosano es un factor importante al momento de
electrohilar, y que al mezclarlo con de PCL aumenta significativamente la conductividad
de la solucibn debido a su comportamiento policatibnico. En conclusion, los
investigadores afirmaron que el sistema de disolventes AA / FA, podria ser un buen
candidato para la disolucién de PCL y quitosano gracias a las caracteristicas que
proporcionan a la fibra como continuidad, poca rugosidad y diametro pequefio, asi como
la capacidad de formar un entretramado con una gran cantidad de fibras [55].

Nourmohammadi y colaboradores en 2015, prepararon andamios compuestos por
nanofibras de policaprolactona, almidén oxidado y quitosano para posibles aplicaciones
en regeneracion 6sea. Para evaluar la eficacia en esta aplicacion caracterizaron la
morfologia de la estructura, el hinchamiento de la membrana, la capacidad de
compresion del andamio y la citocompatibilidad mediante ensayo MTT evaluado en un
modelo in vitro de células osteoblastos MG63. De los resultados obtenidos, los
investigadores observaron que el porcentaje de porosidad y tamafio de poro aumenté
con el aumento del contenido de almiddn, esto lo atribuyeron a la formacion de
conjugacion de imina, entre el aldehido en el almidén oxidado y los grupos amino del
guitosano. En cuanto a la absorcion de agua, se observé que la mas baja se produjo en
el andamio que contenia 3 % de almidon, pero mostré que al aumentar la cantidad de
almidén aumentaba la absorcién, esto gracias al aumento del tamafio de poroy a la
presencia de mas grupos hidroxilos. Asi mismo, dentro de sus resultados se evidenci6
que el médulo de compresidén mas alto se observé para la muestra que contenia 3% de
almidon y que el médulo disminuyd a medida que aumentaba el contenido de almidon,
esto debido al aumento en el tamafio de los poros y el porcentaje de porosidad, lo que
causa puntos de concentracion de fuerzas y por lo tanto fallas al momento de aplicar
fuerzas. Por otro lado, los investigadores observaron que todas las muestras tienen una
viabilidad celular superior al 90 % y que la viabilidad celular aumenté a medida que
aumentaba la cantidad de almidon oxidado, esto lo atribuyeron a la formacion de
estructuras reticuladas al aumentar las cantidades de almidén oxidado, lo que condujo
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a la liberacion de agentes menos téxicos en el medio de cultivo y, en consecuencia, a
una mayor viabilidad celular [56].

Chan y colaboradores en 2016, desarrollaron una gasa de quitosano impregnada con
un polimero sintético formado por multiples péptidos unidos a fibrina (PolySTAT), con el
fin de generar gasas con una eficacia hemostética mejorada para aplicaciones en el
control de hemorragias externas. Para evaluar el rendimiento del material, los
investigadores realizaron ensayos de porosimetria de intrusion de mercurio, FESEM y
angulo de contacto para determinar la porosidad, morfologia y absorcion de las gasas,
de igual forma, realizaron ensayos de coagulacion in vitro y de hemostasia en un modelo
de lesion de la arteria femoral de raton, para posteriormente comparar el
comportamiento del material con gasas de ambos polimeros por separados y con una
gasa comercial de quitosano denominada Celox® Rapid. Los resultados no mostraron
diferencias apreciables en el tamafio de la fibra, la morfologia y el didmetro de los poros
entre las gasas, sin embargo, en las pruebas de coagulacion PolySTAT/Quitosano
demostré una absorcién de sangre mas rapida en comparacién con Celox® Rapid, asi
mismo, en el modelo de lesién de la arteria femoral, la gasa de PolySTAT/Quitosano
redujo la pérdida de sangre y mejoro la tasa de supervivencia en comparacién con los
controles no hemostaticos y Celox® Rapid. Ademds, los animales tratados con
PolySTAT/Quitosano necesitaron menos infusion de solucion salina para restablecer y
mantener la presion arterial por encima de la presion arterial deseada (60 mmHQ)
mientras que las demas gasas requerian mas solucién salina debido a la hemorragia
continua de la herida. Estos resultados se deben principalmente al mecanismo
hemostatico de PolySTAT/Quitosano que consiste en estabilizar los agregados de
eritrocitos por medio del quitosano y de las reticulaciones de fibrina [57].

De igual manera, Parque y colaboradores en 2017, desarrollaron andamios
electrohilados compuesto de PCL y carbonato de calcio, recubiertos con B-quitosano
mediante el método de rociado ultrasénico para posibles mejoras en caracteristicas
hemostéticas. Para verificar dichas caracteristicas, los investigadores visualizaron la
morfologia de los andamios y evaluaron la coagulacién de la sangre de cerdo y de raton.
A patrtir de los resultados, observaron que los andamios compuestos de PCL - carbonato
de calcio presentan una superficie mayor que los andamios de PCL puro, esto gracias
a que el carbonato de calcio posee un efecto en el aumento del area de superficial. Asi
mismo, los andamios de PCL- carbonato de calcio tienen un diametro de fibra y tamafio
de poro mas pequefio comparado con los andamios de PCL puro, comportamiento que
atribuyeron al proceso de fabricacion de la fibra. De otro lado, en las micrografias
identificaron que la morfologia de las fibras fue continua, dispersa y abundante. Ademas,
se encontré que el proceso de coagulacion, aunque fue diferente debido a la naturaleza
de la especie animal, se evidencié que los andamios compuestos por PCL recubiertos
de B-quitosano y los andamios de PCL - carbonato de calcio recubiertos o no por [3-
quitosano exhibieron absorbancias mas bajas que los andamios de PCL puro. Ademas,
notaron que los andamios de PCL- carbonato de calcio exhibi6é una tasa de coagulacion
mas alta que el andamio de PCL puro. En conclusién, los investigadores consideraron
gue los andamios de PCL- carbonato de calcio rociados con B-quitosano podrian
emplearse para diversas aplicaciones médicas donde se requiere una rapida
coagulacién de la sangre [58].

En base a lo anterior, Poornima y colaboradores en 2017, desarrollaron apdsitos de
quitosano y policaprolactona mediante electrospinning coaxial para la administracion
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eficiente y simultdnea de acido ferdlico y resveratrol, esto para posible aplicacion en la
cicatrizacidbn de heridas. Los investigadores caracterizaron la morfologia de los
andamios mediante microscopia electronica de barrido, asi mismo, realizaron ensayo
antioxidante a través del método de eliminacion de radicales de 2,2-difenil-picrilhidrazilo,
citocompatibilidad mediante ensayo MTT utilizando queratinocitos epidérmicos
humanos inmortalizados y evaluacion de la cicatrizacion de heridas mediante ensayo de
herida en un modelo in vitro y estudios de curacién de heridas en ratas Wistar albinas
hembras. En cuanto a los resultados, los investigadores observaron que las morfologias
de los andamios presentaban fibras continuas, sin perlas, lisas y orientadas al azar.
Ademas, se encontré que el diametro promedio de fibra del andamio de quitosano-
policaprolactona estaba en el rango de 200 + 50 nm, mientras que el andamio de
guitosano-policaprolactona-farmacos tuvo un didmetro promedio de 240 + 50 nm. Asi
mismo, evidenciaron que la herida tratada con PCL -quitosano mostré casi el mismo
patrén de curacion que la de los grupos tratados Unicamente con solucion salina,
mientras, que el grupo de ratas tratado con PCL - quitosano-farmacos mostro una tasa
de cierre de la herida mas rapida en comparacion con la de los grupos de control. En
conclusion, los investigadores afirman que el andamio de liberacion de molécula dual
tiene un potencial prometedor para mejorar la curacion de heridas agudas gracias a la
capacidad de liberar resveratrol y acido ferulico en un patrén sostenido [59].

De la misma manera, Urbanek y colaboradores en 2017, estudiaron el efecto de la
polaridad aplicada en la aguja sobre la capacidad de hilado, estructura, propiedades
mecanicas y morfolégicas de las membranas obtenidas de policaprolactona-quitosano.
Para ello, evaluaron la morfologia de las matrices mediante microscopia electrénica de
barrido y microscopia de fuerza atémica, la humectabilidad mediante angulo de contacto
y el modulo de Young mediante prueba de traccion estética. De los resultados, los
investigadores evidenciaron que las mezclas de PCL - quitosano con 25% p/p de
guitosano exhiben una morfologia tipica de las fibras de quitosano puras debido a los
altos cationes de quitosano contenido. Las muestras de 25 % de PCL - quitosano
formadas con carga positiva mostraron diametros promedio ligeramente mas pequefios
en comparacion de las fibras obtenidas con la carga negativa. Asi mismo, las imagenes
del microscopio de fuerza atdmica evidenciaron gue las fibras PCL - quitosano del 25 %
tanto de carga positiva como negativa presentaron una morfologia similar, ademas de
no presentar separacion de fase en su estructura. Por otro lado, la prueba de angulo de
contacto evidencio que las muestras de 25% de PCL - quitosano presentan diferencias
significativas en la polaridad, donde la carga negativa fueron mas hidréfobas en
comparacion con las de carga positiva. Asi mismo, en cuanto al médulo de Young,
evidenciaron que este aumenta directamente con el contenido de quitosano en las
membranas obtenidas. En conclusién, los investigadores afirman que la polaridad de la
carga puede afectar no solo al proceso de electrospinning, sino que también puede
adaptar la morfologia de las fibras de PCL- quitosano, asi como algunas de sus
propiedades, como la humectabilidad y las propiedades mecéanicas [60].

Fadaie y colaboradores en 2018, desarrollaron un andamio fibroso electrohilado, basado
en una matriz de PCL y nanofibrillas de quitosano, para determinar sus efectos en la
morfologia, propiedades fisico-mecénicas y viabilidad celular. De los resultados
obtenidos encontraron que al emplear concentraciones de nanofibrillas de quitosano
entre el 5 y 10 % modifica la viscosidad, conductividad y mejora el proceso de
electrohilado de los andamios, en comparacion de aquellas soluciones preparadas con
PCL puro. Adicionalmente, los investigadores hallaron que al incorporar nanofibrillas de
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quitosano a la matriz de PCL mejoré notablemente las propiedades fisico-mecanicas
como el médulo de Young, el cual fue 5.4 veces mas alto que la muestra de PCL pura,
debido al efecto reforzado de las nanofibrillas de quitosano incrustadas y orientadas a
lo largo del eje de la fibra y las interacciones favorables entre las nanofibrillas de
quitosano y las moléculas de PCL. Por ultimo, los andamios con un contenido de
nanofibrillas de quitosano del 5% o mas mostraron una viabilidad significativamente
mayor en comparacion con los andamios de PCL puro, ya que en dichas muestras se
presentan un diametro de fibra menor, morfologias uniformes, ausencia de defectos y
mayor porosidad. En conclusion, los investigadores afirman que, debido a la buena
interaccion de las nanofibrillas del quitosano con el PCL, este se convierte en un buen
material para mejorar los andamios de PCL puro [61].
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HIPOTESIS

La adiccion de quitosano de bajo o mediano peso molecular a las soluciones de
policaprolactona, la modificacion de los parametros de electrohilatura y la interaccion
guimica de quitosano con PCL, favorecen la disminucién del diametro de fibra y la
microarquitectura del material compuesto en comparacion con las membranas del
polimero sintético puro. Ademas, dichos parametros influyen en las propiedades
fisicoquimicas, debido a que el quitosano aumenta la hidrofilicidad de las membranas
compuesta debido a la presencia de grupos -OH en su estructura. Asi mismo, se espera
gue las propiedades mecanicas aumenten debido a la interaccion de ambos polimeros
y a la formacion de una red fibrilar a escala nanométrica, la cual favorece el aumento
del area superficial de contacto, la interaccion electrostatica causada por la composicion
policatiénica del quitosano y la carga negativa de los componentes de la sangre, lo cual
visualiza a este tipo de membranas compuestas como estructuras que podrian favorecer
una rapida activacion de la cascada de coagulacion.
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OBJETIVOS

Objetivo general

Desarrollar una membrana electrohilada hemostéatica compuesta por policaprolactona 'y
guitosano para posibles aplicaciones en el control de hemorragias en capas externas de
la piel.

