Electrospinning de fibras submicrométricas de
Fibroina de seda con Sangre de drago (Croton
Lechleri Mill) para la produccion de apositos

Jorge Gabriel Melo?, Nathaly Villacis®, Karla Vizuete®, Carlos Arroyo®, Christian Narvéez®
# Departamento de Ciencias de la Energia y Mecanica, Universidad de las Fuerzas Armadas ESPE
b Centro de Nanociencia y Nanotecnologia, Universidad de las Fuerzas Armadas ESPE
jgmelo@espe.edu.ec, cnvillacis@espe.edu.ec, ksvizuete@espe.edu.ec, cpnarvaezl@espe.edu.ec, ccarroyo@espe.edu.ec

Resumen—EI presente trabajo de investigacion hace uso de
la técnica de electrospinning. Los biomateriales utilizados
fueron fibroina de seda que resalta entre otros biopolimeros
por sus excelentes propiedades mecénicas y biol6gicas dopado
con sangre de drago, savia natural con muchas bondades
curativas utilizadas ancestralmente por pueblos indigenas de la
Amazonia. Tras la extraccion del biopolimero y la preparacion
de la solucion acuosa usando 6xido de polietileno (PEO) de
1000 [KDa]. Las muestras fueron caracterizadas de las
siguientes formas: morfolégicamente a través de microscopia
SEM (microscopio electronico de barrido) obteniendo
didmetros entre 139,43 - 160 [nm] y mecanicamente en
microscopia de fuerza atémica (AFM) obteniendo mddulos de
Young de 279,9[MPa] sin sangre de drago y 107,1 [MPa] con
sangre de drago.

Palabras Claves—Apdsitos, Electrospinning, Fibroina de
Seda, Sangre de drago.

Abstract—This research work makes use of the
electrospinning technique. The biomaterials used were silk
fibroin that stand out among others, biopolymers for their
natural mechanical and biological properties, with drago’s
blood, natural sap with many healing benefits, used ancestrally
by indigenous peoples of the Amazon. After the extraction of
the biopolymer and the preparation for the production of
polyethylene oxide (PEO) of 1000 [KDa]. The samples were
characterized in the following ways: morphologically through
SEM microscopy (scanning electron microscope) obtaining the
parameters between 139.43 - 160 [nm] and mechanically in
atomic force microscopy (AFM) obtaining Young's modules of
279.9 [MPa] without drago’s blood and 107.1 [MPa] with
drago’s blood.

Keywords— Wound dressings, Electrospinning, Silk Fibroin,
Drago’s blood.

I. INTRODUCCION

La técnica de electrospinning permite la formacion de
fibras poliméricas a escala nano y micrométricas mediante
el uso fuerzas electrostaticas, los mismos que presentan
caracteristicas particulares entre las que resaltan: alta
relacion area/volumen, flexibilidad, alta porosidad y un
rendimiento mecanico relativamente superior comparados
con otros tipos de material de caracteristicas morfologicas
similares; asi como la posibilidad de combinar las
propiedades de varios polimeros para la formacion de
fibras [1].

Las fibras obtenidas con el tiempo han encontrado cabida
en una serie de aplicaciones biomédicas antes desconocidas
entre las cuales resaltan: andamios de tejidos [2], apdsitos
[3]. Los apositos o wound dressing son elementos que
ayudan a evitar la infeccibn y mantener un entorno
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apropiado que permita la correcta cicatrizacién de la herida
[4] para ello debe contar con ciertas caracteristicas
esenciales como la capacidad hemostatica, que son los
mecanismos que detienen las hemorragias, poder
antibacteriano, absorcion de excesos de liquidos exudados
como fluidos de la herida o pus, transmision apropiada entre
agua y vapor, capacidad de ajustarse al contorno de la
herida, adhesion funcional, es decir, que se adhiera al tejido
sano, no al herido, indoloro para el paciente, capacidad de
removerse con facilidad y finalmente que sea de bajo costo
[5]-[8], esto fortalecido ademas por beneficios propios de la
técnica como la facilidad de trabajar con una serie de
polimeros biocompatibles, alta permeabilidad al oxigeno,
tamafio de poro variable, la posibilidad de incorporar una
variedad de moléculas bioactivas (farmacos como
antimicrobianos, antiinflamatorios) en su estructura [9], [10]
los pequefios diametros de fibra, que se asemejan a la matriz
extracelular (EM) y al &rea de superficie grande de una fibra
que permite unir las proteinas y los receptores de la
membrana celular durante el proceso de cultivo celular. Por
lo tanto, son capaces de potenciar la proliferacion celular y
la formacién de fibroplastos [11]- [13].

