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Resumen

En México, las quemaduras de segundo grado causadas por exposicion a altas
temperaturas representan uno de los principales desafios para el sistema de
salud, debido a sus implicaciones clinicas y sociales. De acuerdo con el Instituto
Nacional de Rehabilitacion, en 2020 se reportaron 48,111 nuevos casos, de los

cuales aproximadamente la mitad correspondian a personas en edad productiva.

Frente a esta problematica, el presente trabajo propone el desarrollo de un apdsito
polimérico electrohilado a base de acido polilactico (PLA), funcionalizado con
extractos de Calendula officinalis (CO) y Datura stramonium (DS), asi como con
una molécula promotora de adhesion celular (SRGD). El objetivo fue obtener un
material con propiedades bioactivas, capaz de favorecer la proliferacion celular y
facilitar la regeneracion cutanea, manteniendo ademas caracteristicas de bajo

costo, accesibilidad y facilidad de aplicacion.

Se evaluaron la viabilidad celular y la hidrofilicidad de los electrohilados de PLA
impregnados con extractos etandlicos y acuosos de CO y DS en distintas
concentraciones. El extracto que presentd los mejores resultados fue el de C.
officinalis a 50 pg/ml (CA50), con una viabilidad celular superior al 90% y un

angulo de contacto de 54.67°, indicando buena hidrofilicidad.

Por otra parte, se sintetiz6 la molécula SRGD, basada en trabajos previos,
optimizando las condiciones de reaccion (temperatura de 90 °C y relacién molar
3:1), lo cual permitié obtener un compuesto altamente hidrofilico (6 = 0°) y con

excelente compatibilidad celular (>90 % de viabilidad).

Como resultado, se obtuvo un apdsito compuesto por PLA, CA50 y SRGD, con un
angulo de contacto de 67.54°, excelente biocompatibilidad con células
fibroblasticas 3T3, y una alta tasa de proliferacion celular. En un modelo in vivo,
este aposito alcanzé un 87.5 % de cierre de herida a los 21 dias. Comparado con
un aposito comercial, el material desarrollado mostré resultados prometedores en

términos de biocompatibilidad y propiedades fisico-quimicas, lo que respalda su




potencial como alternativa terapéutica para el tratamiento de quemaduras de

segundo grado.

Palabras Clave: D.stramonium, C.officinalis, quemaduras, cicatrizacion, andamio-

polimérico, Poli (acido lactico).




Abstract

In Mexico, second-degree burns caused by exposure to high temperatures
represent one of the main challenges for the national healthcare system due to
their clinical and social implications. According to the National Institute of
Rehabilitation, 48,111 new cases were reported in 2020, approximately half of

which affected people of productive age.

In response to this issue, this research proposes the development of an
electrospun polymeric dressing based on polylactic acid (PLA), functionalized with
extracts of Calendula officinalis (CO) and Datura stramonium (DS), as well as a
cell adhesion-promoting molecule (SRGD). The aim was to obtain a bioactive
material capable of enhancing cell proliferation and supporting skin regeneration,

while also being low-cost, accessible, and easy to apply.

Cell viability and hydrophilicity were evaluated in PLA electrospun mats
impregnated with ethanolic and aqueous extracts of CO and DS at various
concentrations. The most favorable results were obtained with C. officinalis at
50 ug/ml (CA50), which showed over 90% cell viability and a contact angle of
54.67°, indicating good hydrophilicity.

Additionally, the SRGD molecule was synthesized based on previous studies,
optimizing reaction conditions (temperature of 90 °C and 3:1 molar ratio), resulting

in a highly hydrophilic compound (6 = 0°) with excellent cell viability (>90%).

As a result, a dressing composed of PLA, CA50, and SRGD was obtained,
exhibiting a contact angle of 67.54°, excellent biocompatibility with 3T3 fibroblast
cells, high cell proliferation, and promising performance in an in vivo test, achieving
87.5% wound closure after 21 days. Compared to a commercial dressing, the
developed material demonstrated promising results in terms of biocompatibility and
physicochemical properties, supporting its potential as a therapeutic alternative for

the treatment of second-degree burns.




Keyworks: D.stramonium, C.officinalis, burn, wounds-healing, polymeric

scaffolding, Poly (lactic acid).




Introduccion

La piel es el érgano que recubre toda la superficie externa del cuerpo humano
conformada por tres capas principales: epidermis, dermis e hipodermis. Su
importancia radica en sus funciones como barrera protectora del cuerpo, su
termorregulacién, produccion de vitamina D, entre otras; aunado a la percepcion
estética de un individuo. Cuando este érgano se ve danado debido a algun tipo de
traumatismo, infeccion o enfermedad se dice que existe una lesion; tal es el caso
de las quemaduras que son lesiones causadas por traumatismos fisicos, quimicos
o biolégicos, que conducen a la alteracién superficial, ya sea parcial o total, de los

tejidos implicados.

En México, las quemaduras de segundo grado, generadas por exposicion a altas
temperaturas, son lesiones que representan una de los problemas de salud mas
importantes del pais debido las implicaciones tanto de salud como del manejo de
posibles secuelas y la reintegracién a la vida social y laboral, considerando que en
el 2020 se reportaron 48,111 casos nuevos de los cuales la mitad de los

lesionados eran individuos en edad productiva.

Existen varios tipos de tratamientos para las heridas por quemaduras de segundo
grado, entre ellos el uso de apdsitos poliméricos. Este material debe mantener la
humedad en el lecho de la quemadura, ademas de ser capaz de absorber el

exudado. Entre los polimeros utilizados para la fabricacién de los apdsitos esta el




poli (acido lactico) (PLA), un poliéster alifatico biodegradable de origen bioldgico,
que posee buenas propiedades mecanicas, antinflamatorias y puede ser

absorbido por el cuerpo humano.

Ademas, durante la obtencidn de andamios poliméricos se pueden adicionar
extractos de plantas medicinales, farmacos, nanomateriales, entre otros, con la
finalidad de proveerle de caracteristicas particulares que tengan determinada
funcionalidad. Asi, por ejemplo, el uso de una molécula analoga al péptido RGD
facilitaria la adhesion de las células en el apdsito polimérico, ademas de
incrementar la densidad y la migracién celular en el microambiente. Por otro lado,
la planta Calendula Officinalis (CO) ha sido utilizada para el tratamiento de
heridas, ulceras y cicatrices debido a sus propiedades bioactivas como son:
analgésicas, antinflamatorias, antiulcerosas y propiedades antidiabéticas;
haciéndola ideal para promover la cicatrizacion de heridas. En cuanto a Datura
Stramonium (DS), es una planta que es nativa de México que, a pesar de ser
reconocida por sus efectos tdxicos y alucindbgenos al ser ingerida, posee
propiedades analgésicas, antiinflamatorias y antioxidantes, mostrando un gran

potencial como auxiliar en el tratamiento de quemaduras.

Los tratamientos mas efectivos para la cicatrizacion y restauraciéon de areas
quemadas, disponibles actualmente, desafortunadamente no son facilmente
accesibles para la poblacion en general y su uso es traumatico debido a la

frecuencia en los cambios o curaciones y la incomodidad que pueden generar.




Ante esto, esta investigacidon propone el estudio y desarrollo de un apdsito
polimérico compuesto de Poli(acido lactico)(PLA), extracto de plantas medicinales
(Calendula officinalis (CO) y Datura Stramonium (DS)) y una molécula promotora
de adhesion celular (SRGD) analoga al acido arginil-glicil-aspartico (RGD) , como
una alternativa capaz de exhibir efectos cicatrizantes, debido a la proliferacion
celular eficaz; ademas de que se pretende que sea accesible econdmicamente,

facil de procesar y comoda de utilizar.




Justificacion

Las quemaduras representan un grave problema de salud publica a nivel mundial.
De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), cada afo se registran
aproximadamente 180,000 muertes a causa de quemaduras (Smolle et al., 2017).
En Meéxico, esta situacion también es preocupante, ya que las quemaduras
ocupan el decimotercer lugar entre las principales causas de mortalidad. Segun
datos del Instituto Nacional de Rehabilitacion, la incidencia de quemaduras en el
pais es de aproximadamente 3,706 casos por cada 100,000 habitantes. Un
estudio reciente realizado por Renddn Mejia et al. (2024), donde se analizaron a
208 pacientes con quemaduras, se reporté una media del 21.3% de superficie
corporal quemada; el principal agente causal fue el fuego directo (67.3%) vy el
grado de mayor incidencia fue el segundo grado, con 54.6% de los casos. Aunado
a ello, en el afno 2020 se registraron 48,111 nuevos casos de quemaduras, que se
suman a los cientos de miles de personas que ya viven con secuelas permanentes
y enfrentan dificultades para reintegrarse a la vida social y laboral. Esta
problematica se intensifica al considerar que una gran proporcion de los pacientes
afectados se encuentra en edad productiva, lo que convierte a las quemaduras en
uno de los desafios mas relevantes para la salud publica en México (Alcocer

Varela, Reyes Teran et al., 2022).

Ademas, los tratamientos mas efectivos para la cicatrizacién y restauracién de
areas quemadas presentan otra limitante significativa: su caracter traumatico de su

aplicacion, dado que requieren cambios frecuentes de apdsitos, lo cual genera
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incomodidad y dolor al paciente. Por lo tanto, se vuelve imprescindible continuar la
busqueda de alternativas terapéuticas eficaces para el tratamiento de quemaduras
de segundo grado, que ademas de favorecer la cicatrizacion, sean accesibles
econdmicamente, faciles de procesar y aplicar, y que mejoren la experiencia del

paciente durante su recuperacion.




Hipotesis

l. La combinacion del uso de plantas medicinales como DS o CO con el
SRGD, incrementara la proliferacion de fibroblastos sobre fibras de PLA, debido a
la interaccion entre los grupos afines presentes en los extractos/SRGD y los

fibroblastos.

Il. La variacion de la estructura molecular del SRGD modificara su efectividad
como promotor de proliferacion celular, debido a la distribucion de las amidas en la

estructura molecular resultante.




Objetivos

Objetivo general

Desarrollar un apdésito polimérico, con base en PLA, conformado por moléculas
promotoras de adhesion celular y extractos de plantas naturales que favorezcan la
retencion de agua y la biocompatibilidad celular, con el fin de crear una estructura

que promueva la proliferacion celular facilitando el proceso de cicatrizacién de piel.

Objetivos especificos

1. Determinar la concentracion de PLA, asi como las condiciones de
procesamiento por electrohialdo (EH) (voltaje, velocidad de flujo y distancia de
aguja al colector), para obtener una membrana no tejida que permita la

proliferacion y migracion de los fibroblastos a través de ésta.

2. Obtener los extractos etandlicos y acuosos de las plantas medicinales DS y
CO mediante las técnicas de maceracion y decoccion; respectivamente, y
determinar las concentraciones que favorezcan una mayor viabilidad de células

3T3.




3. Evaluar el potencial irritante de los extractos en tejido ex vivo mediante

analisis histologico.

4. Establecer la relacion entre los compuestos presentes en los concentrados

de las plantas medicinales y sus propiedades de afinidad celular.

5. Determinar el efecto de la variacién de la relacion molar entre los reactivos
y la temperatura de sintesis en la estructura molecular del compuesto analogo al
acido arginil-glicil-aspartico (SRGD), y su capacidad para promover la adhesion

celular de fibroblastos sobre una pelicula de PLA.

6. Desarrollar un apdsito polimérico PLA/SRGD/Concentrado, mediante la
impregnacion de la membrana electrohilada del PLA con el SRGD vy los extractos

seleccionados.

7. Determinar la capacidad de proliferacion de células 373 del apdsito
resultante.
8. Evaluar el desempeno del apdsito resultante como promotor de

cicatrizacion de heridas mediante pruebas in vivo.




CAPITULO 1. Antecedentes de apésitos poliméricos para

el tratamiento de quemaduras.

1.1. Analisis bibliométrico.

Los indicadores bibliométricos son utilizados como una herramienta para el
analisis del estado del arte sobre un topico en particular. Dichos indicadores
permiten valorar la actividad cientifica y el impacto tanto del trabajo, como de las
fuentes (Diego Camps, 2008). Es por el anterior motivo que en el presente trabajo
se utilizé el software de cdédigo abierto VOS Viewer para realizar el analisis de la
actividad sobre la tematica de tratamientos para heridas por quemaduras a partir

de los datos adquiridos de la base de datos Scopus®.

Para lo anterior, se utilizé la siguiente secuencia de busqueda: TITLE-ABS-KEY
((“Polymer®” OR “biopolymer*”) AND (“Treatment” OR “healing”) AND (“burn
wound*” OR” burn injury”) AND NOT (“article” AND “non human” AND “men” AND
‘woman” AND “animal*”)), obteniéndose 84 articulos cientificos publicados en el

periodo 2014-2025.

Mediante el software VOS Viewer y el archivo con los 84 articulos encontrados en
scopus, se realizo el analisis de co-ocurrencia de las palabras claves del indice de
los articulos, asi como las propuestas por los autores, identificando las mas
utilizadas y la relacion entre ellas, reflejando asi las tendencias en la tematica de
tratamientos para heridas por quemaduras. Se utiliz6é como parametro de co-

ocurrencia un valor igual o mayor a 3 con el fin de identificar los temas que ya
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mostraban una recurrencia significativa y asi obtener un panorama mas preciso

del tema.

El mapa resultante del analisis realizado se muestra en la Figura 1.1, donde se
observan circulos de diferentes tamafos y colores etiquetados con las palabras
claves, las cuales estan unidas unas con otras por lineas de distintos colores. Los
colores representan grupos que el software crea con base en qué tan
estrechamente relacionadas estan las palabras claves entre si, ayudando a
identificar las tendencias y areas de colaboracion. El tamafio del circulo indica el
numero de co-ocurrencias de dicha palabra, entre mas grande el circulo la palabra
se repite mas veces; mientras que las lineas indican qué palabra clave esta

relacionada con cual otra.
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Figura 1.1. Red interconectada de conceptos claves resultante del analisis por co-

ocurrencia.

Al analizar la red interconectada de los conceptos clave en conjunto con las
tendencias de busqueda, las cuales se relacionan con las palabras clave de los
seis grupos representados por los colores verde, azul, naranja, amarillo, morado y
rojo; se puede establecer que, en general, se utilizan compositos poliméricos
como hidrogeles o apdsitos biocompatibles, enfocados en la cicatrizacién vy
regeneracion de tejido danado por quemaduras, debido a su flexibilidad de
manipulacion y variedad de posibles combinaciones de polimeros y aditivos que
en conjunto presenten propiedades que ayuden al proceso de curacion de una

quemadura. Ademas, para lograr las caracteristicas de biocompatibilidad, suelen
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incorporarse aditivos como nanoparticulas metalicas (principalmente de plata),
extractos de plantas, farmacos y compuestos como los flavonoides, el acido

hialurénico, el colageno, entre otros.

Al revisar el analisis bibliométrico, se detect6 que una de las técnicas de
procesamiento mas utilizadas para el desarrollo la fabricacion de estos materiales
es el electrohilado, que permite obtener fibras del polimero seleccionado, las
cuales conforman el apdsito o hidrogel. Esta técnica ha generado gran interés
debido a la variedad de polimeros que se pueden procesar, su capacidad para
producir fibras con tamafios nanométricos, lo que aumenta significativamente el
area superficial, y la posibilidad de controlar la porosidad del recubrimiento

(Bhardwaj & Kundu, 2010; Hosseinkazemi et al., 2015)

Con base en la metodologia de busqueda utilizada, y con el software Vos Viewer
se visualiza la temporalidad de la actividad investigadora en torno al desarrollo de
materiales para la regeneracion dérmica en heridas por quemaduras. Esta
representacion en el tiempo se muestra en la Figura 1.2, donde se observa un
cambio en la tendencia de investigacion relacionada con el uso de polimeros.
Inicialmente, en 2020, se utilizaban principalmente nanoparticulas funcionalizadas
para aplicaciones medicinales. Sin embargo, esta tendencia ha evolucionado
hacia la fabricacion de apdsitos y, mas recientemente, en 2023, hacia la creacion
de hidrogeles antibacteriales, biodegradables y biocompatibles, especialmente
disefiados para interactuar con los fibroblastos (Gholipour-Kanani et al., 2014;

Kharat et al., 2021; Liu et al., 2024).
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Figura 1.2. Andlisis de la evolucién temporal de los conceptos claves obtenidos mediante

el anélisis por coocurrencia.

Por ultimo, utilizando la misma metodologia de busqueda, se realizé otro analisis,
pero esta vez enfocandose en los polimeros mas comunmente utilizados para la
cicatrizacion y regeneracion de heridas por quemaduras. Para ello, se exportaron
todas las palabras clave del analisis anterior junto con sus co-ocurrencias, Yy
posteriormente se descartaron las palabras clave que no fueran el nombre quimico
de un polimero. El resultado de este analisis se presenta en la Figura 1.3, donde
se observa el nombre del polimero y su co-ocurrencia considerando todas las

posibles variaciones en el nombramiento de ese polimero, por ejemplo: para el
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“poli (alcohol vinilico)”, también se considera las opciones de “pva”, “poli alcohol

vinilico”, “alcohol vinilico”, etc.

Polimeros

chitosan

cellulose

alginate

poly (vinyl alcohol) (pva)

poly(ethylene)
gelatin
polycaprolactone
polypropylene

poly lactic acids
polyurethanes

chitin
polyacrylonitrile fiber

poly-n-vinylpyrrolidone

poly(n-isopropylacrylamide)

o
Lol

10 15 20 25
COOCURRENCIA

Figura 1.3. Polimeros encontrados en el compendio de palabras clave resultante de la

busqueda de “Polymer” AND “Treatment” AND “Burn wound”.

