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RESUMEN

Los nanomateriales han adquirido mucha atencién para el desarrollo de sistemas
novedosos de liberacion de farmacos. Las nanofibras poseen caracteristicas unicas,
como alta flexibilidad, baja densidad y enorme porosidad, lo que puede superar la
limitacion de la dosificacién convencional y representan una alternativa para desarrollar
formulas farmacéuticas efectivas. El electrohilado es la técnica més utilizada y se ha
demostrado que las nanofibras alineadas muestran una liberaciobn mas sostenida en
comparacion con las nanofibras aleatorias, lo que favoreceria al desarrollo de férmulas
farmacéuticas de liberacion prolongada y a disminuir los efectos secundarios

relacionados.

Por otro lado, el alcohol polivinilico (PVA), es un polimero altamente electrohilable,
biocomplatible y biodegradable, por lo que las colecciones electrohiladas de PVA poseen
caracteristicas adecuadas para su uso como agente de liberacion de farmacos. En el
presente trabajo de tesis, se presenta la obtencion de nanoestructuras conjugadas PVA-
tetraciclina orientadas axialmente mediante el proceso de electrohilado air gap. Se
estudia la influencia de la variacion de los diferentes parametros del electrohilado sobre

la estructura generada y su calidad.

Se analiza la incorporacion de tetraciclina a la mezcla a electrohilar, favoreciéndose
con el uso de cosolventes. Este resulta también de gran relevancia para la obtencion de
nanofibras alineadas de PVA de buena calidad, para su estudio de la cinética de
liberacion del mismo, analizando la influencia e interrelacion de la orientacion de las

nanofibras, monitoreada mediante espectroscopia UV-Vis.

También se analiza la influencia de la orientacion de la nanofibras cargadas con
tetraciclina sobre la inhibicion del crecimiento de cepas de Pseudomona aeuroginosa y

Staphyloccocus aureus, resultando ser un andamio adecuado.




La caracterizacion de las nanofibras PVA-tetraciclina incluye el andlisis estructural
y del grado de orientacibn mediante imagenes obtenidas por microscopia SEM,
auxiliandose del software imageJ para determinar el grado de orientacion, datos

estadisticos y mapas de color por gradiente.

Palabras clave: Electrospinning; nanofibras poliméricas; andamios celulares,
liberacién de farmacos; air gap.
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ABSTRACT

Nanomaterials have gained much attention for the development of novel drug
delivery systems. Nanofibers possess unique characteristics, such as high flexibility, low
density and enormous porosity, which can overcome the limitation of conventional dosing
and represent an alternative to develop effective pharmaceutical formulations.
Electrospinning is the most widely used technique and it has been shown that aligned
nanofibers show more sustained release compared to random nanofibers, which would
favor the development of extended release pharmaceutical formulations and decrease

related side effects.

On the other hand, polyvinyl alcohol (PVA), is a highly electrospinnable,
biocompatible and biodegradable polymer, so electrospun PVA collections possess
suitable characteristics for use as a drug release agent. In the present thesis work, the
obtaining of axially oriented PVA-tetracycline conjugated nanostructures by air gap
electrospinning process is presented. The influence of the variation of the different

electrospinning parameters on the generated structure and its quality is studied.

The incorporation of tetracycline to the electrospinning mixture, favored by the use
of cosolvents, is analyzed. This is also of great relevance for obtaining good quality PVA
aligned nanofibers, for its study of the release kinetics of the same, analyzing the
influence and interrelation of the nanofibers orientation, monitored by UV-Vis

spectroscopy.

The influence of the orientation of the tetracycline-loaded nanofibers on the growth
inhibition of Pseudomona aeuroginosa and Staphyloccocus aureus strains is also

analyzed, proving to be a suitable scaffold.




L3,

The characterization of the PVA-tetracycline nanofibers includes structural analysis
and the degree of orientation by SEM microscopy images, using imageJ software to

determine the degree of orientation, statistical data and gradient color maps.

Keywords: Electrospinning; polymeric nanofibers; cellular scaffolding; drug release; air
gap.
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1. INTRODUCCION
El disefio y aplicacion de sistemas de liberacion controlada de farmacos es un
aspecto que ha cobrado gran relevancia en las ultimas décadas, y la utilizacion de
materiales poliméricos como soportes de farmacos para regular y dosificar su
liberaciébn es una perspectiva de gran interés. En particular, la preparacion de
membranas porosas bioabsorbibles basadas en polimeros o mezclas de ellos, que
permitan la liberacion controlada farmacos y vitaminas, es un area que ha aportado

Importantes investigaciones.

Particularmente, la técnica de electrohilado es una metodologia versatil y
sencilla con un gran potencial para la produccion de éste tipo de membranas, ya
gue es posible producir colecciones de nanofibras de manera sencilla, las cuales
resultan ser membranas porosas con una alta relacién superficie/volumen, que al
fabricarse a partir de polimeros biocompatibles y biodegradables son soportes
ideales para los farmacos. Esta técnica también ha sido empleada para la
generacion de biomateriales para éste tipo de aplicaciones, y de manera muy
particular en la ingenieria de tejidos, cuyo objetivo es crear estructuras
biodegradables y biocompatibles con propiedades mecanicas y biologicas similares

a la matriz extracelular (ECM, por sus siglas en inglés) [2].

Bajo éste enfoque, se ha reportado el uso de la técnica de electrohilado para
la produccion de membranas de policaprolactona y quitosano para la liberacion de
clorhidrato de tiamina como un modelo para la liberacién de vitamina B1, logrando
liberar hasta un 85% en un periodo de 60 h [3]. Recientemente, otros autores
evaluaron como entregar nanovacunas de ADN y un coadyuvante inmunolégico
para la inmunizacion ante COVID-19 mediante un parche de microagujas separable
de alcohol polivinilico (PVA), el cual se puede almacenar hasta por 30 dias a
temperatura ambiente [4] y bajo un enfoque de produccion a gran escala, se analiz6
la produccion de nanofibras electrohiladas a partir de povidona (polivinilpirrolidona,
PVP; un polimero de uso comercial para la liberacion de farmacos), para la
liberacion de un antibiético [5].

Jorge Andrés Ornelas Guillén 6
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En este sentido, los sustratos integrados por nanofibras electrohiladas de PVA,
son una opcién viable para la integracion de un farmaco en su estructura y su
posterior liberacion controlada. Esto debido a que el PVA es un polimero altamente
electrohilable, ademas de ser biocompatible y biodegradable. Especialmente, las
caracteristicas intrinsecas a la microestructura compuesta por las colecciones de
nanofibras, que incluyen una alta porosidad, interconectividad, alta relacion area
superficial/volumen 'y orientacion (aleatoria o alineada), repercuten
significativamente en la liberacién del agente terapéutico. Debido a que el PVA es
un polimero altamente electrohilable, es posible obtener colecciones de nanofibras
de PVA tanto alineadas como dispuestas aleatoriamente, lo que permite el estudio

de la influencia de éste parametro en la cinética de liberacion.