Objetivos especificos
1. Desarrollar membranas electrohiladas considerando el efecto del peso molecular
del quitosano en la microarquitectura de un material biocompuesto.
2. Determinar las caracteristicas fisicoguimicas de membranas compuestas
electrohiladas.
3. Evaluar el comportamiento hemostatico y funcional in vitro del biomaterial
compuesto.
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CAPITULO 2: MATERIALES Y METODOS

MATERIALES

1. Polimeros

e Policaprolactona (PCL), suministrada por Sigma Aldrich con un peso molecular de
80000 Da.

e Quitosano de bajo peso molecular (QLMW), suministrado por Sigma Aldrich con un
grado de desacetilacion entre 75%-85% y un peso molecular entre
50000 — 190000 Da.

¢ Quitosano de mediano peso molecular (QMMW) suministrado por sigma Aldrich con
un grado de desacetilacion entre 75% - 85% con un peso molecular entre
190000 — 310000 Da.

2. Solventes

« Acido acético glacial, suministrado por Sigma Aldrich con un porcentaje de pureza
del 99,5%, utilizado para el sistema de disolventes de la policaprolactona y el
quitosano.

« Acido férmico, suministrado por Sigma Aldrich con un porcentaje de pureza del
99%, utilizado para el sistema de disolventes de la policaprolactona y el quitosano.

3. Otros reactivos o insumos

e Cloruro de sodio, suministrado por Sigma Aldrich con un porcentaje de pureza de
99%, utilizado para la preparacion de la solucién utilizada en el ensayo de
degradacion.

e Hidroxido de sodio, suministrado por Sigma Aldrich con un porcentaje de pureza de
999%, utilizado para cambio de pH de las soluciones empleadas para el ensayo de
degradacion.

e Tubos BD Vacutainer® con EDTA K3

PROCESO EXPERIMENTAL

1. Desarrollo de membranas electrohiladas considerando el efecto del peso
molecular del quitosano en la estructura de un material biocompuesto.

a. Preparacion de soluciones de trabajo

Se realizard soluciones de policaprolactona (PCL) de 12% p/v y quitosano de bajo
(QLMW) y mediano peso molecular (QMMW) a 2% p/v empleando como solventes acido
férmico y acido acético en una relacion 3:2. Para esto se prepar6 las soluciones de
policaprolactona y quitosano de manera separada a una agitacion de 130 rpm durante
24 horas; luego se mezclaron a una velocidad de agitacion de 130 rpm, a temperatura
ambiente durante 24 horas (ver Figura 6).
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Figura 6. Esquema de preparacion de soluciones de PCL y quitosano de bajo y medio
peso molecular para la obtencion de la solucién de electrohilatura. [Fuente: Maria
Oviedo, Grupo Dindmica Cardiovascular].

b. Disefo experimental

Se realiz6 un disefio experimental factorial multinivel. Para el primer disefio
experimental, se dejo fijo los pardmetros de concentracion de PCL/QLMW a una relacion
7:2 viv, humedad relativa al 30 % y flujo de 0.05 ml / h'y se vari6 la distancia de la aguja
al colector entre 10 y 15 cm vy el voltaje entre 10, 15, 20 kV (ver Tabla 1). Asi mismo,
para la solucion de PCL/IQMMW se dejaron fijos los mismos parametros del QLMW y se
vario la distancia aguja-colector entre 10, 15, y 20 cm vy el voltaje entre 10, 15, y 20 kV,
como se muestra en la Tabla 2.

Tabla 1. Resumen disefio de experimento No.1 para las muestras de PCL/QLMW.
Parametros fijos

. PCL 2
A 0
Concentracion (%) QLMW 12
Relaciéon PCL/QLMW (v / V) 7:2
Flujo (ml / h) 0.05
Humedad (%) 30
Pardmetros variables Pardmetro respuesta
Voltaje (kV) Distancia (cm) Diametro de fibra (nm)
10
10 15
20
10
15 15
20
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Tabla 2. Resumen disefio de experimento No.1 para las muestras PCL/QMMW.

Pardmetros fijos

Concentracion PCL 2
QMMW 12
Relacion PCL/IQMMW (v / v) 7:2
Flujo (ml / h) 0.05
Humedad (%) 30

Parametros variables

Pardmetro respuesta

Voltaje (kV) D

istancia (cm)

Diametro de fibra

10

10

15

20

10

15

15

20

Basado en los resultados obtenidos del primero disefio experimental, relacionados con
didmetro de filamento, continuidad y homogeneidad en las fibras, poca presencia de
defectos y recoleccion de muestra se definid un segundo disefio de experimental para
las muestras PCL/QLMW y PCL/QMMW que busca mejorar la apariencia de las
membranas obtenidas. Por lo cual, para el caso de la solucién de PCL/QLMW se cambié
el flujo a 0.10 ml/ h, una la distancia aguja-colector entre 10, 15, 20 cm y un voltaje de
15 kV, mientras que, para la solucion de PCL/QMMW se cambié el flujo 0.5 ml/ h, una
distancia aguja-colector entre 15, 18 y 20 cm y un voltaje entre 20, 22 kV (ver Tabla 3 y

Tabla 4).

Tabla 3.Resumen de disefio de experimento No.2 para muestras de PCL/QLMW.

Pardmetros fijos

Concentracioén (%) QT.?\:/II;N 122
Relacion PCL/QLMW (v / v) 7:2
Flujo (ml/ h) 0.30
Humedad (%) 30

Parametros variables

Parametro respuesta

Distancia (cm) Voltaje (kV) Diametro de fibra
10
15 11
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Tabla 4. Resumen disefio de experimentos No. 2 para muestras de PCL/IQMMW.

Pardmetros fijos

L PCL 2
0
Concentracion (%) QOMMW 12
Relacion PCL/IQMMW (v / v) 7:3
Flujo (ml/ h) 0.5
Humedad (%) 30
Parametros variables Parametro respuesta
Voltaje (Kv) Distancia (cm) Diametro de fibra
15
20 18
20
15
22 18
20

Segun los resultados obtenidos en el disefio de experimental dos, en el caso de la
muestra PCL/QLMW se procedio a realizar un tercer disefio de experimental donde se
varia el flujo a 0.3 ml/ h, el voltaje a 11 kV y la distancia entre 10, 15y 20 cm, lo cual
permitié determinar disminucién en los defectos de la muestra y aumento en la
recoleccion del material (ver Tabla 5). Asi mismo, en la Tabla 6 para las muestras
PCL/QMMW se evidencia los parametros que se dejaron fijos (voltaje, distancia y flujo)
y se vario la relacion PCL/IQMMW, con el fin de obtener membranas sin defectos y con
mayor cantidad de quitosano en la estructura final.

Tabla 5. Resumen disefio de experimentos No.3 para muestras de PCL/QLMW.

Pardmetros fijos
. PCL 2
0
Concentracion (%) QLMW 12
Relacion PCL/QLMW (v / V) 7:2
Flujo (ml/ h) 0.30
Humedad (%) 30
Pardmetros variables Pardmetro respuesta
Voltaje (kV) Distancia (cm) Didmetro de fibra
10
11 0

Tabla 6. Resumen disefio de experimentos No.3 para muestras de PCL/QMMW.

Parametros fijos

PCL 2
QMMW 12

Concentracioén (%)
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Voltaje (kV) 22
Flujo (ml / h) 0.30
Distancia (cm) 15
Humedad (%) 30

Pardmetros variables Pardmetro respuesta

Relacion PCL/IQMMW (v / v) Diametro de fibra

4:6
55
6:4

Con el fin de aumentar la relacibn de quitosano presente en las muestras de
PCL/QLMW, se plante6 un cuarto disefio de experimental donde se tuvo como
parametros de inclusibn aquellos que permitieron homogeneidad, continuidad y
disminucion de defectos en las fibras (ver Tabla 7). De igual manera, para las muestras
PCL/QMMW se dejé fija la relacion de ambos polimeros en 4:6, respectivamente y se
vario la distancia aguja-colector y el flujo con el fin de obtener diferentes porosidades
para la obtencién de una membrana electrohilada compuesta de 3 capas (ver Tabla 8).

Tabla 7. Resumen disefio de experimentos No.4 para muestras de PCL/QLMW
Pardmetros fijos

Concentracion (%) QT.?\:/I&N 122
Voltaje (kV) 11
Flujo (ml/ h) 0.30
Humedad (%) 30

Parametros variables

Parametro respuesta

Relacion
PCL/QLMW
(v/v)

Distancia (cm)

Diametro de fibra

4:6

20 55

6:4

7:3

Tabla 8. Resumen disefio de experimento No.4 para muestras de PCL/QMMW

Pardmetros fijos

o PCL 2
0
Concentracion (%) QMMW 12
Voltaje (kV) 22
Relacion PCL/IQMMW (v / v) 4:6
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Humedad (%) 30
Parametros variables Parametro respuesta
Flujo (ml / h) Distancia (cm) Diametro de fibra
18
0.3 20
25
18
0.5 20
25

Finalmente, para completar el disefio de experimentos de las muestras de PCL/QLMW,
se dejo fija la relacion entre ambos polimeros en 4:6, respectivamente y se varié la
distancia aguja-colector y el flujo (ver Tabla 9). Posteriormente, se escogio los
parametros finales de electrohilatura de cada tipo de muestra (PCL/QLMW vy
PCL/QMMW) teniendo en cuenta las siguientes caracteristicas una morfologia sin
defectos y fibras a escala hanomeétrica, luego se precedio a electrohilar por un periodo

de 10 horas (ver Tabla 10).

Tabla 9. Resumen disefio de experimentos No.5 para muestras de PCL/QLMW.

Parametros fijos

) PCL 2

Concentracion (%) QLMW 12
Voltaje (kV) 11
Relacion PCL/IQMMW (v / v) 4:6
Humedad (%) 30

Parametros variables

Pardmetro respuesta

Flujo (m / h) Distancia (cm) Diametro de fibra
18
0.3 oc
18
0.5 20
25

Tabla 10. Resumen de los parametros de electrohilatura para las muestras

PCL/QMMW y PCL/QLMW.
Parametros constantes
., PCL 2
0,
Concentracion (%) QMMW 0 QLMW 12
Relacién PCL/IQMMW o 46
PCL/QLMW (v / V) '
Humedad (%) 30
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Parametros variables Parametro respuesta
: Tamario de
PCL PCL Porosidad
Membrana QMMW QLMW (%) Fr?r:](; Pdl
Porosidad

Capa A Alta amanw | oo | ommw | ouuw | omw | oL
Voltaje

(kV) 22 11

Distancia

(cm) 25 25

Flujo

(m/h) 0.3 0.3

Capa B Porosidad Baja | gmuw | acew | ovew | ovse | ovie | ovaw
Voltaje

(kV) 22 11
Distancia 20 20

(cm)

Flujo

(m/ h) 0.3 0.5

Donde el Pdl es el indice de polidispersidad el cual se define como la desviacion
estandar (o) de la distribucion del diametro de particula dividida por el diametro medio
de particula (a) (Ver Ecuacion 1).

Pdl = (g)z Ecuacion 1

Pdl se usa para estimar la uniformidad promedio de las fibras en la membrana, y los
valores de Pdl cercanos a 1 corresponden a una mayor distribucion de tamafio y
muestras heterogéneas. De esta forma un valor de Pdl inferior a 0.1 es considerado
como una muestra monodispersa [62].

c. Condiciones de electrohilatura
Las mezclas de PCL/Quitosano se depositaron en una jeringa de vidrio de 5 ml con
capilar un de acero inoxidable de 21G, y posteriormente, fueron llevadas a electrohilar.
Las condiciones de electrohilatura dependieron de cada de los disefios experimentales
mostrados en el apartado b.

d. Caracterizacién morfologica

La caracterizacion morfolégica en cada uno de los disefios experimentales se llevd a
cabo utilizando un microscopio electronico de barrido Jeol NeoScope JCM-600 plus, las
muestras fueron preparadas tomando una pequefa porcién y fueron dispuestas en un
portamuestra para ser recubierto con oro por medio de pulverizacion cationica. Las
muestras fueron observadas a 10000x, 5000x y 2000x aumentos. Ademas, las
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membranas obtenidas bajo los parametros presentados en la Tabla 10 fueron
caracterizados en un microscopio Nova NanoSEM 200 y observadas a 100000x,
50000x, 20000x, 10000x, 5000x y 2000x aumentos. Las micrografias obtenidas fueron
analizadas mediante el software ImageJ® para determinar el diametro de fibra y la
porosidad aparente.