De los polimeros con mayor actividad de investigacion en el tratamiento de heridas
por quemadura se encuentra el quitosano, seguido de la celulosa y el alginato,
siendo éstos biopolimeros. Mientras que, en relacién a los polimeros sintéticos, se
encuentra en primer lugar el poli (alcohol vinilico), seguido del polietileno,
policaprolactona, polipropileno. Todos los polimeros mencionados anteriormente
se caracterizan por su biocompatibilidad y cierto grado de biodegradabilidad
(Hosseinkazemi et al.,, 2015; Kharat et al., 2021; Liu et al., 2024; Miranda

Altamirano, 2020; Sorkhabi et al., 2022). Entre ellos, los biopolimeros como el




quitosano, son de los mas utilizados debido a sus propiedades bioactivas
(adhesidon y proliferacion celular). Sin embargo, su escasa solubilidad y sus
limitadas propiedades mecanicas (baja resistencia a la traccion, elasticidad y
compresibilidad) representan un inconveniente para su aplicacion en apdsitos
(Hardiansyah et al., 2015; Liu et al., 2024; Romero-Serrano Id & Pereira, 2020).
Para solucionar esta problematica se ha incursionado en el uso de polimeros
sintéticos, los cuales se caracterizan por poseer mejores propiedades mecanicas,
aunque con limitadas propiedades bioactivas (Liu et al., 2024). Uno de los
polimeros que aparecen en la grafica, mas no es de los mas investigados, es el
PLA, un biopolimero que posee buenas propiedades mecanicas, antinflamatorias y
puede ser absorbido y biodegradado por el cuerpo humano, ademas de tener
permeabilidad al vapor y oxigeno, y que al degradarse forma acido lactico evitando
asi el crecimiento bacteriano, siendo un buen candidato para la fabricacion de
apositos poliméricos para aplicaciones biomédicas (Liu et al., 2024; Miranda

Altamirano, 2020)

Los resultados de este analisis bibliométrico sugieren que el enfoque del proyecto
titulado “Desarrollo de un apdsito a base de PLA con SRGD y extractos de
Calendula Officinalis y Datura Stramonium para la cicatrizacion de heridas por
quemaduras” se alinea con las tendencias actuales en la investigacion sobre este
tema. Es por ello que, en este trabajo, se propone utilizar PLA como polimero
base para la fabricacion del apdsito, complementandolo con un compuesto
analogo a una secuencia peptidica que promueva la actividad celular, asi como un

extracto vegetal que aporte propiedades de regeneracion del tejido. Esta
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coincidencia con las tendencias de investigacion indica una direccion prometedora

para este estudio.

1.2. Generalidades de la piel.

La piel es el 6rgano mas grande del cuerpo, el cual cubre toda su superficie
externa (Wilfredo Lopez-Ojeda & Amarendra Pandey, 2022), representando el
15% del peso total del cuerpo de un adulto (Kanitakis, 2001). Este 6rgano realiza
una amplia variedad de funciones, entre las que se encuentran: proteccion,
termorregulacion, sensibilidad, secrecion, excrecion, funciones inmunoldgicas y
produccion de vitamina D (Buendia Eisman et al., 2018), las cuales se describen

enla Tabla 1.1.

Tabla 1.1. Principales funciones de la piel.

Proteccion Es la primera barrera del cuerpo humano con el exterior, protegiéndolo de

microorganismos, deshidratacion, luz ultravioleta (Yousef, Alhajj, Fakoya, & et

al, 2024).
Termorregulacié Aumenta y reduce la temperatura de la piel mediante procesos de
n vasodilatacion y vasoconstriccion, ademas de la secrecion de sudor en casos

de calor exterior extremo. (Buendia Eisman et al., 2018b)

Sensibilidad Contiene receptores sensoriales que permiten sentir dolor, temperatura, tacto y
presion. (Yousef, Alhajj, Fakoya, & et al, 2024)(Buendia Eisman et al., 2018b)
Secrecion La piel secreta productos como sebo, sudor y feromonas y ejerce importantes

funciones inmunoldgicas al secretar sustancias bioactivas como las citocinas.
(Yousef, Alhajj, Fakoya, & et al, 2024)
Excrecion Si bien, no es el érgano cuya funcién principal sea eliminar desechos, permite la
eliminacién de sustancias a través del sudor como son urea, amoniaco, cortisol,
entre otros (Baker & Wolfe, 2020)
Funciones Los queratinocitos, los cuales son células presentes en la epidermis, intervienen
inmunolégicas las actividades inmunoldgicas, ya sea matando directamente a patégenos
invasores o comunicandose con las células inmunitarias (Piipponen et al., 2020;
Buendia Eisman et al., 2018b).
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Produccion de En la piel se inicia el proceso bioquimico que involucra la produccién de la
vitamina D vitamina D, esencial para la absorcion de calcio y un metabolismo 6seo normal.
(Yousef, Alhajj, Fakoya, & et al, 2024; Buendia Eisman et al., 2018b)

1.2.1 Capas de la piel

La piel esta conformada por tres capas principales (Figura 1.4): epidermis, dermis
e hipodermis. Siendo la capa externa la epidermis, constituida principalmente de
células llamadas queratinocitos (Buendia Eisman et al., 2018; Piipponen et al.,
2020). Enseguida se encuentra la membrana basal, encargada de separar la
epidermis de la siguiente capa, llamada dermis cuyas células constitutivas son
principalmente los fibroblastos. La capa debajo de la dermis es la hipodermis
también conocida como tejido celular subcutaneo, la cual estd constituida

principalmente de grasa (Buendia Eisman et al., 2018).

a) Capa b) Funcién

O Primera barrera entre el
cuerpo y el exterior.

Epidermis
| Evita perdida de agua
O Segunda barrera protectora
Dermis [ Contiene vasos sanguineos,
nervios y foliculos pilosos.
y Soporte de |a epidermis.
- g *
Hipodermis & Aisla el cuerpo del frio

{0 Absorbe los impactos

Figura 1.4. Representacion de las capas de la piel y sus funciones. Creado en

https://BioRender.com



https://biorender.com/

1.2.1.1. Epidermis

La epidermis es la capa mas externa de la piel cuyo grosor varia segun la zona del
cuerpo donde se mida. En los parpados, su grosor es de aproximadamente
0.03mm, mientras que en las plantas de los pies y las palmas de las manos puede
alcanzar hasta 1.5mm (Barbieri et al., 2014). Esta capa no contiene vasos
sanguineos, dependiendo completamente de la dermis para su suministro de
nutrientes mediante la membrana basal. La funcion principal de la epidermis es
como barrera fisica y bioldgica entre el exterior y el cuerpo, ademas de evitar la

pérdida de agua y mantener la homeostasis interna (Sandra Lawton, 2019).

Las células que componen esta capa son las células Langerhans, las células de
Merkel, melanocitos y los queratinocitos, siendo estos ultimos las células
principales representando el 90% del total de la poblacién celular (Barbieri et al.,
2014). Las células de Langerhans forman parte del sistema inmunoldgico y estan
constantemente en busca de antigenos para atraparlos y presentarlos a los
linfocitos. Las células de Merkel estan estrechamente relacionadas con la
sensibilidad, especialmente en areas del cuerpo como las palmas de las manos,
las plantas de los pies y los genitales (Sandra Lawton, 2019). Los melanocitos son
las células encargadas de sintetizar las melaninas que dan color a la piel, pelos y
ojos (Buendia Eisman et al., 2018). Los queratinocitos son los ejecutores del
proceso de re-epitalizacion, contribuyendo en la contraccién de las heridas junto a
los fibroblastos ademas de participar activamente en las respuestas inmunitarias
del cuerpo (Piipponen et al., 2020), transportar agua y urea, recibir melanina de los

melanocitos y controlar la permeabilidad del agua (Abdo et al., 2020).
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1.2.1.2. Dermis

La dermis es la segunda capa que conforma la piel, teniendo un espesor 20 a 30
veces mayor que la epidermis (Buendia Eisman et al., 2018). En esta se albergan
plexos vasculo-nerviosos y sirve de sostén para la epidermis. Su estructura esta
conformada principalmente por fibras de colageno, fibras elasticas, capilares y
vasos sanguineos (Barbieri et al., 2014). También contiene foliculos pilosos y
glandulas sudoriparas (Gnatowski et al., 2023). Sus principales funciones son la
amortiguacion de los érganos mas profundos contra lesiones mecanicas, nutricion
a la epidermis, la cicatrizacion de heridas y proteccion, funcionando como una

segunda barrera. (Barbieri et al., 2014).

Las células presentes en la dermis son fibroblastos, macrofagos, mastocitos y
células inflamatorias infiltrantes (Barbieri et al., 2014; Gnatowski et al., 2023). Los
fibroblastos son el principal tipo de célula que conforma esta capa, cuya funcion es
basicamente sintetizar colageno, elastina y gel viscoso dentro de la dermis y, en
general, los elementos del tejido conectivo dérmico, fibras y sustancias
fundamentales o sus precursores que conforman la matriz extracelular (Barbieri et
al., 2014; Buendia Eisman et al., 2018). Los macréfagos tienen un papel clave en
la captura de patdgenos, y durante el proceso de cicatrizacién son los encargados
de eliminar los residuos y modular la respuesta inmunitaria. Mientras que los
mastocitos son responsables de la modulacion de las respuestas inflamatoria e
inmunitarias, sintetizando una amplia gama de productos que inducen la primera y
reclutando neutréfilos para la segunda. Por ultimo, las células inflamatorias

infiltrantes son aquellas que se infiltran como respuesta a un estimulo inflamatorio,




algunas de éstas son: neutrofilos, eosindfilos, linfocitos y células plasmaticas

(Barbieri et al., 2014).

1.2.1.3. Hipodermis

La hipodermis, también conocida como tejido celular subcutaneo es la tercera
capa, encontrandose debajo de la dermis. Esta constituida por adipocitos que son
células que se encargan de fabricar y almacenar grasa ((Buendia Eisman et al.,
2018). Su principal funcién es proporcionar un soporte estructural a la piel, aislar el

cuerpo del frio y ayudar a absorber los impactos (Barbieri et al., 2014).

1.2.2. Proceso de regeneracion de la piel.

Una lesion se define como una ruptura en la continuidad anatdomica de un tejido
bajo la influencia de diferentes factores, ya sean mecanicos, quimicos o térmicos
(Gnatowski et al., 2023). Después de que se genera una lesién en la piel (el
tejido), ésta debe restaurarse rapidamente para mantener sus funciones (Carfedo-
Dorantes & Cafedo-Ayala, 2019). Este proceso de cicatrizacién consiste en
remplazar los tejidos desvitalizados, la matriz extracelular dafada y las células
muertas, por tejidos y células nuevas (Kordestani, 2019). La cicatrizacién normal
se divide en tres fases: homeostasis-inflamacion, proliferaciéon y maduracion-
remodelacion (Cambronero Ulate et al., 2022; Canedo-Dorantes & Cafedo-Ayala,
2019; Wang et al.,, 2018). Algunos autores consideran a la homeostasis e

inflamacion como fases separadas (Kordestani, 2019).
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1.2.2.1. Primera fase: Homeostasis e inflamacion.

Esta primera fase inicia segundos después de que se generd la lesidon y tarda
aproximadamente 72 horas (Cafiedo-Dorantes & Carnedo-Ayala, 2019). Como
consecuencia de la pérdida de la integridad del tejido se genera el sangrado que
llena la herida y los componentes de la matriz extracelular migran a la sangre. En
respuesta, se genera una agregacion plaquetaria y se activa el factor XIlI,
formando un coagulo inicial conformado de fibrina el cual se encarga de detener el
sangrado y prevenir la invasion microbiana, llevandose a cabo el proceso de
homeostasis. Después de la generacién de este coagulo, se activa la fibrindlisis
que se encarga de impedir la extension de éste y degradarlo. Durante el proceso
de inflamaciéon se genera una vasodilatacion, facilitando el paso de plasma y
células inflamatorias hacia el lugar de la lesion (Cambronero Ulate et al., 2022;
Kordestani, 2019). La primera célula en aparecer es el neutrdfilo, encargado de
limpiar los restos del tejido dafiado y fagocitar bacterias, promoviendo un entorno
apropiado para que se lleve a cabo la cicatrizacién (Cambronero Ulate et al., 2022;
Wang et al., 2018). Durante el segundo o tercer dia, después de la lesion, los
macrofagos hacen su aparicion finalizando esta primera fase. Los macréfagos son
los encargados de la eliminacién de las bacterias y desechos, ademas de
promover la proliferacion de fibroblastos, angiogénesis y migracion de
queratinocitos. También ayudan a eliminar neutréfilos, lo que genera una
detencion de los estados de inflamacion prolongada (Cambronero Ulate et al.,

2022).

1.2.2.2. Segunda fase: Proliferacion.




La fase de proliferacion comienza aproximadamente al cuarto dia, después de la
lesion, y dura entre dias y semanas (Cambronero Ulate et al., 2022). Esta fase se
caracteriza por la acumulacion de una gran variedad de células y tejido conectivo
con el objetivo de la generacién de tejido de granulacidn en el espacio de la lesion.
Varios tipos de citoquinas y factores de crecimiento se encargan de mediar este
proceso. Durante la proliferacion, el coagulo formado previamente es remplazado
por una matriz extracelular conformada por colageno, elastina,
glicosaminoglicanos, acido hialurénico y otras proteinas fibrosas (Cambronero
Ulate et al., 2022; Kordestani, 2019; Wang et al., 2018) Los fibroblastos son
células cruciales durante esta fase, ya que son los responsables de la produccién
de elastina, colageno y la organizacion de la matriz extracelular para formar una
cicatriz inmadura desorganizada. (Cambronero Ulate et al., 2022; Kordestani,

2019).

1.2.2.3. Tercera fase: Maduracion y remodelacion.

La fase de remodelacion es la mas larga del proceso de cicatrizacion, con una
duracion de entre 21 dias a un ano (Kordestani, 2019). El proceso de maduracion
consiste en reorganizar los depédsitos de colageno de la cicatriz antes formada,
convirtiéndolo en una estructura organizada y entrelazada. Uno de los
mecanismos caracteristicos en esta fase es la degradacion gradual de la matriz
extracelular abundante y del colageno tipo Il (colageno inmaduro de la fase de
proliferacion) y formacion del colageno tipo | (colageno con arreglo definido que le
confiere las caracteristicas mecanicas de la piel sin herida). Por otro lado, las

células que entraron en la fase inflamatoria son marcadas para su muerte




(apoptosis) (Cambronero Ulate et al., 2022). Los fibroblastos una vez que han
depositado suficiente colageno, se diferencian en miofibroblastos, ayudando a
disminuir el area de la herida debido a los multiples puntos de conexion de éstos
con las fibras de colageno (Gushiken et al., 2021). En esta fase, el colageno gana
aproximadamente el 20 % de su fuerza de traccion inicial en la tercera semana y
alcanza el 80 % después de 12 semanas. La fuerza de traccion maxima del tejido
cicatricial es aproximadamente el 80 % de el de la piel sana normal (Kolarsick et

al., 2011)).

1.3 Quemaduras

Una quemadura es una lesién causada por traumatismos fisicos, quimicos o
biolégicos, que generan una desnaturalizacion de las proteinas y conduce a una
alteracién superficial o destruccidn total de los tejidos implicados (Jiménez Rocio &
Garcia Francisco, 2018). La profundidad de la lesion esta relacionada
directamente con la intensidad y el tiempo de contacto de la fuente causante con
el tejido en cuestion (Bolgiani et al., 2019). Ademas de la naturaleza y el alcance
de las lesiones, el tipo y la cantidad de microorganismos que colonizan la herida

influyen en el riesgo de una infeccion en ésta.

1.3.1 Clasificacion de las quemaduras.
Existen varias formas de clasificar las quemaduras, pero las mas utilizadas son

con base en la profundidad, la superficie corporal afectada y el origen de la




quemadura (Gnatowski et al., 2023). La clasificacion con base en la profundidad
se da por grados, ésta considera cuatro niveles: primer grado, segundo grado,
tercer grado y cuarto grado (Cardenas & Gonzaga Jaya, 2022; Gnatowski et al.,
2023; Norman et al., 2017). En el caso de la clasificacion segun la superficie
corporal afectada, se considera grave cuando esta superficie es mayor al 15%,
este porcentaje se determina utilizando diversos métodos, siendo los mas
utilizados los de Lund Browder, la regla de la palma de la mano y la regla de los 9
(Jiménez Rocio & Garcia Francisco, 2018). La tercera clasificacién se divide en
cuatro fuentes principales: calor, eléctricas, quimicas y por radiacion, esta ultima

incluye quemaduras por los rayos del sol (Gnatowski et al., 2023).

1.3.1.1 Clasificacion por grados o profundidad.

La clasificacién por grados (Figura 1.5) considera cuatro niveles de quemaduras:
primer grado (o superficiales), segundo grado (superficiales y profundas), tercer
grado (denominadas hipodérmicas) y cuarto grado (de espesor total) (Cardenas &

Gonzaga Jaya, 2022; Gnatowski et al., 2023).

HIPODERMIS
HUESOS

Figura 1.5 Clasificacion de las quemaduras por grados. (Clasificacion de Quemaduras,
2021).
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Las quemaduras de primer grado afectan unicamente a la epidermis generando un
enrojecimiento de esta y una sensacion de dolor intensa debido a la irritacion de
las terminaciones nerviosas presentes en esta capa, su tiempo estimado de

curacion es de 5 a 7 dias (Bolgiani et al., 2019).

Las de segundo grado se puede subclasificar como superficiales de espesor
parcial y profundas de espesor parcial. Las superficiales de espesor parcial afecta
a la epidermis y a algunas células de la capa mas superficial de la dermis, su
curacion se lleva a cabo entre los 10 y 15 dias; son dolorosas y el area de la lesién
suele estar enrojecida, hinchada y tener ampollas (Bolgiani et al., 2019). En el
caso de las quemaduras profundas de espesor parcial tanto la epidermis como la
capa mas superficial de la dermis se ven totalmente afectadas, ocasionando la
destruccion parcial de las terminaciones nerviosas, y por ende una disminucion en
la sensibilidad de la region afectada (Jeschke et al.,, 2020). Este tipo de
quemaduras presenta una coloracidn rosada con sectores mas blanquecinos y
formaciéon de ulceras. Si no hay ninguna complicacién, como una infeccion, el
proceso de cicatrizacion puede tardar 3 semanas, en caso de que existiera alguna
complicacion esta puede no curar y complicar la lesién(Bolgiani et al., 2019;

Clasificacion de Quemaduras, 2021).