Por otra parte, la resistencia a los antibioticos ocurre cuando las bacterias
cambian y se vuelven tolerantes a los antibiéticos empleados cominmente para
tratar las infecciones que estas causan, y por lo general es a consecuencia del
consumo de cualquier farmaco antimicrobiano, la que se ve exacerbada por su uso
inadecuado; esto ha comprometido la capacidad para tratar las enfermedades
infecciosas, socavando muchos avances en la medicina. Actualmente, existe una
resistencia bacteriana ligada a la tetraciclina (TTC) debido a su constante uso
clinico, esto debido a que es un antibiético de amplio espectro. No obstante,
presenta efectos secundarios significativos por su ingesta debido a la supresion de
la microbiota intestinal [5-6], por lo que se requiere de estrategias de liberacion
controlada mediante el disefio de algun material para su suministro eficiente en aras

de minimizar los efectos secundarios.

Es por ello que se pueden crear plataformas cuyo propésito sea la liberacion
farmacoldgica y de esta manera permitan evitar el efecto de primer paso por el
higado que implica una primera metabolizacion del farmaco con la consecuente
disminucién de su biodisponibilidad. Ademas de aumentar la biodisponibilidad del
farmaco integro es importante manejar con cuidado los antibidticos para que sigan

siendo eficaces por el mayor tiempo posible.
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Por todo lo anterior, este trabajo de Tesis propone la fabricacion de materiales
nanoestructurados constituidos por colecciones de nanofibras basados en PVA, un
polimero altamente electrohilable, de tal forma que puedan ser utilizados como
sistemas de liberacion farmacoldgica. La relevancia de este propuesta radica en
implementar la técnica de obtencion de nanofibras uniformes y altamente alineadas,
a escala nanométrica, mediante electrohilado air gap, ya que la disposicion de estos
materiales en nanofibras alineadas, potencialmente ofrece mayor control en el
suministro del agente terapéutico. Dichas microestructuras bioactivas podrian ser

una base y antecedente ideal para la farmacéutica moderna.
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2. MARCO TEORICO

2.1 LIBERACION DE FARMACOS

La liberacion es un proceso mediante el cual un principio activo presente en

una forma de dosificacion llega a estar disponible para su absorcion. Teniendo en

cuenta que la absorcion de un farmaco, desde una forma de dosificacién sélida

luego de la administracion oral, depende de la liberacion de la sustancia activa, su

disolucién o solubilidad bajo condiciones fisiolégicas, y la permeabilidad de la forma

farmacéutica. Debido a la naturaleza critica de estos parametros, el tipo de

liberacion se hace relevante para los estudios de equivalencia y bioequivalencia [8].

Existen numerosas clasificaciones basadas en la forma de liberar el farmaco o bien

en los mecanismos que gobiernan dicha liberacién (ver tabla 1.1).

Tabla 1.1. Ejemplos y principales caracteristicas de las Formas farmacéuticas de liberacion
modificada (FFLM).

Tipo de sistema de Caracteristicas principales Ejemplo de medicamento
FFLM P P comercializado de FFLM

Sistemas de
liberacion acelerada

Sistemas de
liberacion diferida

Sistemas de
liberacion prolongada

Sistemas flotantes y
bioadhesivos

o Disolucion rapida del farmaco sin
necesidad de administracion de liquidos.

e No prolongan el efecto terapéutico.

e Retardadas: disefiadas para salvar el pH
gastrico o para evitar gastrolesividad del
farmaco.

o No prolongan el efecto terapéutico.

o Pulsatil: liberacion secuencial del
medicamento.

e Disefiados para prolongar la concentracion
plasmatica (Cp) del farmaco o para
mejorar las caracteristicas farmacéuticas
del medicamento.

e Disefiados para aumentar el periodo de
residencia gastrico

o Efferalgan Odis® (comprimidos
budisperables de paracetamol).
e Zofran Zydis® (ondansetron).

e Omeprazol 20mg Belmac EFG
(capsulas duras
gastrorresistentes).

e Moxatag® (amoxicilina PULSYS®,
sistema pulsatil)

e Adalat Oros®, Adalat retard®
(nifedipino).

e MIST Continus® (morfina).

e Omnic OCAS® (tamsulosina)

e Madopar® Retard (levodopa +
benserazida).
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Actualmente existen dos métodos para mejorar la accion de los farmacos:

1. Liberacion controlada, que trata de eliminar o reducir los efectos
secundarios produciendo una concentracion terapéutica del farmaco que
sea estable en el organismo. Se trata de alcanzar una cinética de liberacion
de orden cero y no suelen existir cambios en la concentracion del farmaco
en el organismo (compardndolo con los cambios intermitentes de

concentracion en las dosificaciones convencionales), y

2. Liberacion dirigida hacia lugares especificos, que trata de asegurar que el
farmaco es liberado en el lugar requerido, y al mismo tiempo mantiene el

farmaco inactivo en cualquier otro lugar del organismo [9].

2.2. ANTIBIOTICOS

Dos descubrimientos importantes sefialaron el comienzo de una nueva era en
la quimioterapia y revolucionaron el tratamiento de las enfermedades infecciosas.
El primero fue el descubrimiento, en 1935, de los efectos curativos del colorante rojo
de Prontosil en las infecciones por estreptococos; este fue el precursor de las
sulfonamidas. El segundo, fue el que dio inicio a la edad de oro de la
antibioticoterapia, la penicilina. Esta fue descubierta por Fleming en 1929 y en 1940
Florey, Chain y colaboradores, demostraron y publicaron un informe acerca de su
enorme potencia y la posibilidad de su extraccion de los sobrenadantes del cultivo

del hongo Penicillium notatum.

El conocimiento actual sobre fisiologia, metabolismo y genética bacteriana, asi
como los recursos disponibles sobre modelacién e interacciébn de moléculas hace
esperar que cada vez mas los nuevos antimicrobianos sean sustancias puramente
sintéticas con gran especificidad por un sitio de accién previamente elegido, y con

capacidad de sortear los mecanismos de resistencia antibiética [10].
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Los antibioticos constituyen un grupo heterogéneo de sustancias con diferente
comportamiento farmacocinético y farmacodindmico, ejercen una accion especifica
sobre alguna estructura o funcion del microorganismo, tienen elevada potencia
biolégica actuando a bajas concentraciones y la toxicidad es selectiva, con una
minima toxicidad para las células de nuestro organismo. El objetivo de la
antibioticoterapia es controlar y disminuir el nimero de microorganismos viables,

colaborando con el sistema inmunologico en la eliminacion de los mismos.
Existen distintas clasificaciones para agrupar a estas moléculas:

|. DE ACUERDO A LA INTERACCION GERMEN-ANTIBIOTICO:

e Bactericidas: su accion es letal, llevando a la lisis bacteriana.

e Bacteriostaticos: a las concentraciones que alcanzan en el suero o tejidos

impiden el desarrollo y multiplicacion bacteriana, pero sin llegar a destruirlas.

. SEGUN EL ESPECTRO DE ACCION:
* Antibidticos de espectro amplio, como aquellos antibiéticos que son activos
sobre un amplio numero de especies y géneros diferentes (aminoglucosidos y

carbapenemes).