2. Determinaciéon de las caracteristicas fisicoquimicas de las membranas
compuestas electrohiladas desarrolladas.

a. Espectroscopia por Transformada de Fourier

El andlisis quimico se realizé por medio de espectrofotometria por transformada de
Fourier con un modulo de reflexion total atenuada (FTIR-ATR) empleando un
espectrofotdmetro Nicolet iS50- FTIR marca Thermo Scientific y los espectros fueron
obtenidos por la acumulacién de 32 escaneos en un rango longitud de onda entre
400 - 4000cm™® con wuna resolucion de 4 cm?®. Las muestras caracterizadas
correspondieron a las membranas de PCL, PCL/QLMW, PCL/QMMW vy las muestras
resultantes del ensayo de pérdida de masa en un tiempo de interaccion de 4 h.

b. Pruebas mecanicas

Se realiz6 pruebas de tension mecéanica estatica uniaxial en un plano a las membranas
de PCL/QLMW y PCL/QMMW utilizando un analizador mecanico dinamico (DMA Q800,
TA Instruments, New Castle, DE). Dichas pruebas se realizaron por triplicado a
membranas con dimensiones de 5,3 mm de ancho, 10 mm de largo y 0.03 mm de
espesor. El ancho de la muestra se midié6 empleando un calibrador electrénico estandar
(Fowler High Precision, Inc., Newton, MA), la longitud entre las pinzas fue determinada
por el DMAy el grosor se obtuvo utilizando un micrometro digital estandar (Mitutoyo Co,
Japoén). Todas las pruebas de tension se llevaron a cabo a 28°C en modo de fuerza
controlada con una precarga de 0.05N y una fuerza cargada en rampas de 0.2N/min
para las membranas de PCL (control) y para las muestras PCL/QLMW y PCL/QMMW
se empled una precarga de 0.001N y una fuerza cargada en rampas de 0.1N/min.

c. Angulo de contacto

Se empled un goniémetro modelo Oca 15plus con una linea de voltaje de 12 V ajustado
con un sistema optico. Para determinar el angulo de contacto de las membranas de
PCL, PCL/QLMW y PCL/QMMW se depositdé una gota de agua y de plasma sanguineo
de manera individual y se tomaron por triplicado imagenes durante 2 min, de los cuales
se eligieron 3 tiempos para medir los angulos.

d. Pérdida de masa

Este ensayo se realizd con tres tipos diferentes de soluciones: solucion salina a pH 5,
agua desionizada y solucion salina a un pH 10 (medio &cido, neutro y basico). Las
mediciones fueron realizadas a periodos de incubacion de 4, 6 y 24 horas por duplicado.
El ensayo se realiz6 a partir de muestras cortadas en cuadrados de 1,5 cm x 1,5 cm de
las membranas de PCL, PCL/QLMW y PCL/QMMW, luego se medi6 el espesor y se
pesaron; posteriormente, se les agregé 1 ml de la solucidn correspondiente al ensayo
(medio &cido, neutro y basico). Después del tiempo de interaccion, se peso las
membranas en humedo y secas (ver Figura 7).
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Figura 7. Esquema ensayo de pérdida de masa. [Fuente: Maria Oviedo, Grupo
Dinamica Cardiovascular].

Para determinar el porcentaje de pérdida de masa se empled la Ecuacion 2. Donde
Pesogeco1 COrresponde al peso seco inicial de las muestras PCL, PCL/QLMW vy
PCL/QMMW, respectivamente, y Pesog,., » €S €l peso final humedo de las muestras PCL,
PCL/QLMW y PCL/IQMMW.

Pesogeco 1—PeS0seco 2

%PerMasa = x 100 % Ecuacion 2

Peso seco1

3. Evaluacion del comportamiento hemostatico y funcional in vitro del biomaterial
compuesto.

a. Recoleccion de fluido sanguineo y preparacion de soluciones

Para esta prueba se obtuvo sangre bovina obtenida de la Central Ganadera S.A, la cual
se dispuso en tubos de ensayo con anticoagulante para su conservacion. Posterior a su
recoleccion, se prepar6 la solucion madre para el ensayo de hemdlisis en una relacion
de sangre y solucion salina (NaCl) a 4:5, el control positivo (CP) en una relaciéon sangre y
H.Od a4:5y el control negativo (CN) en unarelacion sangre y solucion salida a 1:8, Para
las lecturas de absorbancia del control positivo y negativo se incub6 por 60 min a 37 °C
y se paso a centrifugar a 2500 rpm por 5min.

b. Ensayo hemolitico

Para realizar este ensayo, las muestras de PCL/QLMW y PCL/QMMW se esterilizaron
en inmersién de etanol, luego se lavaron con H,Od y se irradiaron con UV durante 30
min. Posterior a esto, se realiz6 un preacondicionamiento de las membranas por
triplicado, las cuales tenian unas dimensiones de 1,5 x 1,5 cm y se depositaron en tubos
con solucion salina por 30 min a 37 °C. Luego se adicion6 la solucién madre y se incubd
por 60 min a 37 °C. Después del tiempo de incubacién se retir6 la membrana y se
centrifugd a 2500 rpm durante 5 minutos. Por dltimo, la lectura de la absorbancia se
realizé es un espectrofotometro Lambda Bio 10 a una longitud de onda de 540 y 545 nm
(ver Figura 8). Para determinar el porcentaje de hemolisis se empleé la Ecuacion 3.
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Figura 8. Esquema para determinar el porcentaje de hemolisis de las membranas
electrohiladas de PCL/QLMW y PCL/QMMW. [Fuente: Maria Oviedo, Grupo Dinamica
Cardiovascular].

c. Prueba de permeabilidad estatica
Para determinar experimentalmente los coeficientes de conductividad hidraulica se

empledé una columna de permeabilidad siguiendo la norma 1SO-7198. La prueba
consisti6 en tomar una columna de presién hidrostatica, con una altura de fluido
equivalente a tres presiones 3, 5 y 10 mmHg, las cuales emulan la presién a la que se
ven expuestos los vasos de pequefio diametro como los capilares. Posterior a esto, se
ubicé un portamuestra en el extremo de la columna de presion, en este se coloco
muestras de PCL, PCL/QLMW y PCL/QMMW previamente cortadas con una longitud
de 2 cm x 2 cm, con el fin de medir la masa del fluido (agua destilada) que atraviesa la
membrana durante 1 minuto (ver Figura 9). Con los resultados obtenidos se report6 la
conductividad hidraulica de la membrana empleando la Ecuacion 4.
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m

Piluido *dreaxt Ecuacion 4

Kiso7198 =

Donde Kisories €S la conductividad hidraulica [ml/min*cm2]; m es la masa del fluido
de trabajo [g]; prido €S la densidad del fluido de trabajo [g/ml]; area es el area del
portamuestra [cm?] y t es el tiempo de recoleccién [min].

PCL
PCL/QLMW o
PCL/QMMW

oy &
mm =[ 3 2
ol =
Ubicar Llenarla Pesar el fluido
portamuestra columna de resultante
al montaje H,O destilada
y medir Tmin

Figura 9. Esquema representativo del ensayo de permeabilidad para las membranas
electrohiladas de PCL, PCL/QLMW y PCL/QMMW a presiones similares a las
ejercidas en heridas externas de la piel. [Fuente: Maria Oviedo, Grupo Dindmica
Cardiovascular].

d. Anélisis estadistico

Los resultados fueron analizados estadisticamente mediante ensayos de ANOVA
multifactorial, donde se determiné la influencia estadistica por medio de la premisa de
valor p > q, esta fue corroborada mediante la prueba de Normalidad de Shapiro-Wilk y
prueba de homocedasticidad Bartlett bajo la hipétesis de valor p > a. Ademas, los
valores obtenidos en las técnicas de caracterizacion son expresados como un valor
promedio + su desviacion estandar. Asi mismo, se consideré para cada técnica un n=3
y un nivel de significacion estadistica con p = 0.05.
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CONCEPTO ETICO

El presente trabajo apunta a una investigacion con riesgo minimo debido a su naturaleza
experimental, en la cual el objeto de estudio se dirige a membranas electrohiladas de
quitosano y policaprolactona. Se declara que durante la ejecucion de este proyecto no
se realizaran pruebas en humanos ni en animales y en ninguna etapa del proyecto se
contempld la interaccion con pacientes. Las muestras derivadas del estudio fueron
micrografias, espectros, curvas de porcentaje de degradacion,
comportamiento mecanico y hemdlisis de las membranas electrohiladas no se aplicaron
a un sujeto humano de estudio o paciente.

Insumos bioldgicos, radiaciones u otros factores de riesgo:

Los investigadores no fueron sometidos a riesgo alguno, ya que no manejaron
elementos bioldgicos peligrosos y no se sometieron a radiaciones ionizantes u otras
emisiones nocivas. El personal de investigacion asociado guardé estricto cumplimiento
de las normas de bioseguridad para la manipulacion de material biolégico y quimico. Asi
mismo, se dispuso de los residuos de riesgo segun las normas Nacionales e
Internacionales establecidas para tal fin. Todo el equipo de investigacion tiene
capacitacion para la manipulacion de este material y del uso de equipos de alta tension,
pero bajo amperaje.

Teniendo en cuenta los objetivos del proyecto, se realizé6 experimentacién del
comportamiento hemolitico en sangre bovina, la cual fue donada por la Central de
Faenado municipal de Medellin para la obtencion de especimenes de estudio, por lo
tanto, la sangre fue tomada de animales sanos que fueron utilizados en la industria
alimenticia y no se sacrificaron especificamente para el estudio de esta investigacion.
Asi mismo, se dispuso de los residuos biol6gicos, de acuerdo con las normas
establecidas por la Universidad Pontificia Bolivariana, de forma que se minimizaron los
efectos secundarios a su descarte.
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CAPITULO 3: RESULTADOS Y DISCUSION

1. DESARROLLO DE MEMBRANAS ELECTROHILADAS CONSIDERANDO EL
EFECTO DEL PESO MOLECULAR DEL QUITOSANO EN LA ESTRUCTURA DE
UN MATERIAL BIOCOMPUESTO.

a. Microscopia electronica de barrido SEM

En la seccion 1 del apartado del proceso experimental se plante6 una metodologia para
determinar las condiciones 6ptimas de electrohilado para las membranas de PCL,
PCL/QLMW y PCL/QMMW, que permitiera obtener membranas con fibras continuas,
homogéneas, con poca presencia de defectos y con didmetros de fibras cercanos a la
escala nanométrica. Cabe resaltar que los parametros para la construccion del disefio
experimental inicial de las membranas compuestas se basaron en una busqueda
bibliografica, en donde se emplearon aquellos parametros que evidenciaban la
formacion de fibras y recoleccion de material bajo el sistema de solventes que se
selecciond. En la Figura 10 y 12 se muestran las micrografias de las membranas
obtenidas bajo los pardmetros del disefio de experimentos No. 1 para PCL/QLMW y
PCL/QMMW, asi mismo en la Tabla 11 y Tabla 12 se puede apreciar el didmetro
promedio de cada membrana.
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Figura 10. Micrografias de las membranas electrohiladas PCL/QLMW bajo los
parametros del disefio experimental No. 1. a) Distancia 10 cm; Voltaje 10 kV, b)
Distancia 15 cm; Voltaje 10 kV, ¢) Distancia 10 cm; Voltaje 15 kV, d) Distancia 15 cm;
Voltaje 15 kV y e) Distancia 20 cm; Voltaje 15 kV.