Por otro lado, en las quemaduras de tercer grado se observa una coloracion
marrén o0 negro y una apariencia acartonada. Se presenta alteracion total de la
dermis y epidermis, llegando a penetrar la capa mas interna de la piel que es la
hipodermis. Esto significa una desaparicion de los elementos nerviosos lo que

justifica la insensibilidad de la zona afectada (Bolgiani et al., 2019).

Las quemaduras de cuarto grado implican una lesion que llega a penetrar tejidos
mas profundos como musculos o huesos, adquiriendo una coloracién negra y
generalmente ocasionando pérdida del area quemada (Bolgiani et al., 2019;
Gnatowski et al., 2023; Jeschke et al., 2020).
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Usualmente en el caso de las quemaduras superficiales y de espesor parcial su
curacion no requiere de alguna intervencion quirurgica, pero en el caso de las
quemaduras de mayor gravedad es necesario un tratamiento cuidadoso que

incluye apdsitos antimicrobianos, topicos y/o cirugia (Jeschke et al., 2020).

1.3.1.2 Clasificacion segun el area superficial afectada.

Otra de las clasificaciones de las quemaduras es con base en la superficie
corporal afectada (SCQT), donde a mayor extensién, la gravedad de la quemadura
aumenta. Para la estimacion de la SCQT se utilizan varios procedimientos, entre
los que se encuentran: la regla de los 9, la regla de la palma de la mano (Bolgiani

et al., 2019; Ulceras Fuera, 2020).

La regla de los 9 consiste en adjudicar valores de 9% o multiplos de 9 a los
distintos segmentos corporales, como se muestra en la Figura 1.6 (Bolgiani et al.,

2019).

18 - 9%
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Figura 1.6. Regla de los 9 para calcular la extension de las quemaduras.




Por otro lado, la regla de la palma de la mano, es un instrumento de valoracion
rapida para calcular el % de SCTQ, donde se toma como referencia la palma de la
mano del paciente, y la superficie que se puede cubrir de esta manera

corresponde al 1% de SCQT (Ulceras Fuera, 2020).

1.3.1.3. Determinacion de la gravedad de una quemadura.
La gravedad de una quemadura se estima con base en su profundidad, extension
y zona, clasificandose en leves, moderadas y graves. En la Tabla 1.2 se muestran

la gravedad de la quemadura en funcién de la profundidad y % SCQT de ésta.

Tabla 1.2. Criterios para la determinacion de la gravedad de una quemadura.

Quemadura leve 15% SCQT de primer o segundo grado en adultos
10% SCQT de primer o segundo grado en nifios
2% SCQT de tercer grado en nifios o adultos (que no afecten ojos,
orejas, cara o genitales)

Quemadura 15-25% de SCQT de segundo grado en adultos

moderada 10-20% de SCQT de segundo grado en nifios
2-10% de SCQT de tercer grado en nifios o adultos (que no afecten
ojos, orejas, cara o genitales)

Quemadura mayor >25% de SCQ de tercer grado en adulto
>20% de SCQ de segundo grado en nifos
>10% de SCQ de tercer grado en nifios o adultos
Quemaduras de segundo y tercer grado que involucran ojos, oidos,
orejas, cara, manos, pies, articulaciones principales, periné y genitales
Todas las lesiones inhalatorias con o sin quemaduras
Quemaduras eléctricas

Quemaduras quimicas en areas como cara, parpados, orejas, manos,
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pies, articulaciones principales, periné y genitales
Quemaduras asociadas a traumatismos

(Yolanda Fernandez Santervas & Melé Casas Maria, 2020)

1.3.2. Tratamientos para quemaduras

Existen diferentes tipos de tratamientos para quemaduras como injerto de piel,
aplicacién de formulaciones tépicas y el uso de recubrimientos o de sustitutos de
piel. El tipo de tratamiento a utilizar depende del tamafo y tipo de quemadura. En
el caso de quemadura de primer grado, normalmente no se requiere de ningun
tratamiento especial, salvo el enfriamiento inmediato de la zona quemada. Por otro
lado, para quemaduras mas graves de segundo y tercer grado es necesaria una
hospitalizacion y el uso de apdsitos y/o la aplicacion de injertos o sustitutos de piel

(Gnatowski et al., 2023).

1.3.2.1 Injertos de piel.

El tratamiento mediante el injerto de piel consiste en utilizar pequefias porciones
de piel procedentes del mismo paciente (autoinjertos), de un donador (aloinjertos)
o de algun animal (xenoinjertos), y colocarlas en la zona quemada. El uso de
autoinjertos es ideal cuando el area de la quemadura es menor al 35% debido a su
alta biocompatibilidad, generando una recuperacion de la quemadura rapida y
total. Sin embargo, para quemaduras mas grandes no es aplicable, debido a que
la superficie de donde se puede extraer la porcion de piel a utilizar es limitada
(Bazualdo Fiorini et al., 2023). En este caso es preferible utilizar aloinjertos, y
dependiendo de la biocompatibilidad entre el donador y el paciente, el injerto

puede ser permanente o utilizado temporalmente unicamente como recubrimiento.
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Otra opcion es el uso de lo xenoinjertos, generalmente provenientes de cerdos o
peces, unicamente como recubrimientos temporales (Gnatowski et al., 2023). Este
tipo de terapias en general tiene como desventajas la posibilidad de cicatrices, una
curacion dolorosa, posibilidad de infeccion cruzada y rechazo inmunologico del

tejido trasplantado (Gushiken et al., 2021).

1.3.2.2 Sustitutos de piel.

El uso de sustitutos de la piel consiste en utilizar un grupo de materiales
heterogéneos para cubrir la herida ayudando a que cierre. Su funcion es
remplazar de forma temporal o permanente a la piel (Gnatowski et al., 2023). Las
principales desventajas de este tipo de tratamientos es su alto costo y la

posibilidad de rechazo tisular (Gushiken et al., 2021).

1.3.2.3 Formulaciones topicas.

Un tratamiento tépico se puede definir como la aplicacién de un medicamento
formulado en la piel. Entre las formulaciones topicas se encuentran las cremas,
geles, emulsiones, unguentos, pastas, suspensiones, lociones, espumas Yy
aerosoles, principalmente. Su facil aplicaciéon la convierte en uno de los
tratamientos mas utilizados para el tratamiento de quemaduras. Sin embargo,
tiene como desventajas la posibilidad de molestias, irritacion de la piel y

reacciones alérgicas (Gushiken et al., 2021).

1.3.2.4 Apdésitos.




El objetivo principal de los apdsitos es proteger la zona lesionada de agentes
externos y traumatismos mecanicos, reduciendo el riesgo de infecciones y
acelerando el proceso de curacion. En el pasado los apdsitos unicamente
mantenian la herida seca y removian los exudados. Sin embargo, en la actualidad
se ha demostrado que mantener un ambiente calido y humedo promueve la
aceleracion de la cicatrizacion (Gushiken et al., 2021). El mantener un ambiente
humedo mejora las tasas de proliferacion celular curativas y reduce la
multiplicacion de células inflamatorias, ademas reduce el dolor, la formacion de
cicatrices y las infecciones. Como consecuencia de estos descubrimientos, los
polimeros se utilizaron en un principio como peliculas oclusivas. A partir de los
afios 70, se utilizaron peliculas de poliolefina sencillas gracias a sus propiedades
de barrera, transparencia, facilidad de esterilizacion y un coste relativamente bajo
(Gnatowski et al., 2023). El apésito ideal debe mantener la humedad en el lecho
de la quemadura, debe ser capaz de absorber el exceso de exudado sin resecar y
su retirada no debe ser traumatica (no debe generar traumatismo en el tejido). Una
de las principales desventajas de este tipo de tratamientos es la dificultad de
adaptabilidad a determinadas zonas (cara, manos, pie) o en localizaciones de gran
movilidad (Miranda Altamirano, 2020). En busca de resolver estas problematicas la
tendencia actual de investigacion es la busqueda de materiales compuestos
hibridos basados en polimeros naturales y sintéticos biocompatibles. Para crear
diferentes composiciones de materiales hibridos, es necesario seleccionar un

material base (colageno, celulosa, etc.) y compuestos biolégicamente activos




(nanoparticulas metalicas, extractos de plantas, compuestos individuales) con

actividad bioldgica individual probada (Tseomashko et al., 2021).

1.4. Polimeros en la fabricacién de apésitos para quemaduras.

Diferentes tipos de polimeros sintéticos y naturales han sido utilizados para la
fabricacion de apdsitos para heridas. Los polimeros naturales se utilizan
ampliamente en la medicina regenerativa debido a su biodegradabilidad,
biocompatibilidad y similitud con la matriz extracelular. Entre este tipo de
polimeros estan: colageno, quitosano, acido alginico, almidon, gelatina, celulosa
bacteriana, fibroina de seda, queratina, poli (acido lactico) (PLA), entre otros. Por
otro lado, algunos polimeros sintéticos se utilizan ampliamente para la fabricaciéon
de apdsitos, debido a sus propiedades fisicoquimicas y biocompatibilidad (Noor et
al., 2022). Algunos ejemplos de polimeros sintéticos utilizados para esta aplicaciéon
son poli (alcohol vinilico) (PVOH), poliuretano (PU), poli (6xido de etileno) (PEO),
policaprolactona (PCL), entre otros (Agarwal et al., 2008; Noor et al., 2022). En la
Tabla 1.3 se muestran algunas de las caracteristicas de los polimeros mas

utilizados en la fabricacién de apdsitos para quemaduras.




Tabla 1.3. Caracteristicas de los polimeros mds utilizados en la fabricacion de apdsitos.
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1.4.1 Poli (acido lactico)

El poli (acido lactico) (PLA) es un poliéster alifatico biodegradable de origen
biolégico derivado de fuentes renovables como el azucar de maiz, la papa y la
cafia de azucar, cuya estructura se muestra en la Figura 1.7 (Castro-Aguirre et al.,
2016). Existen dos rutas principales para la sintesis de polimeros PLA:
policondensacion directa de acido lactico y polimerizacidn por apertura de anillo de

lactida (un diéster ciclico de acido lactico) (Laura & Lorenzo, 2018).
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Figura 1.7. Estructura quimica del poli (acido lactico)

El PLA posee buenas propiedades mecanicas, antinflamatorias y puede ser
absorbido por el cuerpo humano. Aunado a sus funciones humectantes, de buena
permeabilidad al vapor y oxigeno, y que al degradarse forma acido lactico evitando
asi el crecimiento bacteriano, lo convierte en un buen candidato para tratamiento
de heridas por quemaduras. Sin embargo, la generacion del acido lactico a su vez
impide el crecimiento celular; esto aunado a su baja adhesion celular provocada
por el caracter hidrofébico de su superficie y a la baja cantidad de grupos
funcionales ocasionan una baja afinidad celular, siendo ésta una desventaja en el

proceso de cicatrizacion. (Liu et al., 2024; Miranda Altamirano, 2020).




1.5. Acido arginil-glicil-aspartico (RGD) como aditivo en apésitos.

El péptido RGD esta conformado por los aminoacidos arginina, glicina y acido
aspartico, como se muestra en la Figura 1.8. La principal funcién de este péptido
es facilitar la adhesién mediante la union con las integrinas, receptores ubicados
en la superficie celular que participan en procesos biolégicos como respuestas
inmunes, proceso de cicatrizacion y angiogénesis. Integrinas especificas al RGD
se anclan a este péptido, permitiendo la adhesién y comunicacion celular (Javid et
al., 2024). Ademas, se ha reportado que el uso de RGD incrementa la densidad y

la migracién celular en el microambiente (Kumar Verma & Raina, 2014).
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Figura 1.8. Estructura del acido arginil-glicil-aspartico (RGD).

1.5.1. Molécula analoga al RGD.
Debido al impacto de este péptido en la actividad celular y por ende en el proceso
de cicatrizacién, se han desarrollado moléculas analogas al RGD, las cuales

buscan imitar o potenciar su capacidad de unidn a las integrinas, pero con
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ventajas adicionales como: mayor afinidad y estabilidad quimica, resistencia a la
degradacion enzimatica, afinidades especificas a ciertos subtipos de integrinas o
asi como procesos de sintesis mas sencillos y de menor costo (Fernandez et al.,

2018; Shahane et al., 2023)

Actualmente existen varios trabajos de investigacion enfocados en la sintesis de
moléculas analogas al RGD, entre esto se encuentra Dai et al., (2025) quien
disefid y sintetizd copolimeros aleatorios que imitan al RGD a partir de la
polimerizacién rapida y controlable de N-carboxianhidridos a gran escala,
proporcionando una estrategia prometedora para promover la adhesion celular y la
regeneracion tisular. Por otro lado, Nora Guadalupe Ramirez Gonzalez, (2023)
sintetiz6 una molécula analoga al RGD, a partir de urea y acido citrico, como
promotor de adhesién celular y, por ende, de la regeneracioén tisular, siendo esta

una alternativa sencilla y econémica.

1.6. Extractos de plantas como aditivos en apésitos.

Las plantas medicinales pueden actuar como agentes cicatrizantes debido a su
amplia variedad de componentes quimicos, como alcaloides, aceites esenciales,
flavonoides, taninos, terpenoides, saponinas, acidos grasos y compuestos
fendlicos, que tienen el potencial de mejorar el proceso de curacion de las heridas
por quemaduras. El bajo costo, la disponibilidad y los menores efectos
secundarios son otras ventajas de los activos naturales (Bahramsoltani et al.,

2014).




1.6.1 Caléndula officinalis (CO).

La planta Calendula Officinalis (Figura 1.9) también conocida como botén de oro,
maravilla; entre otros, pertenece a la familia de las Asteraceae. Esta planta es
utilizada para el tratamiento de heridas, ulceras y cicatrices debido a sus varias
propiedades bioactivas como son: antidiabéticas, analgésicas, antinflamatorias y
antiulcerosas. Ademas de poseer propiedades antisépticas y antibacteriales
(Rezai et al., 2023). Estas propiedades se deben a la presencia de compuestos
con propiedades biolégicas como carotenoides, flavonoides, terpenoides,
saponinas, esteroles, acidos fendlicos, lipidos, entre otros (Ashwlayan et al.,
2018). Especificamente, los compuestos quimicos responsables de la propiedad

antiinflamatoria son los flavonoides y carotenoides (Rezai et al., 2023).

Figura 1.9. Imagen de la planta Calendula Officinalis (Logan Hailey, 2024)




Debido a estas propiedades varios investigadores han incursionado en el uso de
esta planta como aditivo para promover la cicatrizacion de heridas, por ejemplo,
Hosseinkazemi et al., (2015), obtuvo nanofibras de PCL las cuales fueron
funcionalizadas con CO logrando asi un incremento en la interaccion de estas
fibras con las células, aumentando su biocompatibilidad y por ende promoviendo

su posible aplicacién como recubrimiento para la cicatrizacién de heridas.

1.6.2. Datura Stramonium (DS).

D. Stramonium es una planta nativa de México, comunmente conocida como
toloache. Ademas de su presencia en México, también se encuentra en otros
lugares de América, Europa, Asia y Sudafrica (Adam & Idris, 2017; Mondragén
Juana & Vibrans Heike, 2009). Posee flores con forma de trompeta, usualmente
blancas o violetas, su fruto es una capsula ovoide con puas verdes que guarda en
su interior numerosas semillas de color oscuro (Figura 1.10), y tiene un olor

caracteristico desagradable (Brocca & Kuri, 2000; Otuokere et al., 2020).

Figura 1.10. Imagen de la planta Datura Stramonium (DS) (Andrew Haynes, 2014)
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Entre los compuestos quimicos presentes en la planta se encuentran: alcaloides,
compuestos fendlicos, flavonoides, taninos. Estos son responsables de las
propiedades analgésicas y antiinflamatorias debido a su habilidad de suprimir la
produccion de mediadores quimicos responsables de la estimulacion de
nociceptores (receptores sensoriales especializados en la deteccidén de estimulos
dolorosos) y la induccion de dolor o inflamacién. Asi como de su actividad
antioxidante, debido a su capacidad de eliminar radicales libres, lo que ayuda en la

prevencion del dano celular (Gaire & Subedi, 2013; Sharma et al., 2021).

Si bien, todas las propiedades mencionadas anteriormente muestran un gran
potencial de bioactivo, DS es mayormente reconocida por sus efectos tdxicos, los
cuales son principalmente atribuibles a la presencia de alcaloides tropanicos como
la atropina y la escopolamina. EI consumo de grandes dosis, ya sea oral o
sistémica, de esta planta genera problemas en el sistema nervioso central y puede
ocasionar sintomas anticolinérgicos como confusion, alucinaciones, amnesia y
comportamientos anormales (Sharma et al., 2021). Sin embargo, no existe mucha
informacion al respecto de efectos adversos contra la salud al utilizarlo como

tépico o ungulento.

En el estudio de Anbumani et al. (2024), se desarrolla un apésito a base de PVOH
y extracto etandlico de hojas de DS (5 g de hojas en 50 ml de etanol), el cual
promueve la cicatrizacién de las heridas “in vitro”, lo que sugiere su potencial

aplicacién como apésito para quemaduras.




Si bien el uso de DS exhibe resultados prometedores, es necesario evaluar los
posibles efectos citotéxicos de dicho extracto, asi como algun posible efecto
nocivo contra la salud. Ademas de evaluar desempefio como agente cicatrizante

comparado con otras plantas ya estudiadas.

1.7. Técnicas de fabricacion de apésitos poliméricos

Existen diversas técnicas para la fabricacién de apdsitos poliméricos entre las que

se encuentran: giro presurizado, hilado humedo, electrohilado, entre otros.