* Antibiéticos de espectro reducido, antibidticos solo activos sobre un grupo

reducido de especies (penicilinas).

1. SEGUN EL MECANISMO DE ACCION:
El mecanismo de accion es el proceso por el cual un antibidtico es capaz de
inhibir el crecimiento o destruir una célula bacteriana. Tomando en cuenta lo

anterior, los antibi6ticos se dividen en:

eIlnhibidores de la formacién de la pared bacteriana,
¢ Inhibidores de la sintesis proteica

¢ Inhibidores de la duplicacion del DNA

¢ Inhibidores de la membrana citoplasmatica

e Inhibidores de vias metabdlicas.
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Esta clasificacion se muestra de manera esquematica en la Figura 1.1.

CLASIFICACION DE LOS AGENTES ANTIBIOTICOS

INHIBIDORES DE
LA PARED CELULAR
INHIBIDORES DE LA Bloguean [a sintesis
SINTESIS DE PROTEINAS

are el nbosoma
5

MEMBRANA CELULAR

A\ producen pérdida selactiva
ls permeabilided

-
SINTESIS CITOPLASMICA R ADN/ARN
n]3 mw Fo‘-'_co Inhiben la replicacion
2 y transcripcidn
inhiben Ia girasa

ARN polimeraza

Figura. 1.1 Clasificacion de antibi6ticos seguiin su mecanismo de accion. Modificado de [1].

2.2.1 TETRACICLINAS

Son un grupo de antibiéticos de amplio espectro antibacteriano y de segunda
eleccion; no obstante, en algunos procesos infecciosos tales como el acné, la
rosacea, la uretritis no gonocdcica y la enfermedad de Lyme, son medicamentos de
primera eleccion. Tienen en comun la capacidad de inhibir la sintesis de proteinas
a nivel de los ribosomas de las bacterias susceptibles; la selectividad de su accién
depende de las diferencias en las caracteristicas moleculares de los ribosomas

bacterianos y las de los ribosomas de las células de mamiferos[7].

Farmacodinamia y espectro de actividad antibacteriana. Para que las
tetraciclinas ejerzan su accién a nivel del ribosoma de las bacterias gramnegativas,
se requiere que penetren a la célula del microorganismo por mecanismos de
difusion facilitada a través de los canales hidréfilos (porinas) y por procesos de
transporte activo dependiente de la energia. Lo anterior determina que la

concentracion intracelular sea mayor que la extracelular. Se conocen con menos
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detalle los mecanismos de penetracion de las tetraciclinas a las bacterias
grampositivas. Una vez dentro de la célula, las tetraciclinas se unen de manera
reversible a sus sitios receptores en la subunidad 30S del ribosoma bacteriano y de
esta manera bloquear la fijacion del aminoacil-tRNA al sitio aceptor en el complejo
MRNA-ribosoma, esto evita la incorporacién de nuevos aminoacidos a la cadena

peptidica en crecimiento, inhibiendo la sintesis de proteinas.

La selectividad de las tetraciclinas para inhibir la sintesis de proteinas en las
bacterias, radica en el hecho de que las células de mamifero carecen del sistema
de transporte activo y, ademas, las caracteristicas del ribosoma bacteriano son

diferentes a las del ribosoma de mamiferos.

Espectro de actividad antibacteriana. Las tetraciclinas son antibioticos
bacteriostaticos de amplio espectro. Eficaces contra microorganismos
grampositivos y gramnegativos, aerobios y anaerobios. Son también activos contra
gérmenes resistentes a los antibidticos beta lactamicos como la Rickettsia (fiebre
manchada de las montafias rocosas, tifo murino, tifo epidémico y tifo tropical),
Coxiella burnetti (tifo vesicular y fiebre Q), Mycoplasma pneumoniae, especies de
Chlamydia psittaci (psitacosis y ornitosis) y trachomatis (linfogranuloma venéreo);
Calymmatobacterium granulomatis (granuloma inguinal) y Legionella pneumophila
(enfermedad de los legionarios), Pseudomonas pseudomallei (melioidosis).
También son muy sensibles diversas cepas de Brucella, el Haemophilus ducreyi
(chancroide), Vibrio cholerae, Campylobacter jejuni, Helicobacter pylori, Yersinia
pestis (peste), Francisella tularensis (tularemia) y Pasteurella multocida. Son activas
contra diversos microorganismos anaerobios como el Bacteroides fragilis,
Propionibacterium y Peptococcus. A nivel intestinal alteran la micribiota normal, lo
que da lugar a la proliferacion de oportunistas como Candida, enterococos y la

produccion de colitis ssudomembranosa por la toxina del Clostridium difficile.

Se consideran bacterias sensibles a las tetraciclinas, aquéllas cuya
concentracion minima inhibitoria (CMI) es de 4 mg/mL, no obstante el Haemophilus

influenzae y el Streptococcus pneumoniae, son sensibles a concentraciones
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menores de 2 mg/mL y la Neisseria gonorrhoea a concentraciones menores de 0.25

mg/mL.

Farmacocinética. La absorcion de las tetraciclinas es variable por via oral,
para la clortetraciclina es del 30% (baja), del 60 al 80% (intermedia) para la
oxitetraciclina, demeclociclina y tetraciclina, y del 95 al 100% (alta) para la
doxiciclina y minociclina. La absorcion es mayor en ayuno y disminuye por la
ingestion concomitante de productos lacteos, geles de hidréxido de aluminio, sales
de calcio, magnesio, hierro o cinc y subsalicilato de bismuto. EI mecanismo que

explica esta menor absorcién se debe a la quelacién de cationes di y trivalentes.

Las tetraciclinas se distribuyen ampliamente en el organismo, en secreciones
incluida la orina y liquido prostéatico. Se acumulan en células reticuloendoteliales de
higado, bazo, y médula 6sea; en hueso, dentina y esmalte de dientes que no han
brotado. Se logran concentraciones apropiadas en liquido cefalorraquideo y

sinovial, asi como en lagrimas, saliva y leche materna.

Cruzan la barrera placentaria, llegan al tejido fetal y al liquido amniético. Se
unen en un 40 a 80% a las proteinas del plasma. Se eliminan principalmente por via
renal y por la bilis, aunque algunas son reabsorbidas por la circulacién
enterohepatica. La oxitetraciclina y tetraciclina tienen una vida mediade 6 a 12 h, la
de demeclociclina es de 16 h y es mas larga para la doxiciclina y minociclina (16 a
18 h).