La fibroina de seda es el mayor constituyente proteico en
los capullos del gusano de seda (alrededor del 72-81%). En
la actualidad se usa ampliamente como biomaterial en el
campo biomédico, especialmente en ingenieria de tejidos y
en medicina regenerativa, dado que facilita la adhesién de
las células, estimula su crecimiento y permite la
diferenciacion, ademas, es biocompatible, resistente y
biodegradable en fases controlables. [14], [15].

Ademaés, presenta una serie de propiedades que la hacen
muy interesante como biopolimero: es un material de
naturaleza proteica, altamente biocompatible, no presenta
rechazo ni respuesta inflamatoria en los tejidos donde se
injerta [16]. El rechazo ocasional es producto de la
contaminacion de la fibroina con sericina generado por
errores en el proceso de desgomado [17]. Presenta una gran
resistencia mecanica a traccion, junto a una gran
flexibilidad, es biodegradable, pero a un ritmo mas lento que
en otros biopolimeros orgénicos, lo que permite una mejor
consolidacion de los tejidos. En 2 afios se reabsorbe
totalmente y no se encuentran rastros de la misma en los
tejidos [18]- [21].

Para ser electrohilable la solucidn acuosa de fibroina de
seda es necesaria la mezcla con un polimero de alto peso
molecular como el 6xido de polietileno (PEO) que le brinde
mejores propiedades reoldgicas, mayor viscosidad y



concentracion, parametros muy importantes en el
electrospinning. Para la ingenieria de tejidos dérmicos, la
fibroina de seda tiene el potencial de actuar como un
sustituto del coldgeno, proporcionando soporte estructural y
resistencia mecanica al injerto de ingenieria de tejidos [22].

La sangre de drago o croton lechleri Mull. es un érbol
amazénico de pequefia envergadura comin en las laderas
andinas orientales de Perl, Colombia, Bolivia y Ecuador,
cuya savia se ha utilizado histéricamente sobre heridas para
detener la hemorragia, acelerar el proceso de cicatrizacién
evitando dejar huellas visibles o queloideas, sellar y proteger
las lesiones de la infeccion. La savia se seca rapidamente y
genera una barrera de tono rojizo, formando una "segunda
piel" [23].

Su componente activo principal Ilamado taspina es un
alcaloide encargado de la formacion del colageno y por ende
la aceleracion de la cicatrizacion, ademas de ser un
excelente antibacteriano y antiséptico [24]- [28].

En el siguiente articulo se describe tanto el protocolo de
preparacién de extraccion de la fibroina de seda como de la
preparacién de la solucion acuosa, asi como los resultados
obtenidos de la caracterizacion de las membranas
desarrolladas. En la seccién Il se presenta los materiales y
métodos utilizados en la experimentacion, en la seccion 11
se presenta el andlisis de resultados y finalmente, las
conclusiones mas relevantes son presentadas en la
seccion V.

A. Materiales y Equipos

Producto del proceso de experimentacion se usd como
materiales Sangre de drago orgéanica certificada de la
Fundacion Chankuap de la ciudad de Macas, Ecuador,
capullos de seda Bombyx Mori de la empresa Bao Jian Zhen
y Oxido de polietileno (PEO) de 1000KDa S3 Chemical,
mientras que para la extraccién quimica se usé Carbonato de
Sodio pureza del 99% del laboratorio Panreac y Bromuro de
litio pureza del 99% del laboratorio S3 Chemical.

Ademas, para la preparacion de las muestras se usé un
agitador magnético Thermo Scientific S130815, una plancha
de calentamiento y agitacién BIPEE, un conductivimetro
OHAUS Starter 300C y una balanza analitica Shimadzu
TW423L de apreciacion 0.01g.