Las nanofibras de las membranas electrohiladas obtenidas a partir del disefio
experimental No.1 de PCL/QLMW se orientaron aleatoriamente con valores de tamafio
de fibra entre 70 a 120 nm, ademds, se exhibe una distribucién heterogénea y en
algunas combinaciones ensanchamiento de las fibras. Basado en lo anterior, se pudo
observar que los tamafios de fibras para el voltaje de 10 kV presentaron una disminucién
a medida que aumento la distancia entre la aguja y el colector. Se resalta que en la
distancia de 20 cm no se logré la formacion de fibras, lo cual podria atribuirse al bajo
flujo de salida de la solucién al momento de electrohilar unido, a la poca estabilidad en
el cono de Taylor y a la alta distancia entre el colector y la aguja [63]. Asi mismo, en el
caso del voltaje de 15 kV se pudo observar un aumento en el diametro de la fibra a
medida que incremento la distancia.

Ademas, para determinar la influencia de los parametros variables se realiz6 un analisis
Anova simple para asi establecer si hay una significancia estadistica entre los diametros
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de fibra obtenidos en relacién a la distancia y/o voltaje. En este se encontr6é que hay un
valor de p= 0,000 para la relacién entre diametro de fibra y distancia y un valor de
p= 0,002 para la relacion de diametro de fibra y voltaje, lo que cumple la premisa de
p <a, no obstante, al momento de corroborar la significancia por la hipotesis de
normalidad, se obtiene un valor de p= 0,000 lo que es contrario a la premisa de p > q,
por lo tanto no existe diferencia estadistica entre los diametros obtenidos y los
parametros variables (ver Anexo 1) .

Tabla 11. Resumen diseiio de experimento No.1 para las muestras de PCL/QLMW.

Pardmetros fijos
o PCL 2
Concentracion (%) OLMW 12
Relacién PCL/IQLMW (v / V) 7.2
Flujo (ml / h) 0.05
Humedad (%) 30
Pardmetros variables Pardmetro respuesta
Voltaje (kV) Distancia (cm) Diametro de fibra (nm)
10 79,76 £ 1,30
10 15 76,09 + 1,36
20 —--%
10 106,32 £ 1,34
15 15 109,57 £ 1,33
20 122,27 + 1,41

*Parametros no éptimos para la generacion de fibras.

Para complementar el analisis se realizé un grafico de interaccién, el cual involucra el
parametro de respuesta con los parametros variables (ver Figura 11 ). En este se
observé que el voltaje de 10 kV presentd bajo las 3 distancias una disminucion en los
diametros de fibras en comparacion a 15 kV y que, en efecto este comportamiento fue
de forma descendente en relacién al comportamiento ascendente que present6 el
voltaje.
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Figura 11. Grafico de interaccion entre los parametros de respuestas y variables del
disefio No.1 para membranas de PCL/QLMW. Con un n=3.

Para el caso del disefio experimental No.1 de PCL/QMMW, a diferencia de las muestras
de PCL/QLMW se obtuvieron fibras en todos los parametros planteados y con un
diametro mayor. Las membranas presentaron fibras continuas, heterogéneas, con poca
presencia de defectos y con la aparicién de fibras mas finas que se desprenden de la
fibra original (ver Figura 12), dicho fendbmeno podria atribuirse a la presencia de
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guitosano en la muestra, el cual debido a su peso molecular y a la concentracion en la
soluciéon aumenta la densidad de carga debido a su naturaleza policationica, lo que
conduce a una division secundaria adicional de la solucion que influye en la formacion
de fibrillas superpuestas en las fibras de mayor diametro [64].

.‘Q__...___ 2 l“‘li ; b i

td, 15 kY, “?wopa 2019 00758 H.gq\\: ‘sen, Po snI\ 54 ,?

Figura 12 Mlcrograflas de Ias membranas electrohiladas PCL/QMMW bajo Ios
parametros del disefio experimental No. 1. a) Distancia 10 cm; Voltaje 10 kV, b)
Distancia 15 cm; Voltaje 10 kV, ¢) Distancia 20 cm; Voltaje 10 kV, d) Distancia 10 cm;
Voltaje 15 kV, e) Distancia 15 cm; Voltaje 15 kV y f) Distancia 20 cm; Voltaje 15 kV.

Como se puede observar en la Tabla 12, a un voltaje de 15kV se presenta una
disminucion del diametro de fibra comparado con las obtenidas a 10 kV , lo cual se debe
a un aumento en el diferencial de potencial originado entre la punta de la aguja y el
colector que hace que haya una rapida ruptura de la tension superficial de una menor
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cantidad de solucidn y a su vez mayor elongacién debido a la diferencia de cargas. Con
el fin de determinar si los datos tienen significancia estadistica, se encontro el valor p a
partir de un andlisis Anova simple (ver Anexo 2) donde se evidencié que no existe una
diferencia estadistica entre los resultados de diametro de fibra y los parametros
variables, distancia y voltaje, debido a que el valor p= 0,000 es menor a a= 0,05, lo cual
contradice a la premisa de p > aq, hipétesis inicial declarada en la prueba de
Homocedasticidad.

Tabla 12. Resumen diseiio de experimento No.1 para las muestras de PCL/QMMW.

Pardmetros fijos
Concentracion PCL 2
QMMW 12
Relacion PCL/IQMMW (v / v) 7:2
Flujo (ml / h) 0.05
Humedad (%) 30
Parametros variables Parametro respuesta
Voltaje (kV) Distancia (cm) Diametro de fibra (nm)
10 217,33+ 70,0
10 15 127,80 £ 1,40
20 177,14 £ 67,0
10 185,26 £ 1,53
15 15 110,62 + 1,45
20 141,30+ 1,43

Para complementar el andlisis se realizé un gréafico de medias entre el diAmetro de fibra
y la distancia (ver Anexo 3), donde se pudo observar que la distancia de 15 cm presenta
menor didmetro en comparacion a la de 10 y 20 cm, dicha disminucion y aumento entre
15 y 20 cm podria atribuirse a la estabilidad del cono de Taylor al momento de
electrohilar, como a la modificacién en la distancia del colector asociado a la viscosidad
de la solucion [65]. Adema&s, se obtuvo un gréfico de interaccion que involucré el
parametro de respuesta con los parametros variables (ver Figura 13 ), y se muestra que
ambos voltajes presentaron un mismo comportamiento con respecto al didmetro de
fibra, sin embargo el voltaje de 15 kV presenta menores didmetros de fibras en un rango
de 220 a 110 nm.
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Figura 13. Grafico de interaccion entre pardmetros respuestas y variables del disefio
No.1 para membranas de PCL/QMMW. Con un n=3.
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En base al disefio de experimentos No.1 de PCL/QLMW se complemento6 en busca de
mejorar la apariencia de las membranas con un nuevo disefio donde se vari6 el voltaje
a 10 y 11 kV a una distancia de 15cm. En la Figura 14a se puede observar poca
recoleccion del material a un voltaje de 10 kV, asi mismo, se obtuvieron fibras continuas
y heterogéneas, por otro lado en la Figura 14b, se evidenci6é presencia de perlas que
pueden ser atribuidas al bajo peso molecular, baja concentracion y viscosidad, alta
tension superficial o baja densidad de carga. En este caso, una baja concentracién y
alta fuerza eléctrica aplicada, hace que la solucion solidifique el polimero de manera
rapida y este se acumule y favorezca el aumento del diametro de las fibras [66].
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Figura 14. Micrografias de las membranas electrohiladas PCL/QLMW bajo los
parametros del disefio experimental No. 2. a) Distancia 15 cm; Voltaje 10 kV y b)
Distancia 15 cm; Voltaje 11 kV.

Como se puede observar en la Tabla 13, para el disefio de experimentos No.2 de las
muestras de PCL/QLMW el diametro de fibra y la recoleccién del material aument6 con
el voltaje, lo que puede atribuirse al aumento del diferencial de potencial y a una
viscosidad insuficiente de la solucion [63]. Para corroborar si los resultados presentan
una diferencia estadistica significativa entre el cambio de didmetro de fibra y el voltaje
aplicado, se hall6 el valor p, el cual indica que no hay una significancia entre estos dos
parametros porque el valor de p=0,08 contradice a la premisa p>a.

Tabla 13. Resumen de disefio de experimento No.2 para muestras de PCL/QLMW.

Parametros fijos
L PCL 2
0
Concentracion (%) OLMW 12
Relacién PCL/IQLMW (v / v) 7:2
Flujo (ml/ h) 0.30
Humedad (%) 30
Parametros variables Parametro respuesta
Distancia (cm) Voltaje (kV) Diametro de fibra (nm)
15 10 68,77 £ 1,44
11 185,51 + 1,34
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Con el objetivo de mejorar la apariencia de las membranas de PCL/QMMW, se plante6
el disefio de experimento No.2, en este se aumento la concentracién de quitosano, lo
que llevé al aumento de la viscosidad de la solucion y, por lo tanto, un aumento en el
voltaje aplicado.
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Figura 15. Micrografias de las membranas electrohiladas PCL/QMMW bajo los
parametros del disefio experimental No. 2. a) Distancia 15 cm; Voltaje 20 kV, b)
Distancia 18 cm; Voltaje 20 kV, ¢) Distancia 20 cm; Voltaje 20 kV, d) Distancia 15 cm;
Voltaje 22 kV, e) Distancia 18 cm; Voltaje 22 kV y f) Distancia 20 cm; Voltaje 22 kV.

En la Figura 15, se observaron fibras continuas, uniformes, con presencia de formacion
de fibras mas finas debido al aumento del quitosano. De igual forma, se determiné que,
al aumentar la concentracion de la mezcla polimérica, se logro obtener fibras fusionadas
con mayor homogeneidad, también, se identifico que el aumento de la distancia aguja-
colector permite un mayor secado Yy solidificacién de las nanofibras, gracias a que hubo
ausencia de acumulacion polimérica sobre la muestra.

Tabla 14. Resumen disefio de experimentos No. 2 para muestras de PCL/QMMW.
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Pardmetros fijos
L PCL 2
0
Concentracion (%) OMMW 12
Relacion PCL/IQMMW (v / v) 7:3
Flujo (ml / h) 0.5
Humedad (%) 30
Parametros variables Parametro respuesta
Voltaje (Kv) Distancia (cm) Didametro de fibra (nm)
15 27,91 + 29,2
20 18 203,05 + 60,2
20 232,60 = 90,6
15 171,64 £ 1,20
22 18 220,16 £ 1,22
20 277,68 + 1,55

De otro lado, se observo un aumento en el diametro de fibra a medida que aumenté la
distancia en cada voltaje, presentando fibras entre los 20 y 280 nm. De manera similar,
el voltaje de 22 kV present6 mayor didmetro en comparaciéon con el de 20 kV lo que
podria atribuirse a una mayor cantidad del polimero expulsado debido a la viscosidad
de la solucion y al aumento en el voltaje (ver Figura 15 y Anexo 5) [67]. No obstante,
entre el parametro de respuesta y los parametros variables expresados no hubo
significancia estadistica debido a que si bien se cumplié la premisa de p < a con un valor
de 0,000, al momento de corroborar la hipétesis mediante la prueba de
homocedasticidad y normalidad se descartd ya que el valor no cumplié la relacion de
p > a (ver Anexo 4).
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Figura 16. Grafico de interaccion entre los parametros respuestas y variables del
disefio No.2 para membranas de PCL/QMMW. Con un n=3.