Mecanismo de resistencia. Las bacterias que desarrollan resistencia a una
tetraciclina, habitualmente la presentan cruzada con otras. La resistencia es
adquirida por plasmidos y es un rasgo inducible. Los tres mecanismos que dan lugar

a este fenbmeno son:

1) pérdida o disminucion de la permeabilidad bacteriana para el antibiotico o la

adquisicién de una via de salida dependiente de energia;
2) menor acceso de la tetraciclina al ribosoma bacteriano, y

3) expresion de enzimas bacterianas que metabolizan al antibiético.[7]
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Reacciones adversas. Todas las tetraciclinas son irritantes para la mucosa
gastrointestinal en mayor o menor grado, y se manifiesta como ardor y molestias
epigéastricas, nausea, vomito y diarrea. La diarrea puede ser consecuencia de la
supresion de la microbiota normal y la proliferacion por bacterias y hongos
resistentes a las tetraciclinas como pseudomonas, proteus, estafilococos,
coliformes, clostridios y candida. Lo anterior puede dar lugar a un trastorno funcional
intestinal, prurito anal, candidiasis vaginal u oral, incluso enterocolitis con choque y

muerte.

Es muy importante detectar oportunamente la enterocolitis sesudomembranosa
provocada por Clostridium difficle o por Staphylococcus, y tratarse con
vancomicina. Se han reportado casos de esofagitis y Ulceras esofagicas. Ocurre
fotosensibilidad con la demeclociclina, doxiciclina y en menor grado con otras

tetraciclinas. Puede ocurrir simultaneamente hiperpigmentacion de las uias.

Las tetraciclinas se fijan a los depdsitos de calcio en los huesos y los dientes
de neonatos y en la primera denticion, lo que provoca manchas permanentes en la
dentina y el esmalte. El depédsito en los huesos puede originar deformidad e

inhibicion en el desarrollo 6seo.

Indicaciones, via de administracion y dosis. Tratamiento de linfogranuloma
venéreo, granuloma inguinal, fiebre manchada de las Montafias Rocosas, tifo
epidémico, tifo murino, tifo tropical, tifo vesicular, fiebre Q, tracoma, conjuntivitis de
inclusion, brucelosis, colera, psitacosis y en otras infecciones provocadas por
bacterias gramnegativas susceptibles. Acné grave, bronquitis crénica, tratamiento
de la gonorrea y de la sifilis. Junto con otros farmacos para la erradicacion del
Helycobacter pylori. La demeclociclina inhibe la accion de la hormona antidiurética
(ADH) por lo que se ha usado como diurético, en el sindrome de secrecion
inapropiada de ADH. Las tetraciclinas se distribuyen en diversas formulaciones para

administracion oral, parenteral y local.

Es por todo lo anterior que la liberacion controlada de farmacos, ayuda a
eliminar o disminuir los efectos secundarios, produciendo una concentracién

terapéutica del farmaco que sea estable en el organismo[11]-[12]-[13].

Jorge Andrés Ornelas Guillén 15




P Lti“m

2.3 MICROESTRUCTURAS POLIMERICAS PARA LIBERACION
DE FARMACOS

2.3.1 HIDROGELES

Los hidrogeles son sistemas tridimensionales poliméricos formados con
materiales de origen natural o sintético capaces de retener una gran cantidad de
agua u otros fluidos biolégicos, se caracterizan por poseer una viscoelasticidad
similar a la del tejido humano [14], lo que hace que sean sustancias ideales para
multiples aplicaciones [15]. Su conformacion tridimensional ocurre en disoluciones
acuosas concentradas cuando el polimero inicial es capaz de gelificar, con la
consecuente formacion de redes espaciales no covalentes [16]. El caracter hidrofilo
se debe a la presencia de grupos funcionales hidréfilos como son: OH, COOH,
CONH, entre otros [17]. Los hidrogeles son materiales muy apropiados para
aplicaciones en medicina dada su buena interaccion con los tejidos vivos [18], ya
gue muestran buenas propiedades de biocompatibilidad, debido principalmente a

su consistencia blanda, eléstica y contenido de agua [19].

Otra de las caracteristicas destacables de estos sistemas es que permiten
incorporar otras sustancias, en este caso farmacos, para su posterior liberacion.
Todo ello hace que sea posible crear hidrogeles inteligentes, es decir, hidrogeles
capaces de reaccionar frente algun tipo de estimulo como por ejemplo el pH, la luz,
la temperatura, radiacion o el reconocimiento molecular entre otros [14]. De esta
forma la variacion de las propiedades fisicoquimicas del medio en el que se
encuentre el hidrogel, puede suponer cambios en el tamafio de poro, el volumen o

la integridad estructural del polimero que dan lugar a la liberacion del farmaco [20].

En la aplicacion como liberadores de medicamentos, los hidrogeles han sido
ampliamente usados como portadores inteligentes de sustancias activas [21] como
la liberacion de hidrocortisona desde hidrogeles de polihidroxietii metacrilato
(PHEMA) a través de implantes en embriones de pollo, estudios de liberacion en
implantes subcutaneos en ratas [22] y varios antitumorales (cisplatino, 5-

fluorouracilo, por ejemplo) [23].
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2.3.2 NANOFIBRAS

La tecnologia de las nanofibras es una rama de la nanotecnologia en la que
su principal objetivo es la preparacion de nanoestructuras en forma de fibras. La
combinacion Unica de una gran area superficial y flexibilidad que proporcionan las
nanofibras, las hacen preferidas para aplicaciones donde se desea un alto nivel de
porosidad. Dichas aplicaciones van desde su utilizacién en la industria textil (medios
de filtracion, vendajes para heridas, entre otras) hasta el reforzamiento de
estructuras aeroespaciales. Una de las caracteristicas més significativas de las
nanofibras, es la enorme disponibilidad de area superficial por unidad masica. Por
ejemplo, para las nanofibras que poseen un didmetro entre 5 - 500 nm, les

corresponde un area superficial entre 10,000 a 1,000,000 m? /kg.

Ademas del tamafio, se caracterizan por ser ultrafinas debido a las técnicas
especializadas empleadas para obtenerlas. Pueden poseer distintas propiedades,
lo que le otorga diversos usos. Otra de las ventajas es que, a pesar del pequefio
tamano, el area superficial es grande, haciendo que el espacio de contacto sea mas
amplio, y debido a su naturaleza polimérica, modificar las nanofibras es

practicamente sencillo.

Las nanofibras producidas por electrohilado, estan siendo introducidas en
diversas areas de aplicacion tales como en el area médica, defensa, ingenieria
ambiental, biotecnologia y energia. Por citar un ejemplo: Corning Incorporated,
Corning New York fabrica cajas Petri Ultra-webTM polyamine synthetic surface, las
cuales son utilizadas para el cultivo de células humanas; estas cajas de poliestireno
poseen en su fondo una capa de nanofibras de poliaminas las cuales son cargadas
positivamente para lograr un anclaje celular o uniones de enlaces covalentes con

biomoléculas [24].
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Una comparacion sobre ciertos aspectos relacionados con la factibilidad del
proceso, asi como las ventajas y desventajas de estas para la preparacion de
nanofibras mediante diversas técnicas, son mostradas en las Tablas 1.2 y 1.3,

respectivamente [25].

Tabla 1.2. Comparacion de los métodos de procesamiento para la obtenciéon de nanofibras [25].