MATERIALES Y METODOS

B. Preparacion de la solucion acuosa

Dada la complejidad de manejar proteinas de alto peso
molecular como la fibroina de seda es necesario la
formulacion de una solucion acuosa reconstituida o
regenerada o conocida como RSF (reconstituted silk fibroin)
mediante un protocolo quimico.

El protocolo quimico usado centra su desarrollo en 3
puntos. El desgomado, hace uso de una solucién salina de
carbonato de sodio (Na,C03) 0.02M para la eliminacion de
la sericina, proteina de menor concentracion porcentual en el
capullo que une las fibras de fibroina, obteniendo finalmente
fibroina pura en forma de una gasa o algodén. La
disolucion, se realizd con una solucion salina de bromuro de
litio(LiBr) 9.3M durante 3 horas hasta que los filamentos de
fibroina de seda se disuelvan en una solucion de tonalidad
admbar altamente viscosa y conductora, propiedad nociva
para el proceso de electrospinning. Por ultimo, se realiz6
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durante 3 dias el proceso de dialisis que a través de
continuos cambios de agua ultrapura permite realizar un
intercambio de iones entre agua y la solucién previamente
cargada por el LiBr mediante el uso de membranas porosas
de dialisis obteniendo finalmente la solucion acuosa con
adecuada conductividad eléctrica [31] que al mezclar con
PEO y Sangre de drago en concentraciones bajas en agua
destilada puede ser electrohilada. La solucion acuosa de
fibroina de seda debe ser almacenada a 4°C por el lapso de
30 dias, antes de que esta se degrade por completo y no sea
electrohilable.

C. Electrospinning

Una vez realizada la mezcla de fibroina de seda con PEO,
se coloca la solucion en una jeringa de 10[mL] y
posteriormente en la bomba de inyeccion, se prepara el plato
colector con papel aluminio o gasa, precautelando asi la
facil extraccion de la membrana al final del proceso y se lo
coloca a una distancia entre 12 y 16 [cm] de la punta del
capilar. Posteriormente, se conecta el polo positivo de la
fuente de alto voltaje en el capilar y el polo negativo en el
colector, se setea el caudal entre 0.5y 1.5[mL/hr] y se aplica
un voltaje afin de generar un cono de Taylor estable entre 5
y 10 [kV].

D. Caracterizacion

Se realiz6 el andlisis morfolégico en un microscopio
electrénico de barrido (SEM) del Laboratorio de
Microscopia del CENCINAT vy el analisis mecéanico del
mdédulo de Young en el microscopio AFM MFP-3D de la
Universidad de Antioquia, Medellin, Colombia.

Debido a problemas de solubilidad con la sangre de
drago, que fueron estudiados experimentalmente con una
serie de polimeros se lleg6 a la conclusidn de que la savia
Unicamente genera mezclas uniformes con soluciones de
bajo peso molecular, caracteristica ajena a la solucién de
RSF+PEO. De esta forma fue posible Unicamente
mezclarlos cuando la sangre esta diluida al 2%v/v.

ANALISIS DE RESULTADOS

A. Analisis Morfolégico

Se obtuvieron membranas de Fibroina de seda con PEO al
3%w/v con un diametro medio de 139,43 nm y una
desviacion estandar de 19,26nm como se muestra en la
Fig.1(a); asi como membranas de fibroina de seda con PEO
al 3%w/v y sangre de drago al 2%v/v como se muestra en la
Fig. 1(b). Las dos muestras obtenidas se caracterizan por ser
manipulables formadas de fibras continuas con presencia de
beads porosos. Los beads porosos y la membrana que cuenta
con interticios son unos de los principales requerimientos en
apositos para acelerar la migracion celular y por ende el
crecimiento de células epiteliales que regeneren el tejido.



(b)
Fig. 1. Membranas de (a) RSF + PEO3%w/v (b)RSF + PEO3%w/v + SD
2%viv

B. Analisis Mecanico de médulo de Young

Para la muestra de RSF + PEO 3% w/v se reportd un
valor promedio de 279,9 [MPa] con desviacion estandar de
167 [MPa]. La Fig. 2 presenta el histograma de frecuencia
de los datos.