Segun los resultados obtenidos en el disefio de experimental No.2, en el caso de la
muestra PCL/QLMW se procedio a realizar un tercer disefio experimental donde se vario
el flujo a 0.3 ml/ h, el voltaje a 11 kV y la distancia entre 10, 15y 20 cm, lo cual permitié
determinar disminucion en los defectos de la muestra y aumento en la recoleccion del
material.
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Figura 17. Micrografias de las membranas electrohilad
parametros del disefio experimental No. 3. a) Distancia 10 cm; Voltaje 11 kV y b)

Distancia 20 cm; Voltaje 11 kV.
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Como se puede observar en la Figura 17, hay presencia de fibras continuas,
heterogéneas con generacion de fibras ultrafinas y engrosamiento a lo largo de su
longitud, asi mismo, se observé que el diametro de fibra aumenté a medida que
incrementd la distancia, sin embargo, no hay significancia estadistica entre ambos
parametros (distancia y diametro) debido a que el valor de p es de 0,8834. Este
comportamiento de generacion de fibras ultrafinas puede ser atribuido a la carga
catidnica presente en la estructura del quitosano que unido a un valor de voltaje mayor
(11 kV) en comparacién a otros experimentos generan mayor conductividad y por ende
formacion de fibras mas finas. De igual forma, el engrosamiento de la fibra 'y el aumento
del diametro en relacion a la distancia podria atribuirse a la viscosidad de la situacion
gue unido al voltaje y la distancia hacen presentar inestabilidades en la formacién del

cono de Taylor [68].

Tabla 15. Resumen disefio de experimentos No.3 para muestras de PCL/QLMW.

Pardmetros fijos

Concentracion (%) QIID_(I\:/II;N 122
Relacién PCL/IQLMW (v / V) 72
Flujo (ml/ h) 030
Humedad (%) 30

Parametros variables

Pardmetro respuesta

Voltaje (kV) Distancia (cm) Didmetro de fibra (nm)
11 10 131,88 +1,43
20 137,28 + 1,38

Asi mismo, buscando obtener membranas sin defectos y con mayor cantidad de
quitosano en la estructura final se dejaron fijos los parametros como voltaje, distancia y

flujo, y se vario la relacion de PCL/QMMW.
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as PCL/QMMW bajo los
parametros del disefio experimental No. 3. a) Relacion (PCL: QMMW) 4:6, b) Relacion
(PCL: QMMW) 5:5y c) Relacion (PCL: QMMW) 6:4.

En este caso, se pudo observar cambios en la morfologia de las fibras a medida que se
agreg6 mayor cantidad de quitosano, esto puede atribuirse al cambio en la viscosidad y
la conductividad de las soluciones electrohiladas [69]. Asi mismo, la inestabilidad del
cono de Taylor, influyen en la formacion de nanofibras con irregularidades en los bordes
de las fibras, asi como, engrosamiento de las mismas (ver Figura 18).

Tabla 16. Resumen disefio de experimentos No.3 para muestras de PCL/QMMW.

Parametros fijos
L PCL 2
Concentracion (%) OMMW 12
Voltaje (kV) 22
Flujo (ml / h) 0.30
Distancia (cm) 15
Humedad (%) 30
Parametros variables Parametro respuesta
Relacion PCL/IQMMW (v / v) Diametro de fibra (nm)
4.6 156,21 + 66,2
5:5 139,46 + 53,0
6:4 99,62 + 1,39
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Como se puede evidenciar en los datos del diametro de fibra hay una disminucion a
medida que aumenta la cantidad de quitosano en la solucion (ver Anexo 7), esta
disminucion en el didmetro de fibra se debe en parte a la naturaleza policationica del
quitosano que influye en el aumento de la conductividad y, por lo tanto, una mayor
densidad de carga en la solucion. Debido a la mayor cantidad de cargas transportadas
en el fluido de salida, se imponen fuerzas de alargamiento mas altas que causan fibras
mas delgadas. Ademas, la adicion de quitosano permite electrohilar soluciones de
polimeros sintéticos que se presentan en menor concentracion en la solucion a
electrohilar, lo que ocasiona aumento de la viscosidad y generacion de fibras continuas
[70]. De igual forma, con el fin de obtener membranas sin defectos y con mayor cantidad
de quitosano en la estructura final se dejaron fijos los parametros de voltaje, distancia y
flujo, y se vario la relacion de PCL/QLMW.

Figura 19. Micrografias de las membran eecrohilada e PCL/QLMW bajo los
parametros del disefio experimental No. 4. a) Relacion (PCL: QLMW) 4:6, b) Relacién
(PCL: QLMW) 5:5, c) Relacion (PCL: QLMW) 6:4 y d) Relacién (PCL: QLMW) 7:3.

Como se observa en la Figura 19, se obtuvieron fibras continuas, cuyos didmetros
fueron entre 70 y 130 nm (ver Tabla 17) con una distribucion homogénea para cada
muestra, asi mismo, se presentd disminuciéon del tamafio de las fibras a medida que se
agreg6 mayor cantidad de quitosano a la solucion de electrohilado,esta disminucién
sustancial en el diametro de la fibra se debe en parte a la composicion electronica del
quitosano, que al presentar cargas positivas alrededor de su estructura da como
resultado una conductividad aumentada, las cuales unidas al voltaje aplicado favorecen
el estiramiento de la fibra en formacion [71]. Al momento de realizar el andlisis
estadistico no se encontro diferencia estadisticamente significativa debido a que el valor
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de p en la prueba de normalidad y homocedasticidad fue de 0,000 y 0,003,
respectivamente, dicho valor fue menor a a=0.05, es decir no se cumple con la premisa
p > a (ver Anexo 8).

Tabla 17. Resumen disefio de experimentos No.4 para muestras de PCL/QLMW

Pardmetros fijos
o PCL 2
0
Concentracion (%) OLMW 12
Voltaje (kV) 11
Flujo (ml / h) 0.30
Humedad (%) 30
Parametros variables Parametro respuesta
Relacion
Distancia (cm) PCL/QLMW Diametro de fibra (nm)
(V/v)
4.6 121,43 £ 1.60
20 55 128,82 + 40,0
6:4 77,24 £ 1,55
7:3 72,90 + 1,39

Finalmente, para las muestras de PCL/QMMW se dejo fija la relacion de ambos
polimeros en 4:6, respectivamente; y se vario la distancia aguja-colector y el flujo con el
fin de obtener diferentes porosidades para la obtencion de una membrana electrohilada
compuesta de 3 capas, esto pensando en la capacidad de la membrana para ser un
filtro selectivo, es decir, interactuar con el fluido, hacer la captacion y generar una
barrera de proteccion.
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Figura 20.Micrografias de las membranas electrohiladas PCL/QMMW bajo los
parametros del disefio experimental No. 4. a) Distancia 18 cm; Flujo 0,3 ml/h, b)

Distancia 20 cm; Flujo 0,3 ml/h, ¢) Distancia 25 cm; Flujo 0,3 ml/h, d) Distancia 18 cm;

Flujo 0,5 ml/h, e) Distancia 20 cm; Flujo 0,5 ml/h y f) Distancia 25 cm; Flujo 0,5 mi/h.

En general, se obtuvieron fibras desde 33 nm hasta 87 nm (ver Tabla 18) donde todos
los valores fueron por debajo de la escala nanométrica (diametro de fibra < 100 nm), asi
mismos, las muestras presentaron fibras con bordes definidos, continuos y
heterogéneos (ver Figura 20). Ademas, como se puede observar en la Figura 21, el
menor diametro de fibra se presentd a un flujo de 0.3 ml/h y una distancia de 20 cm. A
partir del grafico de medias se encontré que a un flujo de 0.3 ml/h se generaron los
menores tamafios de diametro de fibra en comparacion con el flujo de 0.5 ml/h (ver
Anexo 9).
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Tabla 18. Resumen disefio de experimento No.4 para muestras de PCL/QMMW.

Parametros fijos
L PCL 2
0
Concentracion (%) OMMW 12
Voltaje (kV) 22
Relacion PCL/IQMMW (v / v) 4.6
Humedad (%) 30
Parametros variables Parametro respuesta
Flujo (ml/ h) Distancia (cm) Didmetro de fibra (nm)
18 66,56 + 1,35
0.3 20 33,60 + 1,50
25 86,08 + 1,27
18 56,93 + 1,52
0.5 20 55,78 + 1,40
25 83,21 + 1,52

A partir de los resultados de la Tabla 18, se puede observar menores didmetros de fibra
para un flujo de 0.5 ml/h, esto podria deberse al aumento en el flujo de salida de la
solucion de electrohilatura, la cual presenta un incremento en la conductividad
ocasionado por la cantidad de cargas del quitosano que aumenta segun lo hace el fluido
de eyeccion. Como se mencioné anteriormente, la conductividad y la viscosidad tienen
efectos sobre la estabilidad del cono de Taylor, lo que unido a la distancia entre aguja-
colector es determinante sobre el diametro de fibra. En este caso especifico, se hace
evidente un aumento en el diametro de fibra para la distancia de 25 cm, lo cual,
comparado con el comportamiento de los disefios de experimentos anteriores, puede
deberse a inestabilidades en el cono de Taylor debido a que hay una mayor distancia y
esto incide sobre las fuerzas de atraccion en el sistema. Para validar si hay una
diferencia estadistica, se realizé un Anova multifactorial donde se relacion6 el diametro
de fibra en respuesta al flujo y la distancia de coleccién, se encontr6 que ambos
parametros no ocasionaron cambios estadisticamente significativos respecto al
diametro de la fibra debido a que el valor de p fue mayor con respecto a a= 0.05.
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Figura 21. Grafico de interaccidn entre pardmetros respuestas y variables del disefio
No.4 PCL/QMMW. Con n=3.
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Finalmente, para completar el disefio de experimentos de las muestras de PCL/QLMW,
se dejo fija la relacion entre ambos polimeros en 4:6, respectivamente y se varié la
distancia entre la aguja-colector y el flujo de inyeccion.
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Figura 22. Micrografias de las membranas electrohiladas PCL/QLMW bajo los
parametros del disefio experimental No. 5. a) Distancia 18 cm; Flujo 0,3 ml/h, b)
Distancia 25 cm; Flujo 0,3 ml/h, c¢) Distancia 18 cm; Flujo 0,5 ml/h, d) Distancia 20 cm;
Flujo 0,5 ml/h y e) Distancia 25 cm; Flujo 0,5 ml/h.

Las nanofibras electrohiladas en el disefio experimental No.5 de PCL/QLMW se
orientaron aleatoriamente con valores de tamafo de fibra entre 60 a 140 nm, de manera
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heterogénea y con presencia de defectos a una distancia de 20 cm y un flujo de 0.5 ml/h
(ver Figura 22), lo cual pudo ser debido a que el solvente no se evaporo en el trayecto
y se depositaron las fibras humedas en el colector [72]. Asi mismo, se observo que los
mayores diametros de fibras fueron ocasionados por un flujo de 0,3 ml/h, y de otro lado,
los menores didmetros de fibra se obtuvieron en un flujo de 0.5 ml/h a una distancia de
20 cm, lo que puede atribuirse a un mayor estiramiento de las fibras generado por la
cantidad de polimero expulsado y el voltaje aplicado al sistema (ver Anexo 10 y Figura
23).

Tabla 19. Resumen disefio de experimentos No.5 para muestras de PCL/QLMW.

Parametros fijos
c tracion (% PCL 2
oncentracion (%) QLMW 12
Voltaje (kV) 11
Relacién PCL/IQMMW (v / v) 4.6
Humedad (%) 30
Pardmetros variables Pardmetro respuesta
Flujo (m / h) Distancia (cm) Diametro de fibra (nm)
03 18 101,47 £1,32
' 25 141,22 + 46,53
18 82,17 £ 20,18
0.5 20 62.93 + 1,44
25 89,75 * 30,99

De igual manera, al realizar el andlisis estadistico para determinar si los parametros
variables tienen significancia estadistica respecto al pardmetro de respuesta, se
encontré un p de 0,000, pero al realizar la prueba de Normalidad se descarté dicha
hipétesis debido a que no cumplio con el criterio de p>a (p= 0,002).
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Figura 23. Grafico de interaccion entre pardmetros respuestas y variables del disefio
No.5 PCL/QMMW. Con un n=3.