. . Control en las
i Ventajas Escalamiento del o s )
Método ,J. , Reproducibilidad dimensiones de
tecnologicas método .
las nanofibras
Dibujo Laboratorio No Si No
Sintesis en . . ,
_ Laboratorio No Si Si
plantillas
Separacion de . )
P Laboratorio No Si No
fases
Auto- ) .
Laboratorio No Si No
ensamblado

Laboratorio (con
potencial para el
procesamiento

Industrial)

Electrohilado Si Si Si

Tabla 1.3. Ventajas y desventajas de los métodos de procesamiento de nanofibras [25].

Método Ventajas Desventajas
Dibujo Equipamiento minimo requerido. Proceso no continuo
Fibras de diferentes didmetros pueden ser
Sintesis en plantillas preparadas por el uso de diferentes
plantillas.

Minimo equipamiento requerido. Se
Separacion de fases  puede fabricar directamente una matriz

. olimeros
nanofibrosa. P

Limitado a ciertos

Bueno para la obtencion de nanofibras

Auto-ensamblado N
muy pequefas.

Proceso complejo

Inestabilidad del

Electrohilado Bajo costo, Proceso continuo. e
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2.4 ELECTROHILADO

El proceso de electrohilado fue primeramente patentado por James Morton en
los Estados Unidos en 1902 [26]; sin embargo, el proceso fue por mucho tiempo
ignorado, hasta los afios 90s, donde el interés en el area de la nanociencia y
nanotecnologia, llevé a muchos investigadores al uso del electrohilado para la

produccion de nanofibras [27].

El proceso de electrohilado consiste en establecer una diferencia de potencial
electrostética para inducir la formacion de fibras con didmetros en la escala de
micras a nanOmetros. El equipo de electrospinning cuenta con un sistema de
inyeccion compuesto por una bomba de infusion la cual se encarga de empujar la
solucion polimérica hacia la aguja con una velocidad determinada. En la bomba de
infusién se coloca una jeringa de plastico que sirve como reservorio de la solucion
y una aguja que funciona como electrodo positivo; con la bomba de infusion se
controla la velocidad de desplazamiento permitiendo asi que el flujo de inyeccién
sea constante durante el depdsito. La generacién de alto voltaje la proporciona una
fuente de poder con un rango de operacion de 0-30 kV, de esta fuente salen dos
polaridades, una positiva que va conectada a una aguja que funciona como un
capilar en la que a través de esta el liquido es inyectado para ser electrodepositado,
y la polaridad negativa va conectada al sustrato colector donde se deposita el
producto hilado. Dicho colector béasicamente consiste una placa metalica
conductora (de acero inoxidable, se recubren con papel aluminio para evitar el

deterioro). El sistema estd compuesto de los siguientes componentes (Figura 1.2):

e Una jeringa equipada con una aguja, la cual contiene una solucién polimérica.
e Una bomba de inyeccién, la cual permite tener un flujo constante de solucién

hacia la punta de la aguja.
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e Un colector metalico, en el cual se depositan las nanofibras.

e Una fuente de voltaje, la cual provee un flujo constante de corriente positiva
hacia la solucién polimérica, por medio de un electrodo que sale de la fuente y
termina en una conexion en la punta de la aguja. Al mismo tiempo, un electrodo

de polo negativo que sale de la fuente, se conecta al colector.

Solucion de
polimero

Suplidor de Vv
alto voltaje

Jet liquido de
polimero
electrificado

T Colector

Figura 1.2. Esquema del proceso de electrohilado.

Durante el proceso, una gota de la solucion polimérica es suspendida en la
punta de la aguja debido a la tension superficial de la solucion polimérica. Un
incremento en el voltaje aplicado causa una acumulacién de la carga en la superficie
de la gota, provocando una deformacion en la gota en forma conica, la cual es
referida como cono de Taylor (ver Figura 1.2) [28]. Dicha acumulacion de carga
alcanza un valor critico suficiente para sobrepasar la tension superficial,
produciéndose asi un chorro de solucién polimérica que viaja hasta el colector.
Durante la trayectoria cadtica que recorre el chorro de solucion, se produce la
evaporacion del solvente, formandose asi las nanofibras de polimero seco las
cuales son depositadas en el colector. Para disoluciones poco viscosas, el chorro
se rompe en pequeias gotas, produciéndose un “electroatomizado”, mientras que

para disoluciones de alta viscosidad éste viaja hasta el colector [25].
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2.4.1 PARAMETROS DE LA SOLUCION DEL POLIMERO

Existen variables asociadas con la solucion, los cuales tienen una significativa

influencia en la morfologia de las nanofibras, estos parametros son:

. Peso molecular y viscosidad de la solucién.
. Tension superficial.
. Conductividad de la solucion.

Peso molecular y viscosidad de la solucién. Una de las condiciones que se
requieren para la sintesis de nanofibras es que la solucion debe estar provista de
un polimero con peso molecular tal que proporcione una viscosidad adecuada para
el proceso. Generalmente, cuando un polimero de alto peso molecular es disuelto
en un solvente, su viscosidad sera mas alta que la de la solucién del mismo polimero
pero de un peso molecular mas bajo. El peso molecular del polimero representa la
longitud de la cadena del polimero, la cual tiene efecto sobre la viscosidad de la
solucion debido a que la longitud del polimero determina la cantidad de

interacciones del polimero en el solvente.

Por otro lado, la concentracion del polimero determinara la electrohilabilidad
de la solucién, es decir, determina si se forman o no las nanofibras debido a que si
la solucién presenta baja viscosidad las nanofibras se rompe en gotas antes de
alcanzar el colector, por el contrario, si la solucion es demasiado concentrada las
nanofibras no pueden ser formadas debido a su alta viscosidad, la cual dificulta el

paso a través del capilar [29].

Doshi y Reneker (1995) [27], encontraron que en disoluciones de diferentes
concentraciones PEO/agua (6xido de polietileno/agua) con viscosidades menores a
800 cps la nanofibras se rompen en gotas, mientras que con viscosidades mayores
4000 cps la solucion es demasiada viscosa para su electrodeposicion, es por ello
que se debe contar con un rango 6ptimo de concentraciones del polimero para que
pueda formar colecciones de nanofibras cuando todos los parametros se

mantengan constantes.
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Por otra parte, se ha reportado que a baja viscosidad, se pueden formar
nanofibras con “perlas” a lo largo de la nanofibra, mientras que cuando incrementa
la viscosidad hay un cambio gradual en la forma de las “perlas”, de esféricas a forma
de liston hasta que se forman nanofibras largas y finas (Figura 1.3)[30]. Con el
incremento de la viscosidad, el didmetro de la nanofibra también incrementa esto
puede ser debido a que la solucidn presenta una resistencia a las cargas para ser
alargada, asi mismo cuando la viscosidad incrementa significa que existe una
cantidad mas alta de interacciones de las cadenas entre los polimeros que
componen la solucion, y las cargas sobre el flujo hacen que la solucion sea
completamente alargada con las moléculas del solvente distribuidas entre la cadena
del polimero. Al incrementar la viscosidad, el didmetro de la nanofibra también
incrementa, esto probablemente sea debido a la gran resistencia de la solucion para

ser alargada por el efecto de las cargas sobre el flujo[30]