1.7.1 Hilado por giro presurizado

El hilado presurizado es una tecnologia escalable de formacién de fibras mediante
la combinacion de fuerza centrifuga y soplado de gas. Como ventaja tiene que la
tasa de produccién de fibras es mayor comparada con la del electrohilado tipico de
una sola aguja (Y. Dai et al., 2023; Tseomashko et al.,, 2021). Tiene como
desventaja la complejidad del equipo, costos operativos altos debido al manejo de
presiones adecuadas y el hecho de tener que utilizar un gas a altas presiones.

Esto ultimo también implica ciertos riesgos de seguridad (Mehta et al., 2021).

1.7.2 Hilado humedo.
El wet spinning o hilado humedo implica disolver el polimero en un solvente

adecuado y luego formar las fibras mediante su extrusibn en un bafio de




coagulacion, provocando la precipitacion de la fibra y su posterior solidificacion a
medida que emerge (Noor et al., 2022). Este proceso es particularmente util para
polimeros que no pueden ser procesados por fusion debido a sus altas
temperaturas de fusion o aquellos que no son solubles en solventes volatiles.
Aunque el hilado humedo es un proceso de fabricacidn en masa mas rapido (7—
150m/min) que el electrohilado, requiere pasos adicionales para lavar las fibras y

eliminar coagulantes e impurezas. (Rohani Shirvan et al., 2022).

1.7.3 Electrohilado.

El electrohilado es una técnica utilizada para producir fibras poliméricas mediante
la aplicacion de fuerzas electroestaticas. Esta técnica permite obtener fibras con
alta porosidad y una gran relaciéon area-volumen, lo que les otorga un notable
potencial en diversas aplicaciones, tales como sistemas de filtrado, ingenieria de
tejidos, cicatrizacion de heridas y liberacion controlada de farmacos. En
comparacién con otros métodos para la fabricacion de micro/nanofibras, el
electrohilado ofrece un control preciso sobre la morfologia y la porosidad de las
fibras, e incluso puede imitar la estructura de la matriz extracelular. No obstante,
su principal desventaja radica en la dificultad de producir grandes volumenes de
apositos y nanofibras de manera eficiente (Casasola et al., 2014; Dai et al., 2023;

Ma & Rutledge, 2012).

Este proceso consiste en aplicar un campo eléctrico entre la punta de una aguja

de jeringa, que contiene una solucién del polimero disuelto, y un colector donde




las fibras se depositan. Como resultado de la diferencia de potencial, la solucion

se carga eléctricamente, y se forma una gota conica (cono de Taylor) en la punta

de la aguja. Cuando las fuerzas eléctricas superan la tension superficial del

liquido, se genera un chorro de polimero que se extiende desde la aguja hasta el

colector. Durante su trayecto, el solvente se evapora, lo que permite la formacién

de las fibras o hilos, los cuales son recogidos en el colector, el mecanismo se

muestra en la Figura 1.12 (Bhardwaj & Kundu, 2010; Casasola et al., 2014).
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Figura 1.11. Diagrama esquematico del equipo de electrohilado. Creado en
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La morfologia y el didmetro de la fibra resultante dependen de varios parametros,

tanto de la disolucion utilizada como del

equipo. Entre
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los parametros
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correspondientes a la disolucion se encuentran: el tipo de polimero, su peso
molecular, el solvente utilizado, la concentracion, la viscosidad, la conductividad,
entre otros, tension superficial. Por otro lado, los parametros correspondientes al
equipo son: el voltaje utilizado, velocidad de flujo de la solucidn, la distancia entre
la aguja y el colector. En la Tabla 1.4 se muestra el efecto de cada uno de los

parametros en la fibra resultante (Sorkhabi et al., 2022).

Tabla 1.4. Efecto de los parametros de la técnica de electrohilado.

Parametros de la solucion

Parametro Efecto Referencia
Peso (Bhardwaj &
molecular Kundu, 2010)

Concentracion

(Bhardwaj &

Viscosidad
Kundu, 2010;
Casasola et al.,
Conductividad
2014)
Tension
superficial
Parametros del equipo
Parametro Efecto Referencia
Voltaje (Sorkhabi et al.,
Distancia entre 2022 ;
colectory Bhardwaj &
aguja Kundu, 2010)
Velocidad de
flujo de la
solucion




Capitulo 2. Técnicas experimentales.

En este capitulo se mencionan los reactivos y equipos utilizados para la obtencion
tanto del apdsito polimérico como de los elementos que lo conforman: andamio
electrohilado de PLA, extractos (CO y DS) y la sintesis de los SRGDs. Ademas, se
describen las técnicas utilizadas para su caracterizacion fisicoquimica y evaluacién

biologica.

2.1. Reactivos quimicos utilizados.

En este apartado se mencionan los datos de los reactivos y compuestos utilizados

para la obtencion y sintesis de los elementos que conforman el apdsito polimérico.

2.1.1. Obtencion del andamio EH de PLA.

Para la obtencién del andamio EH del apésito polimérico se utilizd el poli (acido
lactico) (PLA), CAS 26100-51-6, (DREMEL 3D, Querétaro, México) y como
solvente, cloroformo (CHCI3), 299.5%, CAS 67-66-3, (Sigma Aldrich®, St. Louis,

E.U.). Ambos fueron utilizados tal como se recibieron de los proveedores.

2.1.2. Obtencién de los extractos CO y DS.
Las plantas medicinales C. Officinalis (CO) y D. Stramonium (DS) fueron
adquiridas del Mercado Republica Reforma 405A, Centro Histérico, 78000 San

Luis Potosi, S.L.P.




Los productos utilizados para la obtencion de los extractos acuosos y etandlicos
fueron alcohol etilico (C2HsO), 96%, CAS 64-17-5, (HYCEL, Edo. de México,
México) y agua desionizada. Todos los productos quimicos se utilizaron tal como

se recibieron de los proveedores.

2.1.3. Sintesis de SRGDs.

Los reactivos utilizados para la sintesis de los SRGDs fueron el acido citrico
(CeHsO7), (Fermont, Monterrey, Nuevo Ledn, México), urea (NH2CONHz), CAS 57-
13-6, (Fermont, Monterrey, Nuevo Ledn, México) y agua desionizada. Todos los

reactivos fueron utilizados tal cual se recibieron de proveedores.

2.1.4. Obtencion de apdsito polimérico.

Para la fabricacion del apodsito polimérico se utilizaron el andamio polimérico
obtenido mediante el electrohilado del poli (acido lactico) (PLA), CAS 26100-51-6,
(DREMEL 3D, Querétaro, México) usando cloroformo (CHCI3), 299.5%, CAS 67-
66-3, (Sigma Aldrich®, St. Louis, E.U.) como solvente; los extractos de plantas

medicinales acuosos y etandlicos de CO y DS; y el SRGD sintetizado.




2.2. Metodologia para la obtencién del apésito polimérico y los

elementos que los conforman.

2.2.1. Metodologia para la fabricacion de apoésitos: PLA mediante EH.

El primer paso para la fabricacién del electrohilado fue determinar los parametros
adecuados de concentracion, voltaje, flujo, asi como la distancia entre aguja y
colector del equipo de electrohilado, que den como resultado una membrana
donde las fibras no formen aglomeraciones. Para lo anterior, se llevaron a cabo
diferentes experimentos variando los parametros antes mencionados con la
finalidad de encontrar aquellos que como resultado generen una estructura
conformada por hilos no tejidos y con la menor cantidad de fusiones y gotas, esto
para propiciar la actividad celular y a su vez el proceso de cicatrizacion (Agarwal et
al., 2008; Zulkifli et al., 2023). A partir de los resultados obtenidos en estos
ensayos preliminares, se seleccionaron las siguientes condiciones para la
fabricacion del apdsito: concentracion de PLA al 12% (p/v), voltaje de 20kV, flujo
de 2ml/h y distancia entre la aguja y el colector de 15 cm, utilizando el equipo TL-

01.

El proceso de fabricacion de los apdsitos se muestra en la Figura 2.1. El primer
paso consistié en disolver PLA en CHCIs con una concentracién de 12% (p/v).
Posteriormente, dicha solucion se electrohilé durante 4 h, con los parametros
mencionados anteriormente. Para recolectar las fibras resultantes de la solucion

se cubrid el colector del equipo con papel aluminio, con la finalidad de facilitar el




manejo posterior a su deposicion, sin interrumpir la diferencia de potencial

generada por el equipo entre la punta y el colector.

PLA 12% (p/v) 20kV

T gz mi/h
8 13 [ 8 Disolver ] Electrohilar
W\)k‘{ﬁ ,(.j/k g V\(“}(‘\ g

PLA ]

Apbsito (PLA)

Figura 2.1. Esquematizacién de procedimiento para la fabricacion del electrohilado de
PLA. Creado en https://BioRender.com

2.2.2. Obtencién de extractos de D. stramonium y C. officinalis.

El procedimiento utilizado para la obtencion de los extractos de las plantas
medicinales, el cual se esquematiza en la Figura 2.2, consistié en lavar la planta
(hojas, semillas, ramas, flores) para posteriormente secar todo el conjunto a una
temperatura de 60°C en una estufa Thermo Scientific, PRECISION. Una vez seca,
se pesaron 0.8 g de planta, para posteriormente obtener los extractos etandlicos y

acCuosos.
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Figura 2.2. Esquematizacién de procedimiento para la obtencion de los extractos (a)
acuosos y (b) etandlicos de D. stramonium (DA y DE respectivamente) y C. officinalis (CA

y CE respectivamente). Creado en https.//BioRender.com

2.2.2.1. Obtencion de extractos acuosos de D. stramonium y C. officinalis.

Para el extracto acuoso, se calentaron 20 ml de agua desionizada a 95°C y una
vez alcanzado el punto de ebullicion se adicionaron 0.8 g de planta y se dej6
agitando durante 5 min, como se muestra en la Figura 2.2 a). Posteriormente, se
decant6 el extracto en un tubo de centrifugado, para centrifugarlo en el equipo
HEMLE Z 206 A, a 3000 rpm durante 15 min, y posteriormente recuperar el
sobrenadante, obteniendo asi los extractos acuosos tanto de D. stramonium (DA)

como de C. officinalis (CA) (Cortés et al., 2020).




2.2.2.2. Obtencion de extractos etandlicos de D. stramonium y C. officinalis.

Por otro lado, como se observa en la Figura 2.2 b), para la obtencién del extracto
etandlico, los 0.8 g de planta se agregaron en 20 ml de etanol al 70% y se dej6
reposando por 24 h. Pasado este tiempo se decantd el concentrado obtenido en
un tubo de centrifugado para posteriormente centrifugar a las condiciones
anteriormente mencionadas. Es asi como se obtuvieron los extractos etandlicos de

D. stramonium (DE) y C. officinalis (CE).

Los extractos se diluyeron utilizando agua desionizada hasta obtener
concentraciones de 20, 30 y 50 ug/ml como se muestra en la Figura 2.3
obteniendo asi un total de 12 extractos a evaluar: C. Officinalis acuoso a 20 pg/ml
(CA20), C. Officinalis acuoso a 30 ug/ml (CA30), C. Officinalis acuoso a 50 ug/mi
(CA50), C. Officinalis etandlico a 20 ug/ml (CE20), C. Officinalis etandlico a 20
ug/ml (CE20), C. Officinalis etandlico a 30 ug/ml (CE30), C. Officinalis etandlico a
50 pg/ml (CE50), D. Stramonium acuoso a 20 ug/ml (DA20), D. Stramonium
acuoso a 30 pg/ml (DA30), D. Stramonium acuoso a 50 ug/ml (DAS50), D.
Stramonium etandlico a 20 pg/ml (DE20), D. Stramonium etandlico a 30 pg/mi
(DE30) y D. Stramonium etandlico a 50 ug/ml (DE50). Esto con la finalidad de

evaluar el efecto de la concentracion del extracto en el desempeno del apdsito

polimérico para la regeneracion tisular.
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Figura 2.3. Esquematizacion de procedimiento de obtencion de los extractos D.
stramonium acuoso (DA) y etandlico (DE), C. officinalis acuoso (CA) y etandlico (CE), en

concentraciones de 20 ug/ml, 30 ug/ml y 50 ug/ml. Creado en https://BioRender.com

2.2.3. Obtencion de la pelicula de PLA con Extractos (PLA/Ext).

Con el fin de obtener los apdsitos PLA/Ext, se utilizaron los extractos con mayor
porcentaje de viabilidad celular. Se recortaron circulos de 6mm de diametro de
PLA electrohilado, los cuales fueron esterilizados durante 30 min con luz UV a una
longitud de onda de 302nm. Dichos segmentos de pelicula se sumergieron en las
diluciones de los extractos previamente preparados y se dejo reposar durante 24 h
a temperatura ambiente. Pasado dicho tiempo se retird la pelicula de la solucién y
se dejoé secando durante 24 h a temperatura ambiente, y se esterilizaron con luz

UV. Dicho proceso se muestra en la Figura 2.4.
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Figura 2.4. Esquematizacion de la metodologia utilizada para la obtencion de los apdsitos
PLA/Ext. Creado en https://BioRender.com

2.2.4. Sintesis de la molécula analoga al RGD (SRGD).

La sintesis de los distintos SRGDs tiene como base el trabajo de investigacién de
Nora Guadalupe Ramirez Gonzalez (2023) realizado en el grupo de investigacion
de polimeros del IPICYT; donde se obtuvo el SRGD mediante la reaccion de
acido citrico y urea (1:2 molar) al ser mezclados durante 3h a 50°C. Tomando
como base este trabajo, se decidié variar los parametros de relacién la relaciéon
molar urea- acido citrico (3:1 y 2:1) y la temperatura a la que se lleva a cabo la
reaccion (50°C y 90°C) como se muestra en la Figura 2.5, obteniendo asi cuatro
SRGDs: SRGD 2:1 a 50°C, SRGD 2:1 a 90°C, SRGD 3:1 a 50°C, SRGD 3:1 a

90°C.
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Figura 2.5. Esquematizacion de la sintesis de los SRGDs: 2:1/50°C, 3:1/50°C, 2:1/90°C,
3:1/90°C. Creado en https.//BioRender.com

2.2.5. Obtencién de la pelicula de PLA con SRGD (PLA/SRGD).

Para la obtencion de los apésitos PLA/SRGD, inicialmente se recortaron circulos
de 6mm de diametro de la pelicula de PLA electrohilado, los cuales se
esterilizaron mediante irradiacion UV-Vis durante 30 min. Posteriormente, los
segmentos se sumergieron en las diferentes soluciones de SRGD y se dejaron en
contacto durante 72 horas a temperatura ambiente. Transcurrido ese tiempo, los
apositos se extrajeron de las soluciones de SRGD y se dejaron secar a
temperatura ambiente durante 24 h. El procedimiento descrito se ilustra en la

Figura 2.6.
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Figura 2.6. Esquematizacion de la metodologia utilizada para la obtencion de los apdsitos
PLA/SRGD. Creado en https:/BioRender.com

2.2.6. Fabricacion de los apésitos PLA/SRGD/Ext.

Para la fabricacién del apdsito final se utilizé el andamio EH de PLA, el cual se
recortd en circulos de 6 mm de diametro que fueron esterilizados durante 30 min
con luz UV, a una longitud de onda de 302 nm. Posteriormente, esto segmentos
fueron sumergidos durante 72h en el SRGD con mejor desempefio considerando
los resultados de hidrofilicidad, viabilidad celular y proliferacion celular.
Transcurrido este tiempo, las membranas se retiraron de las soluciones y se
dejaron secar durante 24h a temperatura ambiente. Una vez secas, las muestras
se sumergieron durante 24h en los extractos seleccionados, con base en su
desempefio en las pruebas bioldgicas. Finalmente, los apdsitos se extrajeron de
los extractos y se dejaron secar durante 24h a temperatura ambiente. Dicha

metodologia se esquematiza en la Figura 2.7.
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Figura 2.7. Esquematizacion de la metodologia utilizada para la obtencion de los apdsitos
PLA/SRGD/EXxt. Creado en https.//BioRender.com

2.3. Técnicas de caracterizacion utilizadas.

Las caracterizaciones utilizadas para el analisis de las caracteristicas morfolégicas
y quimicas, asi como propiedades hidrofilicas del andamio polimérico y los

elementos que lo conforman se muestran se describen en la Tabla 2.1.

Tabla 2.1. Técnicas de caracterizacion utilizadas

Técnica de Propiedad

- : Motivo de uso
caracterizacion medida

Determinar la presencia de

Espectroscopia . . compuestos de interés, a través de
Vibraciones de . .
Infrarroja por | grupos funcionales, y determinar IRTracer-100;
enlaces
Transformad de posibles interacciones entre los SHIMADZU
moleculares.
Fourier (FTIR) compuestos presentes en el
andamio.
. i Morfologia Observar la distribucién de las fibras
Microscopia o . ) .
sofi macroscopica constituyentes del electrohilado, a SMz800N; Nikon
optica
P cualitativa nivel macroscépico.
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Observar la distribucion de las fibras

Microscopia Morfologia ) - )
. ) . obtenidas, el tamafio y la posible
Electrénica de microscopica . . Quanta 250, FEI
. o formacién aglomeraciones en el
Barrido (SEM) cualitativa. )
electrohilado.
Angulo de ) . N .
. Examinar la interaccion del apdsito
Angulo de contacto entre una .
con el aguay el PBS y ver su TL100, Attension
contacto gota y una o o
o afinidad hacia éstos.
superficie

2.3.1. Caracterizacion por Espectroscopia Infrarroja por Transformada de
Fourier (FTIR).

Se utilizdé la espectroscopia de infrarrojo (FTIR) para la identificacion de las
especies quimicas presentes en los extractos, en los SRGDs y en los apoésitos
resultantes, mediante el uso de un espectrofotometro SHIMADZU IRTracer-100,
en modo reflectancia total atenuada (ATR). Los espectros de cada muestra se
obtuvieron a temperatura ambiente, en el intervalo de numero de onda de 500 a

4000cm-", con 32 escaneos y una resolucion de 4 cm'.

2.3.2. Caracterizacion mediante Microscopia optica.
Se utiliz6 un microscopio optico SMz800N; Nikon con un aumento 4X e
iluminacion artificial con tonalidad blanca, para una primera observacion de la

distribucion de las fibras en los electrohilados resultantes.