Posteriormente, se escogio los pardmetros finales de electrohilatura para cada tipo de
muestra (PCL/QLMW y PCL/QMMW), en los cuales se eligieron aquellos que
permitieron la obtenciéon de morfologias sin defectos y fibras a escala nanométrica,
consecuente a esto se procedi6 a electrohilar por un periodo de 10 horas.
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Figur 2. Micrografias las membranas dePCL/QMW y PCL/QLMW. a) PM/P
de PCL/QLMW, b) PA/PM/PB de PCL/QMMW, c) PB/PM/PA de PCL/QLMW, d)
PB/PM/PA de PCL/QLMW.

Como se puede observar en la Figura 24 a y 24 b, cualitativamente se evidencia
membranas con un tamafio de poro mayor, por lo cual se procedié a determinar el
tamafio de poro y porosidad por medio de la segmentacion de la imagen y uso del
programa Fiji (Ver Tabla 20), donde se encontr6 que el tamafio de poro aparente se ve
influenciado por la sinergia entre los diferentes parametros de electrohilatura, en
especial, entre la relacion del flujo y la distancia aguja-colector.

Tabla 20. Resumen de los parametros de electrohilatura para las membranas de
PCL/QMMW y PCL/QLMW.

Parametros constantes
Concentracion (%) | PCL 2
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QMMW o QLMW | 12
Relacion PCL/IQMMW o 46
PCL/QLMW (v / V) '
Humedad (%) 30
Parametros variables Parametro respuesta
vermbrana | _PCL | PcL | Porosidad | Tamano de ol
OMMW | QLMW (%) P
(nm)
Porosidad
Capa A o st [ arsi [ arei | ot [ consi | o5
Voltaje
(KV) 22 11
D'?E?;')C'a 25 25 31 | 316 | 392 | 225 | 0,008 | 0,010
Flujo
(m/ h) 0.3 0.3
Porosidad
Capa B Baja o | ooww | ovw | otvw | o | orvw
Voltaje
(k) 22 11
D|?£?Tr:)c|a 20 20 29 30 |219 |191 |o0,017 |o0,008
Flujo
(m/ h) 0.3 0.5

Finalmente, al observar el indice de polidispersidad, se encontrd que al ser un valor
cercano en todas las membranas a O (ver Tabla 20), se determiné que el
comportamiento de las fibras de PCL/QMMW y PCL/QLMW exhiben
monodispersidad, esto indica que los valores del diametro de fibra se encuentran
delimitados entre intervalos cortos, es decir que las membranas obtenidas presentan
homogeneidad en sus fibras.
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2. DETERMINACION DE LAS CARACTERISTICAS FISICOQUIMICAS DE
MEMBRANAS COMPUESTAS ELECTROHILADAS.

a. Espectroscopia por transformada de Fourier (FTIR)

Con el fin de determinar la interaccion quimica entre el polimero natural y el sintético,
se realizaron mediciones por FTIR de las muestras de PCL, PCL/QLMW, PCL/QMMW,
QLMW y QMMW. En el espectro de la Figura 25, 26 y 27 se indican los picos
caracteristicos de los grupos funcionales presentes en la estructura de la PCL, del
QLMW y QMMW, respectivamente. Como se observa en la Figura 25, hay dos bandas
caracteristicas ubicadas en 2940 y 1723 cm™ que pertenecen a la vibracién del grupo -
CH y -C=0 de la PCL, las cuales se evidenciaron en las membranas compuestas de
PCL/QLMW y PCL/IQMMW, a pesar de que la intensidad vario dependiendo de la
relacion volumétrica de la solucion a electrohilar del PCL, se determind la presencia de
este polimero en la estructura final de las membranas compuestas electrohiladas [73]
[74].
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Figura 25. Espectros de FTIR de las membranas electrohiladas de PCL, PCL/QLMW y
PCL/QMMW.

Basado en lo anterior, se compararon los espectros de las membranas compuestas
electrohiladas con el control de quitosano, en busca de confirmar una interaccion
quimica entre estos materiales (ver Figura 26 y 27). En los espectros de FTIR del
quitosano se pudo observar la regiéon espectral entre 1000 y 1700 cm™, la cual
corresponde a las bandas de absorcion de la amida | y amida Il ubicadas a una longitud
de onda entre los 1630-1660 cm™ y 1564 cm?, respectivamente. Asi mismo, se
encontré una vibracion de grupos -CHsy -CO a una longitud de onda de 1347 cm?y
1062 cm’l, respectivamente [75]. Ademas, los espectros mostraron bandas entre los
3000-3600 cm* asociado a la vibracién de los grupos -OH y a las aminas primarias, y
una banda a una longitud de onda de 2870 cm™, el cual esta relacionado con el
estiramiento del enlace —CH.
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Figura 26. Espectros de FTIR de control de QLMW y membranas electrohiladas de
PCL/QLMW.
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Figura 27. Espectros de FTIR de las muestras de control de QMMW y membranas
electrohiladas de PCL/IQMMW.

Como se puede observar en la Figura 26 y 27 para las membranas electrohiladas de
PCL/QLMW y PCL/QMMW mostraron el pico correspondiente a la amida Il alrededor de
los 1583 - 1582 cm, el cual present6 una desviacion hacia la izquierda comparado con
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los controles de quitosano (1564 - 1563 cm™). Dicho comportamiento podria atribuirse
una interaccion mediada por uniones débiles tales como puentes de hidrogeno.

Para confirmar dicha hipotesis se analizé por medio de una deconvolucién de la banda
en el rango de los 3000 - 3600 cm™ el cambio de los porcentajes de aminas primarias y
secundarias (-NH2, -NH) y grupos hidroxilos (-OH) de los espectros de las membranas
electrohiladas PCL/QLMW, PCL/QMMW y sus respectivos controles (ver Tabla 21).

Tabla 21. Resumen del porcentaje de area de los grupos funcionales de las
membranas compuestas y sus respectivos controles.

Muestra QLMW | PCL/IQLMW | QMMW | PCL/IQMMW
Grupo Funcional Area (%)
-NH-Primaria 82,04 52,23 50,17 38,13
-NH-Secundaria
-OH 17,95 47,77 49,82 61,87

A partir de los resultados, se encontré una disminucion en el porcentaje de NH-primaria
en las muestras compuestas. Dicho efecto podria estar asociado a posibles
interacciones quimicas entre los grupos amino, carboxilo e hidroxilo de la PCL vy el
quitosano (Ver Figura 28), asi mismo hubo un aumento el porcentaje de area del grupo
-OH en las muestras compuestas [73].

HOH,C ~
- NH
"“»O O O O ”‘__—
OH
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NH, o
Y
4,
O/

Figura 28. Esquema de posible interaccién por puentes de hidrégeno entre los grupos
funcionales de la PCL y el quitosano. [Fuente: Maria Oviedo, Grupo Dinamica
Cardiovascular].

b. Pruebas mecanicas
Los valores de deformacién obtenidos bajo la prueba de tensiébn mecénica estatica
uniaxial dependen de la composicion del material, de imperfecciones microscopicas,
del proceso de fabricacién, de la velocidad de carga, de las fuerzas de interaccion entre
los componentes y la estructura del material [76] [77].

Como se observa en la Figura hay un aumento en la rigidez del material al momento de
agregar quitosano en la mezcla, el cual muestra un esfuerzo para la PCL es de
aproximadamente 47% antes del punto de fractura, mientras que, los esfuerzos para las
muestras de PCL/QMMW y PCL/QLMW fueron de 18% y 13%, respectivamente. Esto
podria deberse a que el quitosano se comporta como una carga que rigidiza al material
compuesto con respecto a la policaprolactona que forma la matriz, asi mismo la
diferencia de elongacion entre las muestras de quitosano son debido al aumento en el
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peso molecular y a la presencia de didmetros entre 33 a 90 nm que componen la
membrana de PCL/IQMMW en comparacién del didmetro de las fibras de la membrana
PCL/QLMW, la cual presenta fibras entre 60 a 150 nm [78].

De igual forma, se puede observar que el modulo de Young, al igual que los porcentajes
de elongacion se ven afectados al adicionar quitosano en la estructura, en este caso se
presenta un aumento de dicho parametro al momento de incorporar el polimero natural.
Este comportamiento se puede deber a tres razones: la primera se atribuye a la
homogeneidad y tamafo de fibra, ya que la membrana de PCL/QLMW presentan
mayores diametros de fibra en comparacion a la membrana de PCL/QMMW, lo que bajo
un mismo tipo de fuerza aplicada supone un menor médulo de Young pasando de 77.3
a 43.6 MPa, valor que podria verse afectado por un diametro menor. La segunda razon,
seria el aumento en el tamafio de los poros y el porcentaje de porosidad, lo que causa
puntos de concentracion de fuerzas y por lo tanto puntos de fractura, a pesar de que las
muestras presentan un porcentaje de porosidad similar en el caso de PCL/IQMMW este
presenta un tamafio de poro mayor (ver Tabla 20 ) en comparacién con la muestra de
PCL/QLMW [72].

10 — PCL/QLMW
— PCL/QMMW

——PCL

Esfuerzo (MPa)

Deformacion (%)

Figura 29. Gréfico de Esfuerzo (%) versus Deformacién (MPa) para las muestras de
PCL, PCL/QLMW y PCL/QMMW. Con n=3.

Finalmente, lo tercero, la diferencia en el modulo de Young podria atribuirse no solo a
la presencia y distribucion uniforme del quitosano en la matriz de PCL sino también a
las posibles interacciones quimicas o intermoleculares entre ambos compuestos, como
se observa en la Tabla 21 donde se evidencia la disminucién en el porcentaje de NH-
primarias en las muestras compuestas dichos resultados indican que existen posibles
interacciones quimicas entre los grupos laterales del quitosano y de la PCL, lo que
ocasiona una integracion de los elementos que componen integran las membranas
electrohiladas [63].
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Con el fin de determinar la influencia de los datos sobre la variable respuesta, se realizo
un analisis estadistico donde se comprobd que existe una significancia estadistica entre
las muestras de PCL, PCL/QMMW y PCL/QLMW respecto al médulo de Young, gracias
a que se cumplio la afirmacion de p < a, con un valor de p=0.00; y al momento de realizar
la prueba de normalidad y homocedasticidad se obtuvieron valores de p de 0.92 y 0.21,
lo que confirma la hipétesis (p > a) (ver Anexo 11).

c. Angulo de contacto

En base a los angulos de contacto obtenidos para las membranas de PCL, PCL/QLMW
y PCL/IQMMW (ver Figura 30 y 31) se observo que la PCL presentd un angulo de
contacto mayor comparado con los otros tipos de membranas, esto debido a la
naturaleza hidrofébica de la PCL que no permite formar puentes de unién con las
moléculas de la solucién de trabajo. Asi mismo, se observa que la presencia de
quitosano en las membranas compuestas, aumenta el angulo de contacto, ocasionando
que estas presenten un comportamiento hidrofilico, lo cual se atribuye a la presencia de
grupos -OH en las cadenas laterales del quitosano.

Basado en los resultados, se encontr6 que las membranas de PCL/QMMW presentan
un menor angulo de contacto en agua y plasma sanguineo en comparacion con las
muestras de PCL/QLMW. Esto puede deberse a que la absorcion del agua depende
tanto de la porosidad como del contenido de quitosano, si bien la porosidad es similar
entre las membranas, la muestra de PCL/QMMW presenta mayor tamafo de poro, lo
gue podria permitir que la gota permee con mayor facilidad la estructura del andamio.
De otro lado, el posible acomodamiento estructural de las cadenas de quitosano sobre
la estructura hidréfoba de PCL, da lugar a la obtencion de una mayor area superficial
hidrofilica que interactta con los fluidos trabajados, a raiz de la obtencion de estructuras
con mayor porosidad [79].

Tiempo
Inicial: 0's Medio: 12.5s Final: 23 s
Muestra
Membrana
PCL
131.7° +£0.141 131.7°£0.123 131.6° + 0.070
Membrana
PCL/QLMW
122.6° + 0.070 82.0°+ 1.060 80.1°+ 1.225
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Membrana
PCL/QMMW

64.2° + 1.626 61.7° £ 1.461

Figura 30. Resumen de los angulos de contacto para las muestras de PCL,
PCL/QLMW y PCL/QMMW en interaccién con agua. Con n=3.