S

Figura 1.3. Efecto de la viscosidad de las disoluciones poliméricas sobre la morfologia de la
nanofibras. Tomado de [30]

A viscosidades bajas, es comun encontrar una morfologia de gotas o “perlas”
a lo largo de las nanofibras depositadas en el colector [31]. Cuando la viscosidad se
incrementa, existe un cambio gradual en la morfologia de las gotas, pasando de
esféricas a elipticas hasta obtener nanofibras cilindricas y lisas. Por otro lado, un
incremento en la viscosidad, provoca un aumento en el diametro de la nanofibra,
probablemente debido a la resistencia de la solucion a ser estirada completamente.
En la Figura 1.4 se muestra la evolucion en la morfologia de las nanofibras de PEO,

en funcién de la viscosidad de la solucion para un determinado peso molecular[31].
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Recientemente se han publicado una serie de trabajos en los que se ha
determinado la viscosidad minima requerida de una solucion polimérica, para la
produccion de nanofibras sin morfologia de gotas [32]. En la Figura 1.5 se muestra
un diagrama en el que se trazan cuatro regiones correspondientes a las diferentes
morfologias obtenidas para el PVA, en funcion del peso molecular y la concentracion

de polimero.

Figura 1.4. Morfologia de las nanofibras con gotas en funcién de la viscosidad, para el PEO. a) 13
cp. b) 160 cp. c) 527 cp. d) 1835 cp. Tomado de [31]
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Figura 1.5 Regimenes para varias morfologias observadas en el PVA. ) Gotas. Il) Nanofibras con
perlas. 1ll) Nanofibras. V) Listones. Tomado de [32]
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2.4.2 PARAMETROS RELACIONADOS AL PROCESAMIENTO

Voltaje. Un elemento crucial en el proceso de electrohilado, es la aplicacion de
alto voltaje a la solucion, el cual inducira las cargas necesarias en esta para
sobrepasar su tension superficial y asi iniciar el proceso de electrohilado. Por lo
general, un voltaje aplicado de 6 kV es suficiente para provocar una distorsion en la
gota de solucion y asi se forme el cono de Taylor [28]. Dependiendo de la velocidad
de alimentacion de la solucion, se requiere un cierto valor de voltaje para mantener
un cono de Taylor estable; si el voltaje es muy grande, la gran cantidad de carga en
la solucién, provocard una mayor aceleracion del chorro de soluciéon y por
consecuencia una mayor demanda de solucion desde la punta de la aguja,

resultando nanofibras muy finas pero con un cono de Taylor muy inestable [33].

El efecto del alto voltaje no solamente tiene que ver con la apariencia de las
nanofibras, sino también con la cristalinidad de las nanofibras del polimero, pues el
campo eléctrico y el estiramiento de la solucién, causa un ordenamiento de las

cadenas del polimero induciéndolas a formar cristales [34].

Por otro lado, si se aplica un bajo voltaje, existe una menor aceleracién del
chorro de solucion y por lo tanto un mayor tiempo de vuelo, el cual permitira un

mayor estiramiento del chorro y una completa evaporacion del solvente.

Velocidad de alimentacion. La velocidad de alimentacion, determinara la
cantidad de solucion disponible para el proceso de electrohilado. Para un voltaje
dado, hay una velocidad de alimentacion adecuada para mantener un cono de
Taylor estable. Cuando se trabaja con una alta velocidad de alimentacién, hay una
gran cantidad de solucion que sale de la punta de la aguja, lo cual ocasiona un
incremento en el didmetro y en el tamafio de las gotas en la nanofibra (Figura 1.6),
ademas de una incompleta evaporacion del solvente, causando que las nanofibras
se unan y formen membranas o peliculas. Por lo que una baja velocidad de
alimentacion es mas deseable para que el solvente tenga mas tiempo para

evaporarse.
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Figura 1.6. Efecto de la velocidad de alimentacién en la morfologia de las nanofibras de
policaprolactona. a) 0.5 mi/h. b) 2 ml/h. Tomada de [25]

Distancia entre el colector y la aguja. La variacién en la distancia entre el
colector y la aguja tiene una directa influencia sobre el tiempo de vuelo asi como la
fuerza del campo eléctrico, los cuales a su vez tienen una influencia directa en la
morfologia de las nanofibras obtenidas. Cuando la distancia entre el colector y la
aguja se reduce, el chorro de solucion tiene gque viajar una distancia mas corta
antes de que este alcance el colector, ademas de que la fuerza del campo
eléctrico incrementa la aceleracion del chorro hacia el colector. Como resultado de
esto, no hay suficiente tiempo para la evaporacion del solvente, lo cual causa que

las nanofibras se unan y formen membranas (Figura 1.7) [25].

Figura 1.7. Nanofibras de Nylon 6,6 a a) 2 cm de distancia. b) 0.5 cm de distancia. Tomada de
[25].
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Dependiendo de las propiedades de la solucién, el efecto de la variacion de la
distancia puede o no tener un efecto significativo en la morfologia de las nanofibras.
Cuando la distancia es muy corta pueden producirse gotas al no dar tiempo para
gue se genere el cono de Taylor, la reduccién en la distancia entre el colector y la
aguja, tiene el mismo efecto en la morfologia de las nanofibras que si se aumentara

el voltaje y la velocidad de alimentacion.

Retomando lo expuesto anteriormente, la Tabla 1.4 muestra un resumen sobre
el efecto de los parametros de la solucion y las condiciones de procesamiento sobre

la morfologia de las nanofibras [30].

Tablal.4. Efecto de las variables y condiciones de procesamiento en la morfologia de las nanofibras.

Efecto imi i
Fibras CompIer,:\ Inestabilidad VenC|m|eT1’to Baj.? Gotas
. evaporacion . de latension tension en la
. finas de lafibra . . .
Variable Del solvente Superficial superficial fibra
Voltaje A Si N(? Si Si Si
D Si
Velocidad de A No No Si
alimentacion D Si Si No
Viscosidad A N(_) Si N(_)
D Si No Si
Distancia entre A No No Si Si
colector y aguja D Si Si No No

A: Aumento. D: Disminucion.

Diametro de la aguja de la jeringa. El diametro interno de la aguja de la
jeringa también tiene cierto efecto sobre el proceso de electrohilado, un diametro
interno mas pequefio disminuye el diametro de las fibras y se reduce el
atascamiento debido a que se expone menor cantidad de solucién en la punta de la
aguja, pero si es demasiado pequefio el diametro, no puede ser posible la extrusiéon
de la gota de la solucion en el orificio de la aguja. Cuando el tamafio de la gota es
disminuido, la tensién superficial de la gota incrementa y cuando se aplica un mismo
voltaje se requiere una gran fuerza Coulombica para que el jet inicie y como
resultado la aceleracion del flujo disminuye permitiendo mas tiempo para que la

solucion sea alargada y elongada antes de que llegue al colector [30].
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Parametros ambientales. Ademas de los pardmetros de procesamiento y de
solucién también hay parametros ambientales que influyen en la formacion de las
nanofibras, dentro de los cuales destacan: la humedad y temperatura.
Generalmente, el electrohilado se lleva acabo a temperatura ambiente pero cuando
la temperatura ambiental aumenta la conductividad de la solucién incrementa,

mientras que la viscosidad y la tension superficial disminuyen.