2.3.3. Caracterizacion mediante Microscopia electrénica de barrido (SEM).
La morfologia del electrohilado resultante se examind utilizando un Microscopio

Electrénico de Barrido FEI QUANTA 250, en condiciones de bajo vacio, con un
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voltaje de 10kV, una presion de 180-190 Pa y un spot de 5. Las muestras
analizadas se colocaron en un pin de aluminio, sobre una capa de pintura de plata
SEM-Gold/Silver Extender de la marca TED PELLA, INC. y se recubrieron con oro

durante 30s a 40 mA, mediante un Cressington 108 auto.

2.3.4. Caracterizacion por angulo de contacto.

El angulo de contacto de los apositos se evalud a temperatura ambiente utilizando
un goniémetro Theta Lite Biolin Scientific, mediante la técnica de gota sésil. Dichos
resultados se analizaron con el software de imagen One Attetion. El procedimiento
que se siguié fue, con la ayuda de una jeringa micrométrica, se colocé una gota de
agua desionizada sobre la superficie del material, para inmediatamente después
capturar las imagenes cada 12s y evaluar el angulo de contacto mediante la

ecuacion de Young-Laplace.

2.4. Técnicas para la evaluacién biolégica utilizadas.

La evaluacién biolégica del apdsito polimérico para quemaduras se realizo
mediante las pruebas in vitro de citotoxicidad, analisis de irritacion, proliferacion
celular y prueba de cicatrizacion in vivo, las cuales se describen en la Tabla 2.2.
Para las pruebas in vitro se utilizaron fibroblastos de la linea celular NIH/3T3 las
cuales fueron resembradas a partir de las obtenidas del laboratorio ATCC
(American Type Culture Collection). Todas las pruebas biolégicas se llevaron a

cabo en el laboratorio del CIACyT a cargo de la Dra. Luz Eugenia Alcantara.
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Tabla 2.2. Técnicas analiticas para la evaluacion del desempefio bioldgico de los apdsitos.

Determinar la

Ensayo de Actividad biocompatibilidad en FC Multiskan; T
viabilidad metabdlica/ in  términos de proliferacion de Thermo -
celular, MTT vitro los fibroblastos en el Scientific*
aposito.
BrdU Cell
Ensayo de
Division, Proliferation
proliferacion Determinar si los
aumento y ] ELISAKIT ; ISO 10993-
celular, BrdU ~ fibroblastos se reproducen )
reproduccion . FC Multiskan ; 5
Cell en el apdsito.
celular/ in vitro Thermo
Proliferation.
Scientific*
La
preparacion
de la muestra
Observar indicios de se llevé a
Senales de
Prueba de L irritacion causada por los cabo en el OECD TG
irritacion en
irritacién . ) apositos en un tejido Hospital los 404
tejido ex vivo i
humano ex vivo Angeles, San
Luis Potosi;
Nikon Eclipse
CiPOL.
Velocidad de Observar el proceso de
Ensayo de cicatrizacion de cicatrizacion y la cicatriz NA ISO 10993-
cicatrizacion una herida/ in generada en una herida in 6

Vivo

Vivo

Para las pruebas in vitro realizadas, fue necesario previamente preparar el cultivo
celular, por tanto, a continuacion, se describen la preparacién del medio celular

utilizado y el procedimiento general de la obtencion del cultivo celular. En caso de




hacer una modificacion en dichos procedimientos se hara mencidn en la

descripcion de la metodologia utilizada.

2.4.1. Preparacion del medio para cultivo celular.

El medio de cultivo celular utilizado fue Dulbecco’s Modified Eagle Medium (1X)
(DMEM), REF 10-013-CV, 500 mL, CORNING, con 10% v/v de suero fetal bovino
(SFB), REF 1600-044, GIBCO y 1% v/v de Penicilin Streptomycin como antibiético,

REF 15070-063, GIBCO.

2.4.2. Preparacién del cultivo celular.

Para el proceso de cultivo celular se recortaron las diferentes muestras de los
andamios a analizar en circulos de 6mm de diametro esterilizados con luz
ultravioleta durante 15 min, a una longitud de onda de 302 nm. Posteriormente, se
depositaron en una placa de cultivo de 96 pocillos y en cada uno se afadieron 200
ul de medio de cultivo previamente preparado y 10 ul de células NIH/3T3. La placa
se introdujo a la incubadora durante 24 h a una temperatura de 37°C y una
atmosfera de CO:2 al 5%. Las pruebas se realizaron con tres réplicas de cada

andamio y control utilizado para la realizar el analisis estadistico.

En el caso de la preparacion del cultivo celular para la evaluacion de los extractos
se siguio la misma metodologia antes descrita, con la excepcion de la presencia
del andamio polimérico en el pocillo con medio de cultivo y células. Después del

periodo de incubacion inicial para el crecimiento inicial, los extractos fueron
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adicionados en los pocillos correspondientes, para posteriormente dejar incubando

durante 24 h.

2.4.3. Prueba de viabilidad celular.

Para la prueba de viabilidad celular se utilizé el ensayo MTT, la cual es una
técnica colorimétrica usada para la cuantificacion de células viables, siguiendo los
lineamientos de Ila norma ISO 10993-5 (International Organization for
Standardization, 2009). Para realizar este ensayo se adicionaron 50 yl de MTT a
una concentracién de 5 mg/ml a cada pocillo. Posteriormente se cubri6 la placa y
se dej6 incubar durante 4 h. Al finalizar este tiempo, se analizaron las muestras en
un lector de microplacas Thermo Scientific FC Multiskan®, utilizando una longitud

de onda de 490 nm.

2.4.4. Prueba de irritacion.

Para evaluar la irritabilidad tisular inducida por los apdsitos PLA/Ext, se realizé un
analisis histolégico de las muestras obtenidas, con base en la norma OECD TG
404. El tejido de piel sana extraida de un parpado de un paciente que se sometio a
cirugia estética, donado por el Médico Cirujano, con especialidad en cirugia
plastica, Marco A. Kalixto Sanchez. El tejido se corté en segmentos
aproximadamente del mismo tamano que cupieran en los pocillos de una placa
con 96 pocillos. En dicha placa previamente se colocaron circulos de 6mm de

diametro de los apdsitos con los extractos seleccionados. El tejido se coloco sobre




de los apdsitos, para posteriormente agregar 200ml de medio de -cultivo
previamente. La placa se incub6 durante 24 h a una temperatura de 37°C y una
atmosfera al 5% de CO2. Pasado el tiempo, el tejido se fij6 con 500 ul de
formaldehido al 4% y se dej6 reposar durante 20 min, para posteriormente extraer
el formaldehido y adicionar 1ml de solucién salina. El procedimiento de
deshidratacion y la encapsulacion del tejido en parafina, asi como el corte de las
muestras en el microtomo y su tincion con hematoxilina y eosina se llevé a cabo
en el laboratorio de patologia del Hospital Angeles de San Luis Potosi. Las

muestras se analizaron por medio de un microscopio éptico Nikon Eclipse CiPOL.

2.4.5. Prueba de proliferacion celular.

La proliferacion celular se evalu6 mediante el método BrdU, utilizando el kit
ab126556 BrdU Cell Proliferation ELISA KIT (Colorimetric), siguiendo el protocolo
establecido por el fabricante (Abcam, 2025). Lo primero que se realizd fue la
preparacion del reactivo diluyendo el BrdU en medio de cultivo, DMEM, en una
proporcion de 2ul de BrdU por cada 1ml de medio de cultivo, segun las
indicaciones del protocolo. Posteriormente, se adicionaron 20 ul del BrdU diluido
en cada pocillo de la placa, el cual contenia al cultivo celular y apdsitos
previamente preparados, y se dejo incubar durante 24h. Pasado ese tiempo,
utilizando una micropipeta se retird por completo la solucién de cada pocillo sin
quitar los apdsitos, y se agregaron 200 ul de solucién fijadora y se dejo incubando

durante 30 min a temperatura ambiente. Después se retird la solucion y se lavo 3




veces el pocillo con buffer previamente preparado como lo indica el protocolo. Una
vez lavado, se absorbio la solucidn y se afadieron 100 ul del anticuerpo detector
monoclonal anti-BrdU, dejandolo incubar por 1 hora a temperatura ambiente.
Posteriormente, se elimind el anticuerpo lavando los pocillos 3 veces, para
después anadir 100 ul del conjugado de IgG anti-raton de cabra con peroxidasa
(previamente preparada segun el protocolo) a cada pocillo y se incub6 por 30 min
a temperatura ambiente. Se realizaron tres lavados con buffer y después un ultimo
lavado con agua destilada y se anadieron 100 pul del sustrato peroxidasa TMB,
para cubrir la placa con aluminio e incubar durante 30min. Po ultimo, se afadieron
100 pl de solucidon de paro para la reaccién enzimatica y se leyeron los datos a
una longitud de onda de 450 nm en el fotdmetro de microplacas (FC Multiskan,

Thermo Scientific).

2.4.6. Analisis estadistico utilizado.
En todos los ensayos de viabilidad y proliferacion celular se realizé el analisis
estadistico ANOVA de una via, utilizando la prueba Dunnett (p <0.05), comparado

todos los tratamientos con el control, mediante el software GraphPad prism 8.0.2.

2.4.7. Ensayo de cicatrizacién en vivo.
Para las pruebas in vivo se utilizé un ratéon Balb/C hembra de siete semanas, el
cual fue lesionado con la finalidad de observar el desempefo del apésito

PLA/SRGD/Ext en el proceso de cicatrizacion in vivo, mediante la medicién del




tamafo de la herida durante veintiun dias y posteriormente la realizacion de un

analisis histologico del tejido cicatrizado.

Para hacer las heridas se anestesid localmente a la ratona en la espalda (zona
donde se realizaron las lesiones) utilizando una dosis de 10 mg/kg de lidocaina.
Posteriormente se rasura la zona de la espalda para realizar dos lesiones de 120
mm?3 de didmetro realizadas con un perforador para biopsia. Inmediatamente
después se colocaron los apositos comercial y PLA/SRGD/Ext en dos de las
heridas. Se le dio seguimiento durante 21 dias realizando mediciones de las
heridas, observando el proceso de cicatrizacion. Pasado este tiempo se sacrifico a
la ratona para extraer los segmentos de tejido donde estaba la herida y realizarles

el analisis histoldgico utilizando la tincion H&E.




Capitulo 3. Discusion de resultados.

En este capitulo se discutiran los resultados obtenidos mediante las técnicas
analiticas utilizadas, para la determinacion de los elementos (andamio EH de PLA,
extractos de CO/DS y SRGD) utilizados para la construccion del aposito polimérico

final, como para la caracterizacion de éste.

3.1. Discusion de resultados del andamio EH de PLA.

3.1.1. Caracterizacion por Espectroscopia Infrarroja por Transformada de
Fourier (FTIR).

La membrana electrohilada, analizada mediante FTIR, genero el espectro que se
muestra en la Figura 3.1 a) donde se observan en 1750 cm™, la banda
correspondiente a las vibraciones de tensién del enlace (C=0) y en 2263 cm! las
vibraciones de tension correspondientes al enlace (C-O), indicando la presencia
del éster caracteristico de este polimero cuya estructura se muestra en la Figura
3.1 b) (Fang et al.,, 2022; Kwiatkowski et al.,, 2016). La descripcion de las

vibraciones caracteristicas de la estructura del PLA se resumen en la Tabla 3.1.
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Figura 3.1. a) Espectro correspondiente al electrohilado de PLA, b) Estructura quimica del
PLA

Tabla 3.1. Descripcion de bandas resultantes del FTIR de EH de PLA.

N° de onda () Vibracion Grupo

3000

C-H, Tensién -CH3
2947
2852 C-H, Tensién

-CH

1352 -CH, Flexién
1750 C=0, Tensién -C=0
1446 -CH, Tension
865 -CHz

C-H, Flexién
754
1263

C-O, Tensiodn C-0-C
1181
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3.1.2. Caracterizacion de la morfologia del EH de PLA.

Un segmento circular de 6 mm de diametro del EH resultante se muestra en la
Figura 3.2 a). La coloracion rosacea es debida al PLA comercial utilizado que tiene
esta tonalidad; ademas, se observa que posee cierta rugosidad debido a que el
aposito esta conformado por hilos desordenados, formado asi una red no-tejida.
Esta estructura se muestra con mas detalle en la Figura 3.2 b) la cual fue obtenida
mediante microscopia 6ptica con un aumento de 4X. Ademas de la presencia de
las fibras no tejidas, también se observan espacios interfibrilares los cuales
permitirian la difusion del oxigeno hacia la zona afectada. Dicha propiedad es
relevante debido a que tal como sefala Yip (2015), mantener una herida
adecuadamente oxigenada es crucial para procesos biolégicos claves como la
proliferacion celular, la defensa bacteriana, la angiogénesis, la sintesis de
colageno, la epitelizacion y la generacion de energia necesaria para la

cicatrizacion.




HV spot 1 mm
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Figura 3.2. a) Fotografia del andamio EH de PLA recortado en un circulo de 6mm de
diametro, b) Imagen de microscopia dptica a 4X del andamio EH y c) Imagen SEM de
andamio EH a 100X.

Por otro lado, la Figura 3.2 c) muestra la micrografia obtenida mediante SEM con
aumento de 100X donde se observa la forma y distribucion de las fibras que
conforman el EH. Analizando |la morfologia se aprecia una estructura no- tejida
conformada por fibras de diametro variado, y algunas de ellas estan fusionadas
entre si. El propdsito de utilizar la técnica de EH es generar un andamio polimérico
que facilite la actividad celular (proliferacion, adhesion y migracién) en su
estructura, debido a la alta relacién superficie- volumen que se obtiene al formar
tal red de fibras poliméricas (Bernal-Avila et al., 2024). Esta red funge como
soporte celular, por lo que al haber una mayor area superficial disponible hay una
mayor actividad celular que se refleja en una disminucion en el tiempo de

regeneracion tisular (Ruiz-Salgado et al., 2022).




Con base a lo anterior se espera que la estructura obtenida mediante los
parametros de voltaje (20 kV), flujo (2 ml/h), concentracion (12% p/v) y distancia
aguja colector (15 cm), conformada por una red de fibras poliméricas con espacios
interfibrilares ayude al proceso de cicatrizacion debido la promocién de

proliferacion celular y permeabilidad al oxigeno.

3.1.3. Determinacién del angulo de contacto

En la Figura 3.3 se muestra el resultado de la medicidon del angulo de contacto que
se asocia con el caracter hidrofilico del EH de PLA que se obtuvo. Como se puede
observar, se determiné un angulo de 117.76° siendo éste coincidente con valores
reportados en los trabajos de Gutiérrez-Sanchez et al., (2019) y Nora Guadalupe
Ramirez Gonzalez, (2023). Cuando el angulo de contacto se encuentra entre 90° y
150° se dice que dicho material es hidrofobico, encontrandose el EH en esta

clasificacion.

0=117.76°

Figura 3.3. Medicion del angulo de contacto del electrohilado de PLA.




Mollazadeh et al., (2021) reportaron que, si bien la presencia de enlaces éster
(-COO-) hidrofilos en la estructura principal del polimero permiten la formacion de
puentes de hidrogeno, la hidrofobicidad se debe a los grupos alquilo en su
estructura (-CHs) que son hidréfobos. Entre las principales caracteristicas que
debe poseer un apédsito para el tratamiento de heridas por quemaduras se
encuentra el que éste sea hidrofilico, con la finalidad de mantener un ambiente
humedo, ademas de absorber los exudados generados, reduciendo asi el tiempo
de cicatrizacion y la probabilidad de complicaciones causadas por la presencia de
bacterias o el aumento del tamafio de la lesion inicial debido a reblandecimiento
de la piel alrededor de la zona dafada (Miranda Altamirano, 2020; Noor et al.,
2022; Weller, 2009).Si bien el electrohilado de PLA que se obtuvo no cumple con
esta caracteristica, en su estructura principal se encuentra el grupo éster (-COO-),
el cual permitira funcionalizar a la membrana mediante interacciones secundarias

con otros compuestos, volviéndolo hidrofilico.




3.2. Discusion de resultados de los extractos

3.2.1 FTIR-ATR de los extractos DA, DE, CAy CE

El analisis por espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR) se
realizd con el objetivo de identificar grupos funcionales presentes en los
concentrados, con la intencion de obtener evidencia preliminar sobre la posible
presencia de compuestos bioactivos de interés. Es importante sehalar que esta
caracterizacion ofrece un panorama general y no proporciona una identificacion
precisa de los compuestos, ya que se basa unicamente en las vibraciones de los
enlaces quimicos detectados. Considerando que se estima que CO contiene mas
de 30 compuestos quimicos (Zahraa Kadhum Al-Mussawl & Ibtihal Muiz Al-
Hussani, 2019) y DS mas de 60 (Rautela et al., 2018), la identificacidon especifica

de cada uno no es sencilla.

3.2.1.1. Caracterizacion por FTIR de CA y CE

Dentro de los compuestos presentes en CO, se destacan aquellos de particular
interés por sus propiedades terapéuticas, tales como flavonoides, carotenoides y
triterpenos, cuyas estructuras se ilustran en la Figura 3.4 a). Estos compuestos
son los principales responsables de las propiedades cicatrizantes buscadas en
este estudio. En particular, los flavonoides aportan efectos antiinflamatorios
significativos, ademas de inhibir la liberacion de enzimas que inducen sintomas
como hinchazoén, enrojecimiento, sensibilidad y dolor. Por su parte, los

carotenoides también exhiben propiedades antiinflamatorias y cicatrizantes (Rezai
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et al., 2023). Asimismo, los triterpenos presentan una amplia gama de actividades
bioldgicas, incluyendo  efectos  antiinflamatorios,  antimicrobianos e

inmunomoduladores (Nizynski et al., 2015).
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Figura 3.4. a) Ejemplos de compuestos presentes en CO y b) FTIR de CAy CE

En la Figura 3.4 b) se presenta el espectro de FTIR obtenido de los extractos CA'y
CE, cuyas bandas de interés se describen en la Tabla 3.1. Como se puede
observar en los espectros, hay una diferencia significativa en las bandas
correspondientes a las vibraciones en el intervalo de 4000 cm™' a 2500 cm™', esto
se debe principalmente a la presencia del solvente utilizado para la extraccion
realizada, por lo que muy probablemente la presencia del alcohol etilico en el CE
se ve reflejado con las bandas correspondientes a vibraciones de tensién -OH

(3300 cm™), y -CH (2922 cm"), mientras que en el caso de CA se observan dos




bandas en 3346 cm™ y 3217 cm', que corresponden a vibraciones de tension de

los -OH presentes en estructuras aromaticas.