118.5° + 0.683

Igualmente, la presencia de fibras de menor diametro en las membranas de PCL/QMMW
dan lugar a una mayor area de contacto con el medio que rodea al material. liquido-
sélido mas grande influenciado en gran manera por el tamafio de poro, lo que esta
permitiendo que aun al momento de interactuar con plasma presente el mismo

comportamiento.

Tiempo o ) )
Inicial: Os Medio: 23.5 s Final: 47 s
Muestra
Membrana
PCL
124.1°+0.141 117.0° +0.212 113.4° + 0.424
Membrana
PCL/QLMW
115.8° + 0.329 103.8° + 0.447 90.4° + 0.047
Membrana
PCL/QMMW =
113.9° + 0.07 55.5° +0.013 45.0° + 0.329

Figura 31. Resumen de los angulos de contacto para las muestras PCL, PCL/QLMW y
PCL/QMMW en interaccion con plasma. Con n=3.

Al evaluar el comportamiento de las membranas con el plasma, se evidencio un
comportamiento similar al encontrado para el agua, pese al presentarse una disminucion
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en los valores de angulo de contacto. Dicho comportamiento podria estar relacionado
con la presencia de grupos —OH (ver Tabla 21) en las cadenas laterales del material
compuesto las cuales interactlan con las estructuras proteicas presentes en el plasma.
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Figura 32. Grafico de interacciones tipo de membrana y angulo de contacto. Con n=3.

Como se observa en la Figura 32, se muestra el comportamiento hidrofilico de la
membrana de PCL/IQMMW en comparacion a las otras membranas. Con el fin de
determinar si hay una significancia estadistica entre el biomaterial desarrollado, el
angulo de contacto y/o el fluido, se realiza un analisis estadistico mediante un Anova
simple, en este se observa que no hay una significancia entre el angulo de contacto y el
fluido de interaccién ya que se presenta un valor de p= 0.72, contrario a la premisa de
p<a. Asi mismo, al analizar estadisticamente el angulo de contacto respecto a la
membrana, se observo que a pesar de cumplir la premisa de p <a, al momento de
realizar la prueba de normalidad y de homocedasticidad se obtuvieron valores de p de
0.92 y 0.003, contrario a la premisa p> a, con este se afirma que no hay una diferencia
significativa entre los datos obtenidos (ver Anexo 12).

d. Pérdida de masa

La presencia de quitosano en las membranas compuestas dio lugar a una mayor pérdida
de masa al interactuar con los tres tipos de medios trabajados, en comparacion al
comportamiento obtenido para las membranas de PCL. Dichos resultados estan
relacionados a la hidrofilicidad conferida por la presencia de quitosano en la estructura.
A partir de lo anterior, se realiz6 el andlisis por microscopia electronica de barrido a las
membranas en interaccién por 4 horas en medio basico (Ver Figura 33), encontrando
que para el caso de las muestras de PCL, la conservacibn de su estructura
composicional con respecto a lo evidenciado para las membranas compuestas de
PCL/QLMW y PCL/QMMW, presentan una menor degradacion superficial atribuida a la
ausencia de puntos de anclaje propiciado por los grupos —OH en el quitosano, los cuales
estan presentes en los andamios compuestos.
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Figura 33. Micrografias de muestras que interactuaron en medio bésico por un tiempo
de 4h. a) PCL, b) PCL/QLMW, c) PCL/QMMW.

Lo anterior es corroborado en la Figura 34 donde se evidencia la pérdida de masa para
las membranas compuestas aqui la membrana de PCL/QMMW exhibe la mayor pérdida
de masa con un valor de 17.1 %, dicho comportamiento podria deberse a las cadenas
de quitosano que presentan grupos hidréfilos como —NH, lo que le confiere una afinidad
hacia los medios béasicos. Este parametro revela el nivel de interaccion del medio con la
membrana, ya que dicha biodegradabilidad depende en gran medida de la cantidad y la
naturaleza de las interacciones intermoleculares de la cadena. Es importante mencionar
gue esta pérdida de masa en la membrana de PCL/QLMW puede deberse no solo a la
interacciéon que surge mediante puentes de hidrégeno entre grupos hidroxilos y grupos
aminos, sino, al diametro de fibra que por ser en escala nanométrica favorece una mayor
area de interaccion por aumentar el area superficial de contacto [80].

—=— PCL/QMMW
—e— PCL/QLMW
—a— PCL

20 +

10 4

Perdida de masa (%)

0 5 10 156 20 25
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Figura 34. Grafico de pérdida de masa versus tiempo para membranas electrohiladas
de PCL, PCL/IQMMW y PCL/QLMW en interaccion con medios basicos. Con n=3.
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Estudios realizados han comprobado que el quitosano con grados de desacetilacion
aproximado al 60% es soluble en condiciones de pH neutro, incluso investigaciones mas
recientes han demostrado que la solubilidad de este polisacarido en condiciones neutras
de pH se logra mediante el control del grado de desacetilacion y su peso molecular [81].
Dicho comportamiento se ve evidenciado en la Figura 35, en donde las membranas de
PCL/QLMW y PCL/QMMW presentan una degradacion en la superficie del material.

Figura 35. Micrografias de muestras que interactuaron en medio neutro por un tiempo
de 4h. a) PCL, b) PCL/QLMW, c) PCL/QMMW.

De otro lado, en la Figura 36 se confirmé que para el caso de las membranas de PCL,
estas presentaron un menor porcentaje de pérdida de masa y degradacion en la
superficie del andamio, ocasionado por el caracter hidr6fobo del polimero sintético.
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Figura 36. Grafico de pérdida de masa versus tiempo para membranas electrohiladas
de PCL, PCL/IQMMW y PCL/QLMW en interaccion con medios neutros. Con n=3.

Por otro lado, algunas investigaciones han demostrado que el quitosano con un grado
de desacetilacion aproximadamente de 20% son solubles en medios &cidos a un pH por
debajo 6.5, lo que favorece la protonacion de los grupos amino presentes en la cadena
del polisacarido dando lugar a una alta densidad de cargas positivas [82]. Como se
puede observar en la Figura 37, hay una alta pérdida de masa en las tres membranas
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gue se encuentran en interaccion con el medio acido, esto debido a que la PCL es
soluble en dichos medios por los grupos carbonilos presentes en sus cadenas laterales,
asi mismo, el quitosano es soluble en presencia de un &cido debido a la protonacién de
los grupos amino presente en su estructura a lo largo de la cadena polimérica, lo cual
genera un incremento en la polaridad y en las repulsiones electrostaticas.

Figura 37. Micrografias de las muestras que interactuaron en medio acido por un tiempo
de 4h. a) PCL, b) PCL/QLMW, c) PCL/IQMMW.

Como se observa en la Figura 37, la membrana de control presenta menor pérdida de
masa en comparacion con las membranas compuestas por quitosano, esto se puede
atribuir a los sitios activos de anclaje asociado a los grupos funcionales presenten en la
estructura, asi como la disposicién y tamafio de fibra que permite mayor &area de
contacto, favoreciendo la interaccion molecular. De igual forma, se puede observar para
la membrana de PCL/QLMW un comportamiento similar de pérdida de masa respecto a
la membrana de PCL/QMMW, no obstante, los cambios pueden atribuirse a la presencia
del grupo —NH que favorece una protonacion que incide en la integridad quimica de la
membrana.
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Figura 38. Grafico de pérdida de masa versus tiempo para para membranas

electrohiladas de PCL, PCL/IQMMW y PCL/QLMW en interaccion con medios acidos.

Con n=3.
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3. EVALUACION DEL COMPORTAMIENTO HEMOSTATICO Y FUNCIONAL IN
VITRO DEL BIOMATERIAL COMPUESTO.

a. Ensayo hemolitico

El ensayo de hemocompatibilidad de las membranas de PCL/QMMW y PCL/QLMW
revel6 un porcentaje hemdlisis de 1.1y 1.4 %, respectivamente (ver Figura 39). Aunque
todas las muestras se pueden caracterizar como hemocompatibles, no hubo una
diferencia estadistica frente al parametro de respuesta (porcentaje de hemdlisis) y los
factores (membranas y absorbancia). Estos resultados indican la naturaleza
hemocompatible de las membranas desarrolladas segun la norma ISO 10993-4, donde
dicho porcentaje de hemodlisis debe ser inferior al 5% para la aplicacion de dispositivos
médicos [83].

I oMMw
I oL
B Control positivo
[ | Control negativo

100 +
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Porcentaje de Hemdlisis (%)

540 545
Absorbancia

Figura 39. Grafico de absorbancia versus porcentaje de hemdlisis para muestras de
PCL/QLMW y PCL/QMMW, control positivo y control negativo. Con n=3.

A partir de varias investigaciones, se ha reportado que el mecanismo de coagulacién
sanguineo del quitosano es independiente de la cascada de coagulacién y se basa en
la interaccion electrostatica entre las membranas celulares de los eritrocitos que poseen
una carga negativa y la densidad de carga policationica del quitosano. Esto produce una
hemoconcentracion de todos los factores de coagulacion formando asi coagulos
sanguineos estables que sellan los vasos de pequefio didmetro. No obstante, se
presenta una diferencia en el porcentaje de hemolisis que puede ser atribuida a la
diferencia de diametros de fibras presente en las membranas de PCL/QLMW vy
PCL/QMMW, de esta manera a menores tamafos de fibras menor porcentaje de
hemdlisis, esto debido a que presenta un area de interaccibn mayor que permiten que
las estructuras celulares se alojen e interactien con una mayor disposicion en el
andamio [84] [85].
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Figura 40. Grafica de absorbancia vs porcentaje de hemolisis para muestras de
PCL/QLMW y PCL/IQMMW. Con n=3.

De otro lado, al presentar la membrana de PCL/QMMW un porcentaje mayor de enlaces
de OH, presenta mayor hidrofilicidad para interactuar con la sangre, por lo cual estos
puntos de anclaje podrian estar mejorando el porcentaje de hemdlisis a pesar de que
no es significativo gracias a la facilidad de interaccion de la solucion con la membrana
en estudio [86].

b. Ensayo de permeabilidad
Se ha reportado que la permeabilidad para membranas que han sido obtenidas
mediante el proceso de electrohilado, depende de la capacidad de este para atribuir a
la estructura una porosidad, que en este caso especifico para las tres membranas es de
alrededor del 30% y que al ser mayor permite tener una gran area de superficie por
unidad de volumen de membrana. De igual forma, depende de los tamafios de poros,
homogeneidad de la muestra y hidrofilicidad de la misma.
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Figura 41. Gréfico de presion versus permeabilidad para membranas electrohiladas
de PCL, PCL/QLMW y PCL/QMMW.
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Como se observa en la Figura 41 la membrana de PCL es la que presenta menor
permeabilidad, esto puede ser atribuido a que su naturaleza es hidrofébica, lo que no
permite una interaccién con el agua al momento de estar en contacto, asi mismo, al
presentar didmetro de fibras mayores en comparacion a las membranas de PCL/QLMW
y PCL/IQMMW, un mayor entrecruzamiento entres sus fibras, dificulta el paso de la
solucion por la red de fibras del andamio, por lo cual esta membrana solo fue permeable
a una presion de 10 mmHg (ver Tabla 22). De otro lado, se evidenci6é que la membrana
de PCL/IQMMW fue la que presentdé mayor permeabilidad en comparacion con las
membranas PCL/QLMW y PCL (ver Anexo 15), esto debido a su mayor tamario de poro,
diametros de fibra y presencia de grupos —OH disponibles atribuidos a la presencia de
quitosano en la muestra y al peso molecular [87].

Tabla 22. Resumen de los datos de permeabilidad para las membranas de PCL,
PCL/QLMW y PCL/QMMW.