La temperatura de las disoluciones para el electrohilado también tiene efectos
sobre la morfologia de las nanofibras, por ejemplo, a altas temperaturas la
viscosidad disminuye por lo que aumenta la movilidad de las moléculas del polimero
debido al incremento de temperatura, ademas las fuerzas Coulombicas pueden
ejercer una gran fuerza de estiramiento en la solucion, resultando nanofibra de
diametro mas pequefio, sin embargo se ha reportado que una alta temperatura

provoca la formacién de poros sobre la superficie de las nanofibras [25].

Por otro lado, cuando las disoluciones son preparadas con polimeros solubles
en agua y solventes miscibles, el vapor de aire aumenta e incrementa la humedad
relativa provocando la formacion de “perlas”, y en algunos casos las nanofibras se
adhieren entre si debido al solvente residual. Asi también el diametro medio de la
nanofibra aumenta al incrementar la concentracion de la solucion y la distancia de
trabajo [5].
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2.4.3 APLICACIONES DE LAS NANOFIBRAS EN LA LIBERACION
DE FARMACOS

En la Figura 1.8 se presenta un esquema de las diferentes aplicaciones que
pueden presentar las nanofibras, como se observa sus aplicaciones son muy
amplias, no obstante, este apartado se centrard en su aplicacion en el area

biomédica, y en particular en la liberacioén de farmacos [35].

Aplicacion en ciencias de la
vida
Portadores y acarreadores de
sustancias activas
Dispositivos hemostaticos

Cosméticos Vendaje para heridas

e Mascarillas para la piel

e Curaciones de la piel

* Terapias para la piel con
medicamentos

Ingenieria Tisular
. Membrana porosa para la piel
Formas tubulares para los vasos sanguineos
y regeneraciones
Nerviosas
Regeneraciones para huesos y cartilagos

Ropa de proteccion militar

Eficiencia en la captura de particulas de aero%l | Nanofibras de polimerosj]
Anti-cuerpos-quimicas gases de efecto i

Impedancia minima al aire

' Medios de filtracion

* Filtracién de liquidos, gas y
moléculas

Nano-sensores
e Sensores térmicos,
piezoeléctrico, bioquimico.
e Sensores de fluorescencia . Dispositivos electrénicos micro/nano
éptico . Disipacion electrostéatica
Blindaje de interferencia
electromagnética
Dispositivos fotovoltaicos (celda
* nano solar)
» Dispositivos LCD
Materiales ultra-ligeros para naves
espaciales

Otras aplicaciones industriales

Figura 1.8. Aplicaciones potenciales de las nanofibras de polimeros generadas por
electrospining.

Aplicaciones biomédicas. Desde el punto de vista biologico, casi todos los
tejidos y o6rganos humanos se depositan en forma de nanofibras o estructuras
fibrosas, por ejemplo los huesos, dentina, coldgeno, cartilago y piel, todos ellos se
caracterizan por sus estructuras bien organizadas realineados en escala

nanomeétrica.

Jorge Andrés Ornelas Guillén 28




P Lti“m

La investigacion en lo referente a nanofibras de polimeros mediante
electrohilado se ha enfocado principalmente en la bioingenieria debido a que tiene
un gran potencial para ser aplicadas en diversas areas biomédicas como proétesis
médicas, ya que las nanofibras pueden ser depositada como una pelicula porosa
delgada sobre un tejido duro prostético que funciona como una interfase entre la
protesis y los tejidos del huésped. Asi mismo las nanofibras también se pueden
utilizar para el tratamiento de heridas o quemaduras de la piel humana. Con la ayuda
del campo eléctrico las nanofibras de polimeros biodegradables pueden ser
pulverizados o hilados directamente sobre la herida de la piel para formar un apdsito
lo cual puede permitir que las heridas se curen mediante el crecimiento normal de
la piel y eliminar la formacién de tejido cicatrizante que se produce con el tratamiento
tradicional [35].

La ingenieria de tejidos también ha prestado gran interés en la elaboracion de
soportes con biopolimeros sintéticos y/o nanofibras de polimeros biodegradables
que puedan imitar la estructura y funciones biolégicas de la matriz extracelular. Su
principal reto es la creacibn de soportes tridimensionales reproducibles y

biocompatibles para el crecimiento celular interno para la reparacion de tejidos [36].

Liberacién de farmacos. Para lograr un efecto terapéutico deseado, un
farmaco requiere de un sistema adecuado de administracion de farmacos para
asegurar su perfil de liberacién especifico. La locacion, el tiempo y la velocidad de
liberacion de un farmaco deben ajustarse lo mas posible a la diana terapéutica del
farmaco. Sin embargo, esto puede ser un gran desafio en el disefio de sistemas de
administracion de farmacos. Entre los potenciales sistemas de administracion de
farmacos, las nanofibras ofrecen una solucion prometedora. La liberacién de
farmacos con nanofibras se basa en el principio de que la velocidad de disolucion
de una particula incrementa con el incremento del area superficial, tanto del farmaco
como del portador. Se ha reportado que las nanofibras poliméricas
electrodepositadas destinadas para composiciones farmacéuticas pueden ser

disefiadas para proporcionar una disolucion rapida, inmediata, retardada o
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modificada. Cuando se mezcla el farmaco con el material portador para el

electrohilado los probables productos nanoestructurados seran:

a) El farmaco como particulas adheridas a la superficie de soporte, es decir,

colecciones de nanofibras,

b) El farmaco y el portador forman fibras, asi que el producto final sera de dos

clases de nanofibras entrelazados entre si,

c) La mezcla del material acarreador y el farmaco integrado en una clase se

fibras conteniendo ambos componentes y

d) El material electrodepositado es de forma tubular en la que las particulas

del farmaco se encapsulan.

Las nanofibras como sistema de liberacion de farmacos pueden emplearse
en diferentes rutas de administracion incluyendo la oral, tépica, transdérmica y
transmucosa [37]. Adicionalmente, las nanofibras pueden proteger al farmaco de la
descomposicion en el cuerpo antes de llegar al objetivo requerido, y tanto la
liberacion inmediata como la modificada del farmaco se pueden lograr utilizando
nanofibras. El electrohilado es la metodologia mas utilizada de preparacion de
nanofibras cargadas con farmacos. La gran ventaja de las nanofibras es que sus
caracteristicas se pueden adaptar variando los pardmetros de la solucidon
polimérica, de las condiciones ambientales y los parametros del proceso. Las
nanofibras ofrecen asi muchas opciones para lograr atributos definidos para el

producto final, y en consecuencia, para las propiedades de liberacion del farmaco.