Por otro lado, se observa que la banda correspondiente a vibraciones de tension
asimétrica C=C (1606 cm') es mas ancha en el caso de CA, esto se puede
explicar por el traslape de un pico presente en 1652 cm™', que junto con las
vibraciones en 1606 cm™' y 1445 cm-! mas intensas que en el caso de CE, podrian
indicar una mayor cantidad de compuestos aromaticos, como son los fenoles. Por
otro lado, el espectro de CE presenta una banda ubicada en 1056 cm-! que es
mas intensa comparada con la que esta presente en CA, la cual corresponde a
vibraciones de tension C-O, una posible explicacién es la presencia residual del

etanol que se utilizé como solvente.

Con respecto a la posible presencia de flavonoides en los concentrados, las

bandas ubicadas en 3346, 3300, 1652, 1606, 1351, 1268, 826, 760 y 588 cm-’

(marcadas con un asterico “ ”) han sido reportadas en la literatura (Catauro et al.,

2015; Kharat et al., 2021; Kwiatkowski et al., 2016). En el caso de los carotenoides
se puede observar una mayor presencia de sus bandas caracteristicas en CE
(marcadas con un “°”), ubicandolas en 2922 y 961 cm™', mientras que en CA la
segunda banda casi no es notoria (Sayed et al., 2023), coincidiendo con lo
reportado en el trabajo de Kumar Verma & Raina, (2014) donde se menciona una
mayor concentracion de estos compuestos en el extracto etandlico respecto al
acuoso. Si analizamos las bandas correspondientes a los grupos funcionales que

constituyen a los triterpenoides reportadas en la literatura, éstas son coincidentes




con las de los flavonoides debido a la comparten varios grupos funcionales en sus

estructuras (Bagamla et al., 2021).

Tabla 3.2. Descripcion de bandas resultantes del FTIR de CA y CE.

Fenol (Catauro et al., 2015;

3346 O-H tensién asimétrica Nizynski et al., 2015; Pelin et al.,
2023)
., Alcoholes alifaticos (Mudalip et
3300 O-Ht
ension al., 2013)

3217 O-H tension simétrica Fenol (Catauro et al., 2015)
2922° C-H tension asimétrica Alifatico (Pelin et al., 2023)
1652°° C=0 tension Aromaticos(Pelin et al., 2023)
1606 (-C=C-) tensidn asimétrica y .. .

L Aromaticos (Pelin et al., 2023)

1445 simétrica

1404 C-O-H) defi i

( ) deformaciones Aromaticos (Catauro et al., 2015)

1351 angulares

Eter en anillo (Catauro et al.
1268 * C-0) tensid ’
(C-0) tensién 2015)

1141 (C-0) tensidn Esteres (Pelin et al., 2023)

1056 C-C-0O tensién Alcoholes (Catauro et al., 2015)

961 (HC=CH) aleteo fuera de plano Alifaticos (Sayed et al., 2023)

p Y

826* Hidrocarburos

760* (C-H) flexion fuera del plano aromaticos(Catauro et al., 2015;

588* Pelin et al., 2023)

3.3.1.2. Caracterizacion por FTIR de DA y DE.

Entre los principales compuestos quimicos presentes en D. stramonium, que se
han reportado, estan los alcaloides tropanicos, atropina y escopolamina (Dzolkifle
& Wan Nawawi, 2024), siendo éstos los principales responsables de los efectos
alucindgenos vy toéxicos caracteristicos de esta planta. Sin embargo, también se
reporta la presencia de taninos, flavonoides, compuestos fendlicos, entre otros

(Sharma et al., 2021). Para los propdsitos de nuestro apdsito se necesita que
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entre las vastas propiedades que posee esta planta, estén presentes la
antinflamatoria, analgésicas y antioxidantes, siendo los responsables de dichas
propiedades, los flavonoides, alcaloides y taninos principalmente (Rautela et al.,
2018). En este sentido, los flavonoides y taninos han sido ampliamente
reconocidos por su capacidad para ejercer efectos antiinflamatorios vy
antioxidantes (Hjouji et al., 2025; Rezai et al., 2023). Por otro lado, diversos
estudios han demostrado que los alcaloides también contribuyen con propiedades

antiinflamatorias y analgésicas (Letchuman et al., 2024).

En la Figura 3.5 a) muestra el espectro FTIR de los concentrados DA y DE, cuyas
bandas principales se describen en la Tabla 3.2. Si bien ambos espectros son
similares, se observan diferencias en la forma de las bandas ubicadas en 1625,
1457, 1383 y 1068 cm-', correspondientes a vibraciones de tension C-O-H, C-O-C,
C-O respectivamente presentan mayor intensidad en DE. Ante esto, Hjouji et al.,
(2025) reporta que el extracto etandlico de DS posee una mayor concentracion de
mucilago que los concentrados acuosos. Por otro lado Desai et al., (2024) muestra
una mayor concentracion de flavonoides presentes en el extracto etandlico,
comparado con el acuoso. Si observamos las estructuras de ambos compuestos
(Figura 3.5 b) practicamente estan conformados por los mismos grupos
funcionales, complicando la identificacion exacta de cual es el compuesto que
provoca dicha diferencia. Sin embargo, recordemos que los compuestos quimicos
que se encuentran en mayor concentracion son los alcaloides tropanicos, por lo
que los picos con mayor presencia como los ubicados en 3418, 1625, 1457, 1383

y 1068 cm-' pueden referirse principalmente a estos alcaloides.
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Figura 3.5. a) FTIR de DA y DE, b) Ejemplos de compuestos presentes en DS.

Tabla 3.3. Descripcion de bandas resultantes del FTIR de DAy DE.

3418

2921
2851
1625

1457

1383

1267

1160

1109
1068

(O-H) tensién
(N-H) tension

(C-H) tension
(C-H) tension
(C=0) tension

(C-O-H) tension
(-C-0-C) tensién
(N-0) tension

(C-N)
(C-O) tensidn
C-N
(C-O-H) tension
(C-O) tensidén

Fenoles
Aminas o Amidas (Sangeetha
& Stella, 2023)
Alcano (Rubaye et al., 2018)
Alcano (Rubaye et al., 2018)o
Carbonilo (Oladipo et al.,
2020)

Fenoles (Desai et al., 2024)
Alquilo (Desai et al., 2024)
NO2(Sangeetha & Stella,
2023)

Amina (Rubaye et al., 2018)
Alcoholes terciarios
Aminas(Singh et al., 2022)
Fenoles (Williams D. G., 2015)
Alcoholes o ésteres
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(Sangeetha & Stella, 2023)

1021 (C-F) tension Haloalcano(Rubaye et al.,
(-C-0) tension 2018)
Alcoholes (Gomathi et al.,
2017)
933 =C-H
872 (=C-H) flexién Alqueno (Rubaye et al., 2018)
630

3.2.2. Viabilidad celular de los extractos.

La supervivencia de los fibroblastos de la linea celular 3T3 se analizé6 mediante el
ensayo MTT, en donde se midio la actividad mitocondrial de las células mediante
la absorbancia a una longitud de onda de 490 nm, comprendiendo que una mayor
absorbancia significa una mayor viabilidad celular. Este analisis se realizé con la
finalidad de determinar la viabilidad del uso de estos extractos para su
incorporacion en el apésito para el potencial tratamiento de quemaduras que se

esta estudiando.

En la Figura 3.6 se muestran los resultados que se obtuvieron de la exposicion de
los fibroblastos a los concentrados preparados: DA20 pg/ml, DA30 pg/ml, DA50
ug/ml, DE20 ug/ml, DE30 pg/ml, DE50 ug/ml, CA20 ug/ml, CA30 pg/ml, CA50
ug/ml, CE20 pg/ml, CE30 ug/ml y CE50 ug/ml. En primer lugar, es importante
destacar que con base en la norma ISO 10993-5:2009, si alguno presenta un

porcentaje de viabilidad celular con respecto al blanco menor al 70%, entonces se

considera citotoxico.
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Figura 3.6. Porcentaje de viabilidad celular resultante del ensayo MTT de los extractos: D.
stramonium acuoso (DA) y etandlico (DE), C. officinalis acuoso (CA) y etandlico (CE), en

concentraciones de 20 ug/ml, 30 ug/ml y 50 ug/ml. Andlisis estadistico Dunnett (p<0.05)

Analizando los resultados de porcentaje de viabilidad celular de los extractos,
ninguno es citotdxico. No obstante, de acuerdo con el analisis estadistico realizado
mediante la prueba Dunnett (p<0.05) se observa que hay una diferencia
estadisticamente significativa en los extractos de CO (C. Officinalis) comparados
con el control, siendo los extractos con mayores porcentajes de viabilidad celular
las muestras CA50 y CA20 con valores de 146% y 147%, respectivamente. Por
otro lado, los extractos de DS (D. Stramonium) no presentan ninguna diferencia
estadistica comparada con el control. Esto puede atribuirse a la composicion
quimica distinta de ambos extractos. Mientras que en DS predominan los

alcaloides tropanicos, conocidos por sus efectos toxicos al ser ingeridos, en CO
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los compuestos mayoritarios son los flavonoides, los cuales se asocian
comunmente con propiedades antioxidantes y promotoras de la viabilidad celular
(Gaire & Subedi, 2013; Kumar Verma & Raina, 2014; Nowak-Terpitowska et al.,
2023; Sharma et al., 2021). Sin embargo, y a pesar de las caracteristicas toxicas
del DS, si bien no hubo un aumento de porcentaje de viabilidad celular, indicando
una posible proliferacion celular, tampoco se muestra una diminucién en ésta, por
lo que se puede confirmar que, en las concentraciones utilizadas, no muestra un

efecto citotoxico para las células 3T3.

En el caso del comportamiento de los de los extractos de C. officinalis (CO), la
viabilidad celular mas baja se observé a una concentracion de 30 pg/ml, en
comparacion con las concentraciones de 20 y 50 ug/ml. Este resultado difiere de lo
esperado, ya que no se observo una relacién proporcional entre la concentracion
del extracto y la viabilidad celular. Esto se puede deber al efecto llamado bifasico o
no lineal, donde a concentraciones bajas existe una estimulacién en la viabilidad
celular, en concentraciones intermedias se pueden presentar efectos citotdxicos,
pero a concentraciones altas se activan algunos otros mecanismos que reducen

los efectos toxicos (Joaquin & Morales, 2016).

Con base en lo anteriormente discutido, se decidié trabajar con los concentrados
tanto etandlico como acuoso de CO a 20 ug /ml y 50 ug/ml, y de DS a 20 pg/mli,
esto con la finalidad de evaluar el desempefno de los extractos considerando el

solvente, la concentracion y el tipo de planta medicinal utilizada.




3.2.3. Caracterizacion por angulo de contacto de los apdsitos PLA/Conc.

La caracteristica hidrofilica de los apdsitos para quemaduras es fundamental
porque permite que el aposito absorba el exudado de la herida y mantenga un
ambiente humedo que facilite el proceso de cicatrizacion. En el capitulo anterior se
evalud el caracter hidrofilico del electrohilado de PLA obtenido, resultando un
material hidrofobico con un angulo de contacto de 117.76°. Para determinar esta
propiedad, y observar si se presenta algun cambio al impregnarse el electrohilado
con los extractos, se realiz6 la medicidn de angulo de contacto, y los resultados se

muestran en la Figura 3.7.

Como se observa en la Figura 3.7 A), la impregnacién del EH con los extractos
aumento la hidrofilicidad reflejado por la disminucidn del angulo de contacto. Los
extractos que tuvieron mayor incremento de hidrofilicidad fueron el PLA/CA50 vy
PLA/DA20 con 54.67° y 76.28°, respectivamente; pasando de ser hidrofébicos a
hidrofilicos. Este comportamiento se debié a la presencia de los compuestos
quimicos presentes en CO y DS en la estructura del EH, como se ilustra en la

Figura 3.7 B).




A) B)

b) . o . d) ' A

0=101.13° 0=94.6° 0=54.67° YOIYY WY e

@

) . \ [\
6=100.43° 0 =76.28° 6=110.34° \\_x \';'k,‘\ _.4\.\_.
ARG TR
_A_ A W W W a)
_\. P\ ,\

a)

6=117.76°

Figura 3.7.A) Medicion del angulo de contacto de los andamios: a)PLA, b)PLA/CA20,
c)PLA/CE20, d)PLA/CA50, e)PLA/CE50, )PLA/DA20 y g)PLA/DE?20. B) Ejemplificacion
de presencia de CO/DS en EH.

En el caso de DS, sus compuestos mayoritarios son los alcaloides tropanicos, los
cuales presentan un caracter predominantemente hidrofobico debido a la
presencia de anillos aromaticos y cadenas hidrocarbonadas (Sharma et al., 2021).
Como consecuencia, estos compuestos se solubilizan mejor en etanol que en
agua. Con base en lo anterior, era de esperarse que el extracto DA20 presentara
menor angulo de contacto. Ademas, al usar agua como solvente, se favorecié la
extraccion de compuestos hidrofilicos, lo que pudo inducir esta misma

caracteristica (hidrofilicidad) en el apdsito tratado con dicho extracto.

Por otro lado, el compuesto mayoritario de CO son los flavonoides, que contienen
grupos hidroxilo en su estructura, y les confieren un caracter hidrofilico a estos
compuestos. Si bien tanto CE como CA poseen flavonoides en su composiciéon
quimica, siendo mayor la concentracion de éstos en CE como reporta Kumar

Verma & Raina, (2014), también contiene mayor cantidad de carotenoides, los
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cuales son hidrofébicos debido a que su estructura esta principalmente
conformada por largas cadenas de hidrocarburos con multiples dobles enlaces
conjugados y pocos grupos funcionales polares. Es por esto que CAS50 es el
aposito que muestra mayor hidrofilicidad que se refleja en su menor angulo de

contacto.

3.2.4. Viabilidad celular de los apdsitos PLA/Ext.

Los apdsitos PLA/Ext se evaluaron en términos de la prueba de viabilidad celular
de las células 3T3. Utilizando como control el EH del PLA sin impregnar, sabiendo
que el PLA es un material biocompatible y no citotéoxico (Bahramsoltani et al.,
2014; Birca et al., 2023; Gunjan et al., 2012; Miranda Altamirano, 2020), se analizd

si la presencia de los extractos indujo algun incremento en la viabilidad celular.

Como se observa en la Figura 3.8, los extractos etandlicos presentan valores mas
bajos de viabilidad celular. En el caso de DS, esto podria deberse a la presencia
de alcaloides tropanicos u otros compuestos con potencial citotdxico, los cuales se
encuentran en mayor concentracion en los extractos etandlicos que en los
acuosos. De manera similar, en el caso de CO, es posible que exista una mayor
concentracion de compuestos bioactivos en el extracto acuoso que favorecen la
viabilidad celular en comparacién con el extracto etandlico. Sin embargo, aun no
se ha identificado con precision qué compuestos podrian estar generando este
efecto. Segun el estudio de Kumar Verma & Raina, (2014), el extracto etandlico
contiene una mayor cantidad de compuestos fendlicos, flavonoides y taninos.

Aunque los flavonoides son ampliamente reconocidos por sus propiedades
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bioactivas, los compuestos fendlicos y los taninos, en determinadas
concentraciones, pueden resultar citotoxicos. En particular, los compuestos
fendlicos pueden inducir la generaciéon de radicales libres, los cuales pueden
dafar las membranas celulares y el ADN, ademas de inhibir la respiracién

mitocondrial (Podgorska-Kryszczuk & Pankiewicz, 2023).

Asi mismo, ninguna de las absorbancias de los extractos se encuentra por debajo
de la linea roja, la cual representa el limite (70% de viabilidad celular) establecido
por la norma ISO 10993-5 para distinguir entre materiales citotéxicos y no
citotdoxicos. Por lo tanto, se concluye que ninguno de los apositos evaluados
presenta citotoxicidad. Ademas, con base en los resultados de la prueba de
Dunnett (p<0.05), unicamente los tratamientos CA20 y CA50 mostraron diferencias
estadisticamente significativas, destacandose como los mas viables en términos

de compatibilidad celular.
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Figura 3.8. Porcentaje de viabilidad celular resultante del ensayo MTT (p<0.05) de los
apositos: PLA, PLA/DA 20 ug/mi, PLA/DE 20 ug/ml, PLA/CA 20 ug/ml, PLA/CE 20 ug/mi,
PLA/CA 50 ug/ml y PLA/CE 50 ug/mi.

3.2.5. Prueba de irritaciéon de los apositos PLA/Ext.

La prueba de irritacidn se llevd a cabo para determinar la presencia y grado de
irritacion inducida por un material o sustancia mediante el analisis histolégico de
tejido, siguiendo los criterios establecidos por la OECD TG 404 para ensayos de
biocompatibilidad dérmica. En la Figura 3.9 se observa el tejido de piel sano sin
ningun tratamiento y observado con un aumento de 20X. En la imagen se pueden
observar elementos que conforman a este tejido como son el estrato corneo,
granuloso, espinoso y basal que conforman a la epidermis, utilizando la imagen
del recuadro como referencia. De igual forma en la dermis se distinguen algunos

vasos sanguineos, foliculos pilosos, glandulas sebaceas y glandulas sudoriparas.
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Figura 3.9. Corte histolégico a 20x de un paciente sano donde se identificaron los
principales elementos que conforman el tejido cutaneo, a través de una tincion
convencional de hematoxilina y eosina. Las capas de la epidermis se ejemplifican en con

la imagen del recuadro.