Histograma de frecuencias del Médulo de Young
Normal
RSF + PEO 3% w/v

Mean 280,0
StDev 167,4
40

; d

Numero de Mediciones

0 160 320
Médulo de Young [MPa]

480 640

Fig. 2. Histograma de frecuencia del Médulo de Young (RSF + PEO
3% wiv)

Para la muestra de RSF + PEO 3% wi/v + SD 2% v/v se
reportd un valor promedio de 107,1 [MPa] con desviacion
estandar de 70,08 [MPa], lo que quiere decir que, aunque la
adicion de sangre de drago aumenta la viscosidad de la
solucion acuosa también disminuye el valor del médulo de
Young de la membrana obtenida por electrospinning. La
Fig. 3 presenta el histograma de frecuencia de los datos.

Histograma de frecuencias del Médulo de Young
Normal
RSF + PEO 3% w/v + SD 2% v/v

Mean 107,1
StDev 70,08
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Fig. 3. Histograma de frecuencia del Mddulo de Young (RSF + PEO 3%
w/iv+ SD 2% v/v)

En las figuras previamente presentadas se observa que no
existe uniformidad en cuanto a los valores obtenidos, siendo
la desviacion estandar de los valores del Médulo de Young
relativamente altos, esto producto del nimero reducido de
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pruebas realizadas dada la complejidad y por ende coste de
las mismas, asi como de la variacién de los didmetros de las
fibras cuya desviacion estandar también tendia a ser alta.

IV. CONCLUSIONES

Producto de la caracterizacion morfolégica se obtuvieron
las mejores muestras a los siguientes parametros
operacionales de electrospinning: Voltaje: 6-7 [kV], caudal:
1,2-1,4 [mL/n] y distancia entre el colector/capilar: 12 [cm]
y parametros ambientales: Temperatura: 18-19 °C vy
humedad relativa: 60-63% , tras el andlisis mediante
microscopia SEM se obtuvieron los siguientes datos, por un
lado para la solucion RSF + PEO 3% w/v se obtuvo
didametro medio de 139,43[nm] con una desviacién estandar
de 19,26[nm] siendo esta la mejor muestra en cuanto a
morfologia, mientras que la solucién RSF + PEO 3%w/v +
SD2%v/v tuvo un didmetro medio de 160[nm] con una
desviacion estandar de 47,14,19[nm] con presencia de beads
porosos que tenian como diametro medio de poro 30,19[nm]
y desviacién de 8,81[nm] siendo las dos membranas
manipulables que pueden ser utilizadas como apositos en
heridas tras andlisis biolégicos. Los datos de Mdédulo de
Young obtenidos de las pruebas realizadas en el
Microscopio de Fuerza Atémica AFM muestra que las fibras
en base a fibroina de seda RSF + PEO 3% w/v tiene un valor
promedio de 279,9 [MPa] con una desviacion estandar de
167[MPa], mientras que al agregarle la savia de sangre de
drago obteniendo la solucién RSF + PEO 3% wi/v + SD 2%
v/v tiene un valor promedio de 170,1 [MPa] con una
desviacion estandar de 70,08 [MPa]. Ademas, se puede
concluir que los altos valores de desviacion estandar en las
pruebas demuestran que es necesario realizar mas ensayos
con variaciones en los diferentes pardmetros, lo que se
dificulta por la complejidad técnica del ensayo y el elevado
costo de la misma, ademas de procurar que la desviacién
estandar del didmetro de las fibras ensayadas no tienda a ser
muy elevado, para el caso en particular la desviacion para la
primera muestra es de 19,26 [nhm], mientras que para el
segundo caso es de 47,14 [nm] que en escala nanométrica es
relativamente alto provocado por la dificultad presentada al
trabajar con biopolimeros y el reducido control que se tiene
sobre los pardmetros ambientales en el proceso de
electrospinning. Adicionar sangre de drago a la solucién de
RSF + PEO 3% w/v a pesar de aumentar la viscosidad de la
solucién tiende a reducir el mddulo de Young de las fibras
obtenidas del proceso de electrospinning, aspecto que no
cuenta con mucha relevancia para el caso de un aposito
donde un parche secundario se caracteriza por su rigidez y
resistencia mecanica mientras que el apésito primario como
el elaborado, es el que cuenta con los agentes biol6gicos que
aportan a acelerar la cicatrizacién de la herida.
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