Presién PCL PCL/QLMW | PCL/QMMW
(mmHg) | (ml/cm?min) | (ml/cm?min) | (ml/cm?min)
3 0 0 0.1871
5 0 0.0311 0.2374
10 0.1455 0.1428 0.4041

En general, la permeabilidad aumenté a medida que se incrementé la presién, esto
gracias a que la fuerza que ejercia el agua sobre la fibra causaba un desplazamiento de
esta que permitié que dicho fluido atravesara la membrana con mayor facilidad. Sin
embargo, al realizar un andlisis estadistico de estos datos, se encontrd que no hay una
significancia estadistica entre la permeabilidad y la presion puesto que el valor de p es
0.30, es decir que es mayor a a. No obstante, si hay una significancia estadistica entre
la permeabilidad y el tipo de membrana en interaccion, debido a que el valor de p en las
pruebas de normalidad y homocedasticidad cumplen la premisa de p > a. Esta relacion
y significancia estadistica podria deberse a las caracteristicas que confiere la estructura
guimica de cada membrana, asociado a los puntos de anclajes activos del quitosano,
de igual manera, la disposicion, tamafio de fibras y porosidad en el andamio influyen en
la deposicién e interaccion de la gota en la membrana y en la capacidad de permear
esta por medio de los espacios interfibrilares [88].
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CAPITULO 4: CONCLUSIONES

En esta investigacion se logré el desarrollo de membranas electrohiladas compuestas
de policaprolactona y quitosano de bajo y mediano peso molecular con diametros de
fibra entre 33 a 90 nm para la membrana de PCL/IQMMW y 60 a 150 nm para membrana
PCL/QLMW. Asi mismo, al aumentar la concentracién del quitosano en la mezcla
polimérica, se obtuvieron fibras fusionadas con mayor homogeneidad, ademas, se
identifico que el aumento de la distancia aguja-colector permite la evaporacién completa
del solvente y la obtencion de fibras sin defectos. De igual forma, fue notorio que la
viscosidad aparente de la solucion influye notablemente en las caracteristicas
morfolégicas de las membranas electrohiladas, actuando sobre el tamafio y la
morfologia de las fibras. Ademas, el aumento del voltaje aplicado influye en la
disminucion del didmetro promedio de la fibra, mientras que las viscosidades mas altas
afectan la estabilidad de la formacion del cono de Taylor, lo que produce fibras de
diametros heterogéneos y bordes asimétricos.

Los resultados obtenidos en los espectros de FTIR revelan interacciones quimicas entre
los grupos amino, carboxilo e hidroxilo de los polimeros de la membrana, las cuales se
atribuyen a los enlaces de hidrégeno formados entre los grupos amino del quitosano y
carboxilo de la PCL, esto se corrobora con el aumento del porcentaje de area del grupo
-OH presente en las muestras compuestas. Asi mismo, se concluye que la mezcla de
polimeros natural y sintético mejoran las propiedades mecanicas del polimero puro;
ademas, la interaccion intermolecular entre ambos componentes, la adicion de
quitosano en el material, el tamafio de poro y didmetro de fibra juegan un papel
importante en el cambio del médulo de Young.

En el caso especifico del angulo de contacto, fue notable que la absorcién del agua
depende tanto del tamafio de poro como del contenido de quitosano en la estructura, de
esta manera, la presencia de quitosano en las membranas de PCL aumentan la
hidrofilicidad debido a la presencia de grupos -OH en sus cadenas, lo que conlleva a
gue membrana de PCL/QMMW presente menor angulo de contacto en comparacion a
la de PCL y PCL/QLMW, debido a que tiene un mayor tamafio de poro y porcentaje de
area. Asi mismo, la presencia de proteinas en el plasma disminuye el angulo de contacto
debido a la interaccién de estas con los sitios activos de la cadena polimérica de cada
muestra.

Segun lo anterior, estas condiciones tuvieron repercusiones en el comportamiento de la
membrana de PCL/IQMMW frente al porcentaje de pérdida de masa y a la permeabilidad
de las otras membranas electrohiladas, ya que esta fue la que present6 una mayor
pérdida de masa y permeabilidad. No obstante, es importante resaltar que medios
acidos influyen en un porcentaje de pérdida de masa mayor debido a la protonacién de
los grupos amino contenidos en la estructura del quitosano a lo largo de la cadena
polimérica, lo cual genera un incremento en la polaridad y en las repulsiones
electrostaticas.

Finalmente, se resalta la importancia del diametro de fibra y la microarquitectura en las
membranas compuestas electrohiladas, dado que estas mejoran la respuesta
hemolitica. Ademas, las caracteristicas morfologicas y fisicoquimicas, podrian favorecer
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la activacion de la cascada de coagulacion debido a una mayor area superficial de
interaccion, y a la baja tasa de degradacion del material para la aplicacién biomédica
propuesta en esta investigacion.
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PRODUCCION CIENTIFICA

En el marco del proyecto mencionado se evalué el comportamiento hemostéatico y
funcional in vitro de una membrana electrohilada compuesta de policaprolactona y
quitosano de bajo y medio peso molecular. Esta informacion fue soportada con las
caracterizaciones fisicoquimicas, morfol6gicas, mecanicas, hemoliticas y funcionales de
la membrana, lo que permitié verificar su posible aplicacion en el control de hemorragias
en capas externas de la piel y generar los siguientes productos:

Presentacion oral en 15th International Topical Meeting on Nanostructured Materials and
Nanotechnology (Nanotech 2019). “Effect of the molecular weight of chitosan on the
microarchitecture of electrospun membranes as possible hemostatic biomaterial”. Maria
Oviedo. Yuliet Montoya, Wilson Agudelo, John Bustamante. 21 octubre 2019, Puerto
Vallarta, Jalisco, México.

Presentacion de poster en 15th International Topical Meeting on Nanostructured
Materials and Nanotechnology (Nanotech 2019). “Effect of the molecular weight of
chitosan on the microarchitecture of electrospun membranes as possible hemostatic
biomaterial”. Maria Oviedo. Yuliet Montoya, Wilson Agudelo, John Bustamante. 23
octubre 2019, Puerto Vallarta, Jalisco, México.

Pasantia de investigacion en Centro de Investigacién de materiales avanzados CIMAV
(Monterrey- México) 30 de septiembre de 2019- 15 de noviembre de 2019.

Premio a estudiantes de pregrado destacados por su vinculacion a la investigacion,
Medellin Investiga Revolucién 4.0.

En escritura articulo cientifico sometido a revista indexada internacional. “Development
of a hemostatic biomaterial composed of a synthetic and natural polymer for possible
applications in the control of external bleeding”. Maria Camila Oviedo, Yuliet Montoya,
Alejandra Garcia, John Bustamante.
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TRABAJO FUTURO

A partir de los resultados encontrados en esta investigacion, en el futuro se pretende
continuar con el desarrollo de membranas electrohiladas considerando el efecto del
peso molecular del quitosano en la estructura de un material biocompuesto, con un
disefio experimental factorial que involucre la fabricacién de nuevas membranas cuyas
porosidades se vean alternadas, con el fin de observar el cambio en la microarquitectura
del material producido por la porosidad y el peso molecular. Asi mismo, se podria
complementar la determinacion de las caracteristicas fisicoquimicas de membranas
compuestas electrohiladas, incluyendo pruebas de adhesividad y un ensayo de
degradacion con estructuras enziméticas como la colagenasa, con el fin de ver la
respuesta biodegradable del material a estructuras celulares presentes en el plasma y/o
piel.

Finalmente, se deberia estudiar la respuesta citocompatible del material evaluado en un
modelo in vitro epitelial, el cual debera emular disrupciones de las capas de la piel
ocasionadas por heridas de los vasos periféricos. Ademas, de estudiar el
comportamiento de la respuesta trombogénica y diferentes vias de sefializacién que se
involucran en la activacion de la cascada de coagulacion.
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ANEXOS

Anexo 1. Resumen de datos PCL/QLMW No.1 para céalculo de significancia estadistica.

*Valor no calculado debido a descarte de la hip6tesis

Andlisis Variables Valor p Prueba Valor p

Simple Didmetro de 0.000 Normalidad 0,000
fibra-Distancia ' Homocedasticidad ---*

Simple Diametro de 0.002 Normalidad 0,000
fibra-Voltaje ' Homocedasticidad --*

Anexo 2. Resumen de datos PCL/QMMW No.1 para calculo de significancia estadistica.

*Valor no calculado debido a descarte de la hip6tesis

Andlisis Variables Valor p Prueba Valor p
Simple Didametro de 0.000 Normalidad ---*
fibra-Distancia ' Homocedasticidad 0,000
Simple Diametro de 0.202 Normalidad -=-*
fibra-Voltaje ' Homocedasticidad --*
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Anexo 3 .Gréfico de medias entre diametro de fibra- Distancia para disefio de
experimento No.1 PCL/QMMW. Con n=3.

Anexo 4.Resumen de datos PCL/QMMW No.2 para calculo de significancia
estadistica.

*Valor no calculado debido a descarte de la hip6tesis

Andlisis Variables Valor p Prueba Valor p
Simple Diametro de 0.000 Normalidad -=-*
fibra-Distancia ' Homocedasticidad 0,000
Simple Didametro de 0.000 Normalidad ---*
fibra-Voltaje ' Homocedasticidad 0,000

81



250

220

—
o
(=]

Diametro de fibra

—
Lad
=

100

20

Voltaje

22

Anexo 5. Grafico de medias entre didmetro de fibra-Voltaje para disefio de
experimento No. 2 PCL/QMMW. Con n=3.

Anexo 6. Resumen de datos PCL/QMMW No.3 para célculo de significancia estadistica.

Andlisis Variables Valor p Prueba Valor p
Simple Diametro de Normalidad 0,000
fibra- Relacion 0,000 .
Volumétrica Homocedasticidad 0,069
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Anexo 7. Gréafico de medias entre diametro de fibra-Voltaje para disefio de
experimento No. 3 PCL/QMMW. Con n=3.

Anexo 8. Resumen de datos PCL/QLMW No.4 para céalculo de significancia estadistica.

Analisis

Variables

Valor p

Prueba

Valor p

Simple

0,000

Normalidad

0,000
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Didmetro de
fibra- Relacion Homocedasticidad 0,030
Volumétrica

65

62

59

56

Diametro de fibra

53

50

03 0.5
Flujo

Anexo 9. Gréfico de medias entre diametro de fibra- Flujo para disefio de experimento
No. 4 PCL/QMMW. Con n=3.
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Anexo 10. Gréfico de medias entre diametro de fibra- distancia para disefio de
experimento No. 4 PCL/QMMW. Con n=3.

Anexo 11. Resumen de datos prueba mecanica para calculo de significancia

estadistica.

Andlisis Variables Valor p Prueba Valor p
Simple Membrana- Normalidad 0,929
Maodulo de 0,000 -

Young Homocedasticidad 0,217

Anexo 12. Resumen de datos angulo de contacto para calculo de significancia
estadistica.
*Valor no calculado debido a descarte de la hipétesis.
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Andlisis Variables Valor p Prueba Valor p
Simple Angulo de Normalidad 0,944
contacto- 0,000 -

Membrana Homocedasticidad 0,003
Simple Angulo de Normalidad —--*
contacto- 0,720 Homocedasticidad -
Fluido

Anexo 13. Resumen de datos de pérdida de masa para calculo de significancia

estadistica.
Andlisis Variables Valor p Prueba Valor p
Simple Pérdida de Normalidad 0,159
masa- 0,027 .
Membrana Homocedasticidad 0,083

Anexo 14. Resumen de datos permeabilidad para calculo de significancia estadistica.
*Valor no calculado debido a descarte de la hipotesis.

Andlisis Variables Valor p Prueba Valor p
Simple Permeabilidad- 00392 Normalidad 0,507
Membrana ' Homocedasticidad 0,6063

Simple Permeabilidad- 0.3069 Normalidad ---*

Presion ' Homocedasticidad --*
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Anexo 15. Gréfico de medias entre permeabilidad y muestra. Con n=3.
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