En la Figura 3.9 se observan las muestras obtenidas de los tejidos expuestos a los
apositos PLA/Conc, utilizando un aumento de 4X. En la imagen correspondiente al
control (+), en la del PLA y en la de PLA/CA50 se observan unas fibras gruesas de
color rosado intenso, lo que corresponde muy probablemente a musculo
esquelético, el cual es responsable del movimiento voluntario del cuerpo, y
recordando que este segmento de piel corresponde al parpado, se puede explicar
la presencia de éste. Aunque no se aprecia ningun cambio significativo en los
tejidos, como alguna pérdida de la estructura de las capas del tejido, en las
muestras tratadas con PLA/CA50, PLA/CA20 y PLA/TE20 se identifican zonas

donde las fibras de colageno adquieren una tonalidad naranja indicando una

87



posible irritacidn generada por la exposicion al concentrado, ya que la muestra

sometida al EH solo no muestra este fenomeno (Obaid et al., 2018).

Para la evaluacion de la presencia de irritabilidad segun la OECD TG 404 es
necesario evaluar la presencia de eritemas, edemas y la formacion de escaras y
asignar una puntuacion, donde el valor maximo de ésta es 4 indicando la
presencia del elemento a evaluar de caracter severo. Para determinar la presencia
de algunos de estos fendmenos en una muestra ex vivo sometida al tratamiento es
necesario observar si hay espacios intercelulares amplios, separaciéon de fibras o
una menor densidad celular, reflejada en la presencia de espacios claros entre
células o fibras de colageno y pérdida en la arquitectura de las capas, para el caso
del edema (Ton et al., 2023) La presencia de eritemas se refleja en la apariencia
de los vasos sanguineos, donde éstos se ven dilatados (Ton et al., 2023).En el
caso de la presencia de escara se busca una pérdida de arquitectura del tejido,
areas tenidas de rosa intenso, sin nucleos presentes y células mal definidas

(Ballestin et al., 2018).

Analizando las imagenes obtenidas correspondientes a las muestras tratadas con
los apdsitos PLA/DA20 y PLA/DE20 (Figura 3.10 g y h, respectivamente), exhiben
espacios sin coloracion, esto se puede deber al proceso de preparacion de la
muestra donde la tincién no se realizé correctamente o a la presencia de edemas.
Enfocando Figura 3.10 g, donde se muestra la muestra PLA/DA20 observada con
un aumento de 4X se observa que no hay pérdida de la estructura de las capas y
que las células presentes que se muestran como un circulo blanco con un punto

morado en el medio, en el caso de los queratinocitos, estan bien definidos, sin
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embargo comparando dicha imagen con la del control positivo existe zonas sin
tincion lo que puede indicar la presencia de edema; es decir, acumulacion anormal
de liquido en el espacio intercelular o en cavidades del cuerpo. No obstante, la
densidad de las fibras de colageno en las zonas tefidas es muy similar al del
control, y no se ven espacios grandes entre éstas por lo que, si hay presencia de
edema, ésta es leve (Ballestin et al., 2018). En el caso de la muestra tratada con
PLA/DE20 (Figura 3.10 h), al igual que la muestra anterior, exhibe espacios
blancos, indicando una posible formacion de edema, ademas dicha muestra tiene
una coloracidon mas anaranjada lo que indica una posible irritacién, aunque al no
haber pérdida de la estructura, tanto del tejido como de las células, se podria
considerar un nivel leve en la formacion de escaras (Ballestin et al., 2018; Ton et
al., 2023). Con base a estos resultados la ponderacion realizada con base a lo
establecido en la OECD TG 404 se muestra en la Tabla 3.3, y unicamente los
apositos PLA/DA20 y PLA/DE20 se podrian clasificar como “Sustancias con ligera
a moderada irritacion dérmica ex vivo”, mientras que los otras muestras al no
generar irritacion se consideran como “Sustancias no irritantes” (Organisation for

Economic Cooperation and Development, 2002).

Tabla 3.4. Escala de puntuacion clinica sequn OECD TG 404.




Figura 3.10. Analisis histolégico del tejido expuesto a loa apdsitos PLA/Conc. a) Control
(+), b) PLA, ¢) PLA/CA 50 ug/ml, d) PLA/CE 50 ug/ml, e) PLA/CA 20 ug/ml, f) PLA/CE 20
ug/ml, g) PLA/DA 20 ug/mly h) PLA/DE 20 ug/mi.
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3.3. Discusion de resultados de los SRGDs sintetizados.

3.3.1. Caracterizacion por Espectroscopia Infrarroja por Transformada de
Fourier (FTIR).

La reaccion de amidacién térmica que se llevo a cabo entre la urea y el acido
citrico, donde ambas estructuras reaccionaron para generar un enlace imida (-
OCNHCO-) se muestra en la Figura 3.11. La estructura que se espera obtener es
una molécula analoga al RGD (SRGD), la cual promovera la adhesion celular en
las fibras del EH. Con base en la metodologia propuesta por Ramirez Gonzalez,
(2023), se variaron los parametros temperatura de reaccién (50°C y 90°C) y

relacion molar urea: acido citrico (2:1y 3:1).
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Figura 3.11. Reaccién para sintesis de SRGD propuesta.

Los productos resultantes se analizaron mediante FTIR obteniéndose el espectro
que se muestra en la Figura 3.12, cuyas bandas se resumen en la Tabla 3.1. Al
analizar el espectro, se observa una disminucion en la intensidad de las bandas
ubicadas en 3458 y 3356 cm™, las cuales corresponden a las vibraciones de los

grupos amino (—NH,) de la urea, siendo este efecto mas notorio cuando la




reaccion se llevd a cabo a 90 °C. Esta disminucion sugiere el consumo parcial de
dicho reactivo, al pasar de ser una amida primaria (-NH2) a amida (-CONH),
donde al nitrégeno estar enlazado con un hidrogeno se espera la formacion de
una banda alrededor de los 3170-3370 cm™ (Smith Brian C., 2020). Por otro lado,
al comparar los espectros de los reactivos y los productos, se observa un
corrimiento en las bandas correspondientes a determinados grupos funcionales.
Este desplazamiento puede atribuirse a que, en los productos, dichos grupos se
encuentran integrados en una estructura quimica mas compleja, lo que modifica el
entorno electronico del enlace y, en consecuencia, su energia vibracional (Wiley et
al., 2005). Lo anterior es indicativo de la formacion de la amida, cuyas bandas de
absorcion tipicas se encuentran en 1625, 1581 y 1444 cm', las cuales se

encuentran solapadas con las sefales propias del acido citrico y de la urea.
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Figura 3.12. Espectros de FTIR de los SRGDs: 2:1/50°C, 3:1/50°C, 2:1/90°C y 3:1/90°C,

asi como de las materias primas.
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Tabla 3.5. Descripcidon de bandas resultantes del FTIR SRGDs.

3458 -NH2 tension Amina (-CONH-) (Grdadolnik & Maréchal,
asimétrico 2002; Timon et al., 2021)
3356 -NH2 tensién
simétrico
2331 CO2 tensidn (Li et al., 2022)
1917 C=0 estiramiento (Anhidridos, 2001)
asimétrico
1705 C=0 tensidn Carboxilo (-COOH) (Grdadolnik &
Maréchal, 2002)
1625 NH deformacion Amida (-CONH-) (Grdadolnik & Maréchal,
2002; Timon et al., 2021)
1581 C=0 tensidn
1444 C-N tension
1145 -NH flexion
1228 C-N, C-0-C (Anhidridos, 2001; Grdadolnik & Maréchal,

2002; Timon et al., 2021)

En la Figura 3.13 se muestra el mecanismo detallado de reaccién propuesto,
donde se sugiere que la formacion del aminoacido se lleva a cabo al unirse el
grupo amina de la urea con el grupo carboxilo del acido citrico mediante un ataque
nucleofilico, y posteriormente se pierde una molécula de agua formada a partir del
grupo hidroxilo del acido carboxilico y el protdon de la amina. Analizando los
espectros, en aquellos SRGDs que se llevaron a cabo a una temperatura de
reaccion de 90°C hay una disminucién en la intensidad de la banda
correspondiente a la vibracion del grupo carboxilo (C=0) en 1705 cm™, al mismo

tiempo que se incremento la intensidad de la banda a 1581 cm™, atribuida a la




vibracion C=0 de grupos amida, el cual puede indicar la pérdida de la estructura
del acido carboxilico debido a la pérdida del grupo hidroxilo, y la formacién de un
nueva amida resultante de la union de la amina de la urea con el carbonilo de lo
que antes era el acido carboxilico. Esto se reitera con el aumento en la intensidad
de la banda asociada a la tensién del enlace C—N ubicada en 1444 cm™, lo cual
indicaria una mayor formacion de estructuras tipo imida a temperaturas elevadas

en comparacion con los productos obtenidos a 50 °C.
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Figura 3.13. Mecanismo de reaccién para sintesis de SRGD.

Cabe destacar la posibilidad de la formacion de diferentes moléculas de SRGD
cuya diferencia radica en la cantidad de ramificaciones formadas mediante la
reaccion de la urea con alguno de los grupos carboxilo que conforman al acido
citrico, dichas variaciones se muestran en la Figura 3.14. Se sugiere que la

cantidad de ramificaciones de aminoacidos generadas dependera de la relaciéon




molar de urea: acido citrico que se utilice; si es 1:1, idealmente se esperaria la
formacion de una sola imida, si es 2:1, seria la formacion de dos grupos imidas y
por ende si es 3:1 se esperan tres formaciones de dicho grupo. Si bien se busca
una mayor ramificacion con la finalidad de tener una mayor hidrofilicidad y
mayores puntos de anclaje celular, los espectros resultantes no muestran una

diferencia significativa con respecto a la relacion molar utilizada.
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Figura 3.14. Efecto de la relacion molar urea: acido citrico.

Por otro lado, a pesar de que el objetivo es obtener el aminoacido SRGD como
producto, hay posibilidad de que se lleven a cabo otras reacciones en paralelo a la
reaccion principal (Figura 3.15). Al estar la urea en un medio acuoso con un pH
menor a 5, ésta se puede hidrolizar obteniendo como productos, amoniaco,
dioxido de carbono y agua (De Jesus Rodriguez-Jiménez et al., 2016). Ademas,

también existe la posibilidad de la deprotonacién del acido citrico ocasionando la




formacion de un anhidrido ciclico (Anhidridos, 2001). En ambos casos hay
presencia de ciertas bandas correspondientes a las estructuras de los productos
antes mencionados, 2331 cm™" para COz y en el caso del anhidrido ciclico 1228,
1917 cm™'; sin embargo, las bandas correspondientes no son lo suficientemente

significativas para afirmar que éstas se deban a las reacciones paralelas que se

plantean.
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Figura 3.15. Posibles productos en el proceso de sintesis

Debido a lo previamente discutido, es necesario realizar el uso de otras técnicas
de caracterizacion, como resonancia magnética nuclear (RMN) o alguna
cromatografia de liquidos para confirmar si efectivamente se ha producido la
reaccion esperada, ya que, segun reportes previos en la literatura, la formacién de

imidas mediante una amidacion térmica requiere temperaturas superiores a 100 °C




(Maria Alejandra Hernandez Santana, 2014). También es posible que se estén

generando productos intermedios o estructuras diferentes a las anticipadas.

3.3.2. Caracterizacion por angulo de contacto de los apésitos PLA/SRGD

El efecto de la impregnacion del EH con los SRGDs sobre el caracter hidrofilico
del material se evalu6 mediante mediciones del angulo de contacto. En la Figura
3.16 se observa que la incorporacion de cualquiera de los SRGDs transforma al
EH que, por si solo, presenta un comportamiento hidrofébico en un material

hidrofilico, con angulos de contacto menores a 90°.

a)

6 =117.76"

Figura 3.16. Medicién del angulo de contacto de los andamios: a) PLA, b) PLA/SRGD
2:1/50°C, ¢) PLA/SRGD 3:1/50°C, d) PLA/SRGD 2:1/90°C y e) PLA/SRGD 3:1/90°C .

Este cambio del caracter hidrofébico del EH se debe al anclaje de los productos
generados mediante la amidacion térmica: SRGDs, amoniaco, agua y anhidridos
ciclicos; ademas de la presencia de urea y acido citrico que no reaccionaron.
Todos los compuestos previamente mencionados tienen la capacidad de formar

puentes de hidrégeno con moléculas agua, ocasionando que, al anclarse al PLA
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mediante interacciones secundarias, como se muestran en la Figura 3.17,

aumente la hidrofilicidad de este material.

PLA - SRGD 4 OTROS o= s

Figura 3.17. Propuesta de posible interaccion entre SRGD y PLA electrohilado.

El apdsito PLA/SRGD con menor hidrofilicidad es el 2:1/50°C con un angulo de
57.77°, la explicacion de esto son los productos resultantes con estas condiciones
de reaccion, segun Maria Alejandra Hernandez Santana (2014), para que la
reaccion de amidacién térmica se lleve a cabo son necesarias temperaturas
mayores a 90°C, por lo que es probable que no haya presencia de SRGDs, el cual
es el compuesto que, debido a su estructura quimica, genera una disminucion
pronunciada de hidrofilicidad. Esto sumado a que la relacion molar urea: acido
citrico es de 2:1 dejando una menor cantidad de urea y mayor cantidad de acido
en comparacion con las otras sintesis, dando la posibilidad de una mayor
generacion de anhidridos ciclicos, los cuales poseen una menor hidrofilicidad

comparada con los otros posibles productos planteados. Sin embargo, para
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confirmar esto es necesario la identificacion de los productos generados, mediante
el uso de técnicas como resonancia magnética nuclear (RMN) o cromatografia de

liquidos.

3.3.3. Viabilidad celular de los apositos PLA/SRGD

El objetivo del uso de los SRGDs es promover la cicatrizacion de las heridas
mediante la promocion de la adhesion de los fibroblastos al andamio del EH.
Aunque la prueba de viabilidad celular no mide directamente esta propiedad, es
esencial para confirmar que los productos obtenidos no presenten efectos
citotoxicos. A través del ensayo MTT y un analisis estadistico de Dunnett (p<0.05),

se obtuvieron los resultados que se presentan en la Figura 3.18.
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Figura 3.18. Porcentaje de viabilidad celular mediante ensayo MTT para la determinacion
de la viabilidad celular de PLA/SRGDs. Analisis estadistico Dunnett (p<0.05)
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En la grafica se observa que ninguno de los SRGDs sintetizados induce
citotoxicidad, siendo el SRGD, sintetizado con una relacién molar urea: acido
citrico 3:1 a una temperatura de reaccion de 90°C, el que presenta una diferencia
estadisticamente significativa respecto al control con un porcentaje de viabilidad
del 113.99 %, lo que sugiere su potencial para su aplicacion en apositos para

heridas.

Zou et al. (2016), sugiere que hidrofilicidad de la superficie juega un papel
relevante mejorando la adhesion y crecimiento celular, por lo que el resultado se le
atribuye principalmente a la estructura quimica del SRGD obtenido a estas
condiciones conformada por ramificaciones tipo imida, la cual cuenta con mas
punto de anclaje, favoreciendo asi la interaccidon con las células 373, promoviendo
asi su viabilidad. Es importante destacar que, mediante esta caracterizacion, se
evalua la supervivencia celular en el medio, confirmando que los SRGDs

sintetizados no afectan negativamente a las células.

3.4. Discusion de resultados del apésito polimérico
PLA/SRGD/Ext.

Con base en los resultados obtenidos de las pruebas de angulo de contacto,
viabilidad celular y prueba de irritacion en el caso de los concentrados, los cuales
se resumen en la Tabla 3.5, se eligié el extracto C. Officinalis acuoso 50ug/ml

(CA50) y el SRGD sintetizado con una relacion molar de urea:acido citrico de 3:1 a




una temperatura de reaccion de 90°C, como aditivos para el apdésito polimérico
para quemaduras final PLA/3:1/90°C/CA50, siendo éstos los que muestran
mejores resultados en su desempefio como promotores de la actividad celular, el
cual se espera verse reflejado en el proceso de curacion de una quemadura,

promoviendo su cicatrizacion.

Tabla 3.6. Resultados de extractos y SRGDs obtenidos.

Extracto Angulo de contacto Viabilidad celular Prueba de irritacion
C. Officinalis acuoso 54.67° S1(126.28%) No irritante
50ug/ml (CA50)
C. Officinalis 100.43° S1(94.49%) No irritante
etandlico 50ug/ml
(CE50)
C. Officinalis acuoso 101.13° S1(116.42%) No irritante
20ug/ml (CA20)
C. Officinalis 94.6° S1(92.35%) No irritante
etandlico 20ug/ml
(CE20)
D. Stramonium 76.28° S1(107.48%) Ligeramente irritante
acuoso 20ug/ml
(DA20)
D. Stramonium 110.34° SI(101.56%) Ligeramente irritante
etanélico 20ug/ml
(DE20)
Resultados de los SRGDs
SRGD Angulo de contacto Viabilidad celular
2:1/50°C 57.77° S1(91.68%)
2:1/90°C 0° S1(99.957%)
3:1/50°C 0° S1(99.957%)
3:1/90°C 0° SI(113.99%)

Con la finalidad de evaluar el desempefo del apdsito PLA/3:1/90°C/CA50 en las
pruebas angulo de contacto, porcentaje de viabilidad celular y proliferacion in vitro,
se compard con el aposito comercial SupraSDRM® de la marca PolyMedics

Innovations. Este apdsito se describe como una matriz de cierre de heridas




optimizada y probada para tratar heridas cronicas y dificiles de curar, cuyo

componente principal es poli (acido lactico) (PLA).

3.4.1. Caracterizacion por FTIR de apésito PLA/SRGD/Ext.

En la Figura 3.19 se compara el espectro de FTIR del apésito final con el FTIR del
electrohilado de PLA, con la finalidad de observar si se logra presenciar alguna
banda que indique la presencia del SRGD 3:1/90°C o del extracto CA50. Al
analizar los espectros, se observa que éstos son muy similares y no se detecté la
presencia de alguna banda que evidencie que dichos aditivos se encuentran en el

andamio, unicamente encontrandose las bandas correspondientes al PLA.
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Figura 3.19. Espectros de FTIR de PLA (azul) y PLA/3:1/90°C/CAS50 (rojo).




Existen varias posibles explicaciones de esta situacién, ademas de la posible
ausencia de dichos compuestos debido a su remocion por lavado durante el
proceso de fabricacion del apdsito, lo cual se reafirmaria si en ninguna de las
demas caracterizaciones (angulo de contacto, viabilidad celular y proliferacién
celular) hubiese una diferencia entre el electrohilado de PLA y el aposito
PLA/3:1/90°C/CA50. Por lo anterior, una posible explicacion es la baja
concentracion de los aditivos y el solapamiento espectral de sus bandas
caracteristicas con las bandas mas intensas pertenecientes a la matriz principal,
no siendo el FTIR-ATR los suficientemente sensible para distinguirlas
(Cuthbertson et al., 2024). Otra opcion es que al no ser homogénea la
composiciéon quimica del apésito y el FTIR-ATR al ser un analisis superficial,
entonces en el punto analizado no esté presente ningun compuesto quimico que

indique la presencia del aditivo, o en su defecto no con la suficiente concentracion.

3.4.2. Caracterizacion por angulo de contacto del apésito PLA/SRGD/Ext.

Los resultados de Ila medicion del angulo de contacto del apdsito
PLA/3:1/90°C/CA50 (Figura 3.20 d) tienen un valor de 67.54° categorizandose
como un material de caracter hidrofilico. Comparado con el EH de PLA cuyo
angulo es de 117.76° (Figura 3.20 a) el cual es hidrofébico, es evidente una clara
disminucién en el angulo de contacto y por ende un aumento en la hidrofilicidad, la
cual se atribuye a la presencia de la molécula SRGD 3:1/90°C y del extracto
CA50, que pueden estar anclados a la cadena de PLA mediante interacciones

secundarias como puentes de hidrogeno.
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Figura 3.20. Medicién del angulo de contacto de los andamios: a) PLA, b) PLA/SRGD, c)
PLA/CA50, d) PLA/SRGD/CA50 and e) Comercial.

Por otro lado, se ve una clara disminucién en la hidrofilicidad del apdsito final
PLA/3:1/90°C/CA50 comparado con los apésitos PLA/3:1/90°C y PLA/CA50 cuyos
angulos son 0° y 54.07° respectivamente, como se muestra en la Figura 3.20 b y
c. Una posible razon por lo que ocurre esta disminucién de la hidrofilicidad es el
proceso de impregnacion del EH con los aditivos. Al impregnar primero el EH con
el SRGD vy posteriormente sumergir este apédsito en la solucién del extracto
acuoso CA50, pudo ocurrir el lavado parcial de esta molécula de adhesién celular
la cual justamente es la que tiene una mayor influencia en el caracter hidrofilico

del PLA.

Sin embargo, al comparar el apésito PLA/3:1/90°C/CA50 con el apdsito comercial
SupraSDRM® se observa que el primero es mas hidrofilico que el segundo con
caracter hidrofobico (117.58°). Por otro lado, se sabe que la hidrofilicidad ayuda a
que el material absorba el exudado de la herida y mantenga un ambiente humedo
que facilite el proceso de cicatrizacién, ademas de que es evidencia de que la
presencia del SRGD y los compuestos del extracto CA50 promueven la actividad

celular de los fibroblastos; y, por lo tanto, se espera que esta diferencia del
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caracter  hidrofilico represente una ventaja funcional del aposito

PLA/3:1/90°C/CA50 comparado con el comercial.

3.4.3. Viabilidad celular del apésito PLA/SRGD/Ext.

Con respecto a la prueba de viabilidad celular con células 3T3 que se realizd con
los apédsitos PLA/3:1/90°C/CAS50 y el comercial SupraSDRM®, los resultados
obtenidos se muestran en la Figura 3.21 aunados a los de PLA como control,
PLA/3:1/90°C y PLA/CAS0. A partir de dichos resultados, se puede decir que con
base en la norma ISO 10993-5:2009, ningun apodsito es citotoxico, ya que todos

exhiben un porcentaje de viabilidad mayor al 70%.
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Figura 3.21. Porcentaje de viabilidad celular de células 3T3 mediante ensayo MTT de:
PLA, Comercial (SupraSDRM®), PLA/3:1/90°C, PLA/CA50 y PLA/3:1/90°C/CA50. Analisis
estadistico Dunnett (p<0.05)

Analizando los resultados de porcentaje de viabilidad celular, solo el apdsito
PLA/CAS50 presenta una diferencia estadisticamente significativa, con un valor de
126.28%, mientras que los demas apositos tienen valores alrededor del 100% el
cual corresponde al EH de PLA que se utilizé6 como control. El principio del ensayo
MTT consiste en que las enzimas mitocondriales de células vivas reduzcan el
compuesto del MTT en formazan, siendo asi un indicativo de la viabilidad celular
basada en la actividad metabolica de dichas células(Gerlier & Thomasset, 1986).
Con base en esta explicacion, un valor mayor al 100% de viabilidad celular puede
ser ocasionado por un incremento en la actividad metabdlica de las células. Esto
se puede interpretar como dos posibles situaciones, por un lado, aumento de la
actividad metabdlica ocasionada por el incremento de células vivas (proliferacion
celular) o bien por una actividad metabdlica debida a la estimulacién mitocondrial
sin cambio en el numero de células (Terry L Riss et al., 2016). Para determinar
cual es la causa de este incremento en el porcentaje de viabilidad celular, es
necesario realizar una prueba que mida la proliferacién celular, como por ejemplo

un ensayo BrdU.

En la Figura 3.22 se muestran los resultados de un ensayo MTT utilizando tejido
de la piel de un ratéon Balb/c en vez de las células 3T3, el cual fue expuesto a los
apositos EH PLA, comercial SupraSDRM®, PLA/3:1/90°C/CA50 y PLA/3:1/90°C.

Como se observa, ninguno muestra una diferencia estadisticamente significativa
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con respecto al control, por lo que es indicativo de que no induce muerte en las
células presentes en dicho tejido. Este resultado confirma la posible aplicacién del
apoésito PLA/3:1/90°C/CA50 como un tratamiento biomédico potencial, debido a
que se esta estudiando en un tejido de piel animal; es decir en un ambiente mas

cercano a la aplicacion real.
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Figura 3.22. Porcentaje de viabilidad celular de tejido de raton mediante ensayo MTT de:
PLA, Comercial (SupraSDRM®), PLA/3:1/90°C/CA50 y PLA/3:1/90°C. Analisis estadistico
Dunnett (p<0.05)

3.4.4. Pruebas de proliferacién celular.
Se realizé una prueba de proliferacion celular mediante la técnica BrdU con la

finalidad de observar si los apdsitos promueven la division celular. Esta técnica




consiste en medir la tasa de proliferacion celular a través de la incorporacion de
BrdU en el ADN durante la sintesis de nuevo material genético, reflejado en la
intensidad colorimétrica que es proporcional al nivel de division celular, por lo cual
el resultado se muestra en absorbancia (Abcam, 2025). En la Figura 3.23 se
muestran los resultados obtenidos de proliferacion celular del control (células 3T3
sin tratamiento), PLA, PLA/CA50, PLA/3:1/90°C, PLA/3:1/90°C/CA50 y el aposito

comercial SupraSDRM®.
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Figura 3.23. Absorbancias resultantes de prueba de proliferacion celular de 3T3 mediante
ensayo BrdU de: PLA, PLA/CA50, PLA/3:1/90°C, PLA/3:1/90°C/CA50 y Comercial
(SupraSDRM®). Analisis estadistico Dunnett (p<0.05)




Analizando los resultados, se observa que todas las muestras que fueron
expuestas a los apdsitos muestran una mayor proliferacion celular comparadas
con el control, siendo el de mayor absorbancia, y por ende el de mayor division
celular, el apdsito PLA/3:1/90°C/CA50. Esto podria ser indicio de una interaccion
sinérgica entre el SRGD vy el extracto CA50. Por un lado, las moléculas del SRGD
promueven la adhesion celular de los fibroblastos en la matriz electrohilado de
PLA, permitiéndoles ejercer eficientemente sus funciones clave (migracion,
proliferacion, sintesis de ECM, contraccion y remodelacion), acelerando la
cicatrizacion y mejorando la calidad del tejido reparado (Fernandez et al., 2018).
Mientras que el extracto de C. Officinalis acuoso (CA50) estimula la proliferacion
celular debido a la presencia de flavonoides y compuestos fendlicos, los cuales
tienen propiedades antioxidantes que favorecen la reproduccion celular de los

fibroblastos(Ashwlayan et al., 2018; Rezai et al., 2023).

Por otro lado, cabe recordar que en los resultados de viabilidad celular el apdsito
impregnado unicamente con CA50 presentd un porcentaje de viabilidad celular de
126.28%, siendo el mas alto y el unico estadisticamente diferente. Esto se debe a
un incremento en la actividad metabdlica de las células generado por un
incremento de células vivas (proliferacion celular) o por estimulacion mitocondrial
sin cambio en el numero de células. Al analizar los resultados obtenidos en esta
prueba de proliferacién se observa que el apésito PLA/CASO0 si bien presenta un
incremento en el numero de células presentes, no es mayor al de los apdsitos

PLA, PLA/3:1/90°C y el comercial, lo que indica que esa diferencia de viabilidad




celular se puede deber a una estimulaciéon de la actividad metabdlica de las
células 3T3 sin generar un cambio en la cantidad de células presentes. Esto se
puede deber a la presencia de flavonoides, terpenoides y carotenoides los cuales
al tener propiedades antioxidantes reducen el estrés oxidativo de los fibroblastos
optimizando asi su actividad metabdlica sin aumentar el numero de células

(Shahane et al., 2023).

3.4.5. Pruebas in vivo del aposito PLA/SRGD/CA50.

En la Figura 3.24 e presentan las mediciones realizadas a las heridas de la ratona
durante el periodo de veintiun dias, donde se evaluaron tanto el apdsito comercial
SupraSDRM® como el apdsito PLA/3:1/90°C/CA50 desarrollado en este proyecto
de investigacion. El propdsito fue evaluar el desempefio de ambos apdsitos en

relacion con el tiempo de cicatrizacion.
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Figura 3.24. Mediciones de las heridas durante 21 dias: tratamiento comercial
SupraSDRM® (rojo) y apdsito PLA/3:1/90°C/CAS50 (verde).

En los resultados de la Figura 3.24 se observa que ambos apdsitos promueven el
proceso de cicatrizacidon. Sin embargo, el apésito PLA/3:1/90°C/CA50 presentd un
mejor cierre de herida a los 21 dias con un valor de 15 mm3, comparado con el
comercial que tuvo un valor de 20 mm3. Ambos apdsitos, comercial y
PLA/3:1/90°C/CA50, estan formulados con base en PLA, considerando que la
descripcion del apésito comercial dice que su material principal es un copolimero
sintético basado en la lactida. Al observar los resultados de angulo de contacto, de
viabilidad celular y de proliferacién celular del apdsito comercial y el electrohilado
de PLA solo, son muy similares, la diferencia radica en la presencia de la molécula
SRGD 3:1/90°C y el extracto CA50 en el apdsito de PLA. El SRGD 3:1/90°C

incrementd la hidrofilicidad del material la cual promovié la adhesion de los
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fibroblastos, ya que mejoré la interaccion célula- andamio necesaria para la
proliferacion y actividad celular lo que se ve reflejada en mayor promocién del
proceso de cicatrizacion (Dai et al., 2025; Miranda Altamirano, 2020; Niemczyk-
Soczynska et al., 2020). Por otro lado, la presencia del extracto acuoso de
C. officinalis, genera un incremento en la actividad mitocondrial de las células
debido a la presencia de flavonoides y triterpenoides los cuales reducen el estrés
oxidativo intercelular permitiendo que éstos mantengan su metabolismo activo y
proliferen (Sapkota & Kunwar, 2024). Ademas, estan las propiedades
antiinflamatorias que evitan la liberacién de citocinas proinflamatorias las cuales

son generadoras de estrés oxidativo (Shahane et al., 2023).

En Figura 3.25 a) se muestra la imagen del analisis histolégico realizado a un
segmento de tejido extraido de la ratona, el cual no esta lesionado. En éste se
observa la presencia de la dermis y elementos como la queratina, vellos, foliculos
pilosos, glandulas sebaceas y musculo carnoso. En esta imagen no se aprecia la
epidermis, pero esto puede deberse a que ésta es muy delegada y con esta
técnica de tincion (H&E), la epidermis puede confundirse con queratina o no

contrastar lo suficiente para ser observada (Cardoso et al., 2017).

—
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Figura 3.25. Corte histolégico a 4x de un segmento de tejido de ratén Balb/C; a) sin
lesionar; b) lesionada, tratada con el apésito comercial SupraSDRM®; ¢) lesionada,
tratada con el apdsito PLA/3:1/90°C/CAb0. Utilizando una tincion convencional de

hematoxilina y eosina (H&E).

En la Figura 3.25 b) se muestra el corte histologico correspondiente al tejido
lesionado que fue tratado con el apésito comercial SupraSDRM®, comparando
éste con el del tejido sin lesionar, se observa una clara disminucién de la
presencia de foliculos pilosos y glandulas sebaceas, ademas de el grosor y
distribucion de las fibras de colageno las cuales se ven mas delgadas con
respecto a las de la piel sana, sin dafo alguno. En tanto que en la Figura 3.25 c)

se presenta el corte histolégico correspondiente al tejido tratado con el apédsito
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PLA/3:1/90°C/CA50, el cual tiene mayor parecido al tejido previo al dafo, en
cuanto a la presencia de foliculos pilosos, glandulas sebaceas y distribucion y
grosor de las fibras de colageno presentes. Esto da indicios de que el tejido
regenerado en presencia de este apdsito, tiene mayor similitud al tejido sano sin
dafo, que el tejido que se regenerd en presencia del aposito comercial. Ademas,
esta el hecho de que estos tejidos no estaban completamente cicatrizados al cabo
de 21 dias, aunque el cierre de la lesion fue mayor en la lesion expuesta al apésito
PLA/3:1/90°C/CAS0, por lo es de esperar que su estructura sea mas parecida a la
del tejido previo al dafio, comparado con el del apdsito comercial cuyo cierre de

lesion es menor y diferente al tejido sano.

Por otro lado, al evaluar la irritabilidad utilizando como referencia los parametros
de la OECD TG 404, no se observa la presencia de eritemas, edemas ni la
presencia de escaras en ninguno de los tratamientos, siendo estos apdsitos
clasificados como “materiales no irritantes”. Esto se confirma con la ausencia de
espacios interfibrilares amplios y pérdida de la arquitectura de las capas

principalmente.

Considerando lo discutido previamente el desempefio del apdésito
PLA/3:1/90°C/CA50 como promotor de cicatrizacion evaluado in vivo es evidente
su potencial uso como tratamiento de heridas, y mas considerando que, por lo
menos en esta evaluacion de tiempo de cicatrizacion, es competitivo con un

apdésito comercial.

—
—



Conclusién general

El objetivo de esta investigaciéon fue el disefio y desarrollo de un apdsito
polimérico, con base en PLA, conformado ademas por moléculas promotoras de
adhesion celular y extractos de plantas naturales para favorecer la retencion de
agua y la biocompatibilidad celular, con el fin de crear una estructura que

promoviera la proliferacion celular para facilitar el proceso de cicatrizacién de piel.

Para lograr el objetivo anterior, se sintetizé una molécula promotora de adhesion
celular (SRGD) que, comparada con moléculas sintetizadas mediante la misma
reaccion, pero con distintos parametros de relacion molar y temperatura de
reaccion, inducen mayor hidrofilicidad al electrohilado de PLA y presentan mayor
viabilidad celular que electrohilados con PLA sin dicho aditivo. Esto se debe a la
presencia de los grupos funcionales amina, amidas, e hidroxilo, que contiene

SRGD, los cuales proporcionan el caracter hidrofilico al andamio electrohilado.

En la evaluacién de los extractos, tanto acuosos como etandlicos, de C. officinalis
y D. stramonium no se observaron efectos citotdxicos en las concentraciones
analizadas. Asimismo, la combinacién del andamio electrohilado (EH) con dichos
extractos mostré valores de viabilidad celular mas altos en comparacién con la
evaluacion de los extractos por si solos. Esto se atribuye a que el electrohilado de
PLA actua como andamio de soporte para las células, favoreciendo su adhesion y
estimulando su actividad celular. El extracto acuoso de C. officinalis a 50 ug/ml
(CA50) presentd los mejores resultados en cuanto al angulo de contacto y

viabilidad celular debido a los compuestos quimicos presentes en éste.
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Los resultados viabilidad y proliferacién celular de la combinacion del EH de PLA
impregnado con el SRGD y el extracto CA50 fueron comparables e incluso
superiores a los valores de un apdsito comercial probado (SupraSDRM®), dando

evidencia de su potencial uso como tratamiento para heridas de quemaduras.

Perspectivas

En este proyecto de tesis se plantean las siguientes perspectivas:

e Determinar la composicion quimica tanto cualitativa como cuantitativa de la
molécula del SRGD utilizando la técnica de espectroscopia fotoelectronica
de rayos X (XPS) o resonancia magnética nuclear (RNM).

e Determinar la composicion quimica del extracto de C. officinalis a 50 ug/ml
de forma cualitativa y cuantitativa, mediante la técnica de cromatografia de
liquidos (HPLC).

e Realizar un ensayo de degradacion in vitro con cultivo celular y en
presencia de fluido corporal simulado (SFB) con la finalidad de determinar
su tiempo de uso hasta la degradacion.

e Observar in vivo su desempefio en la diminucion del tiempo de cicatrizacion
en heridas por quemaduras.

e Evaluar sus caracteristicas mecanicas con la finalidad de evaluar su
resistencia y capacidad de acomodo a los esfuerzos del area donde se va a

aplicar.

—
—
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