Las caracteristicas principales que hacen que las nanofibras sean candidatas
tan prometedoras para lograr la liberacion inmediata de farmacos incluyen la alta
relacion superficie-volumen, que proporciona una gran area de contacto para la
disolucion, la alta porosidad de la malla de nanofibras y la potencial transformacién
de un farmaco cristalino en un estado amorfo. De hecho, si se utiliza un polimero

soluble en agua adecuado para la incorporacion de un farmaco en nanofibras, esto
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puede mejorar la velocidad de disolucion y la solubilidad del farmaco, y por lo tanto

también su biodisponibilidad, tal es el caso del PVA [37].

Son muchos los factores que influyen en la liberacion de farmacos a partir de
nanofibras, incluidos el tipo de polimero utilizado, el diametro, la porosidad, la
geometria, la morfologia de las nanofibras y su arreglo, ya sea aleatorio o alineado
[38]. Sin embargo, los estudios que se centran en el efecto de la alineacion de
nanofibras sobre la liberaciébn de farmacos a partir de nanofibras son limitados.
Eslamian y col. [39] compararon la liberacion de un farmaco hidrofébico, la
dexametasona, a partir de nanofibras hidrofébicas de poli(lactida-coglicolida)
orientadas al azar y alineadas. Encontraron una liberacion inicial del farmaco en
rafaga en las primeras 24 h seguido de una liberacion sostenida durante los
siguientes 24 dias. Las nanofibras alineadas tuvieron una menor liberacion de
rafaga y liberacion méas sostenida en comparacion con las aleatorias. Por su parte,
Meng y col. [40] evaluaron la liberacion de fenbufen (un compuesto poco soluble en
agua) de nanofibras PLGA, PLGA/gelatinay PLGA/quitosano. Revelaron que la tasa
de liberacion del farmaco desde nanofibras alineadas fue menor que la de las
nanofibras orientadas aleatoriamente, ya que las nanofibras alineadas habian
aumentado la densidad y disminuido el tamafio de poro de los andamios en

comparacion con las orientadas al azar.

Como se puede observar, la produccién de nanofibras alineadas para su uso
como agente de liberacion de farmacos, conlleva un beneficio importante en la tasa
de liberacién, lo que a su vez, puede repercutir de manera importante en la
disminucién de los efectos secundarios producidos por estos. Para cumplir con este
cometido, es necesario contar con una técnica sencilla y versatil para producir

colecciones de nanofibras alineadas, tal es el caso del electrohilado air gap.
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2.4.4 ELECTROHILADO AIR GAP

El electrohilado es una técnica poderosa para la producciéon de fibras a
nano/microescala que son de gran interés cientifico, militar y comercial. En las
ultimas dos décadas, las colecciones de nanofibras electrohiladas se han
investigado ampliamente y se han realizado una amplia gama de aplicaciones, como
en el almacenamiento de energia, cuidado de la salud, ingenieria ambiental,
defensa y seguridad. Las micro y nanofibras producidas a partir del proceso de
electrohilado convencional suelen estar orientadas al azar, no obstante, como ya se
menciono, las colecciones de nanofibras alienadas presentan varias ventajas

respecto de las depositadas aleatoriamente.

Se han reportado de varios métodos para producir nanofibras alineadas
mediante el empleo de un sistema colector especial, como un mandril giratorio de
alta velocidad [41], una sugerencia de escaneo, un espacio inclinado, electrodos
conductores paralelos, y un cilindro hueco. Entre ellos, el uso de un par de
electrodos conductores paralelos [42] y/o una configuracion de mandril giratorio son
la forma mas comun de alineaciéon de nanofibras. Con el empleo de un mandril
giratorio se pueden generar nanofibras alineadas uniaxialmente si la velocidad de
rotacion del mandril esta bien controlada. Sin embargo, a menudo es muy dificil
alinear nanofibras de 200 nm independientemente de la velocidad de rotacién, y las
nanofibras depositadas en el mandril normalmente son dificiles de transferir a otras
estructuras. Estas desventajas podrian eliminarse utilizando electrodos conductores
paralelos, este método (electrohilado por hueco) tiene un gran potencial para
producir nanofibras largas alineadas, que pueden procesarse mas para formar

diferentes estructuras para fines especificos.

Por su parte, el electrohilado air gap fue introducido por primera vez por Li et
al. en 2003 como un enfoque exitoso para producir nanofibras alineadas
uniaxialmente de hasta varios centimetros de longitud [42]. Desde entonces, se ha
dedicado mucho esfuerzo a aumentar la longitud de las nanofibras alineadas. Sin

embargo, la longitud en la actualidad todavia se limita normalmente a 10 cm [43][44].
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El electrohilado air gap a diferencia del electrohilado con la configuracién
estandar confiere a las nanofibras mejores propiedades mecanicas. La produccién
de entramados de nanofibras cuya disposicion tenga un patron de alineamiento,
aporta importantes propiedades a los biomateriales en campos como la ingenieria
de tejidos, donde las bioestructuras con matriz extracelular presentes de forma
natural, tienen de forma inherente estos patrones anisotrépicos, como son los
tejidos nerviosos, cardiacos, tendones, vasos sanguineos, musculares o
cartilaginosos. Por tanto, una correcta arquitectura de los tejidos biopoliméricos es

necesaria para imitar correctamente las propiedades de la matriz extracelular [45].

Este método consiste en la disposicién de dos electrodos longitudinalmente
paralelos, conectados a tierra. Las lineas de campo electrostatico de este modo, se
disponen como se muestra en la Figura 1.9 b [46], las nanofibras cargadas con
polaridad opuesta a los electrodos, al llegar al hueco entre ambos, no tienen una
direccion preferencial para disponerse, ya que la distribucién de campo ejerce igual
fuerza de un lado a otro en la direccion perpendicular a los electrodos. Por tanto, las
nanofibras en esta zona quedan dispuestas segun esa direccidén perpendicular. Por
otro lado, las nanofibras depositadas mantienen la carga y por ello repelen a

nanofibras nuevas que llegan al colector, por lo que no son de gran espesor.

Figura 1.9 A. Disposicién de electrodos paralelos. B. Disposicion del campo eléctrico. Tomada de
[46] C. Colector air gap empleado en este trabajo.

En el colector air gap utilizado en este trabajo de investigacion es mostrado
en la Figura 1.9 C, se aprecia un soporte sobre el cual se colocan alambres de cobre
ajustables a la distancia de gap que se desee; estos se conectan a tierra mediante

un caiman actuando como electrodos, sobre los que se depositaran las nanofibras.
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2.5 ALCOHOL POLIVINILICO (PVA): CARACTERISTICAS,
PROPIEDADES Y COMO SISTEMA DE LIBERACION DE
FARMACOS EN FORMA DE NANOFIBRAS

CARACTERISTICAS Y PROPIEDADES DEL PVA

El alcohol de polivinilo (PVA) es un polimero sintético lineal producido a través
de la hidrdlisis parcial o total de acetato de polivinilo para eliminar el grupo acetato
Figura 1.10 La cantidad de hidroxilacion determina las caracteristicas fisicas y

quimicas, asi como las propiedades mecanicas del polimero [47].

CH3 CH3 CH3
0 o{o
@) @) O OH OH OH
NaOH

N Metanol n
Poli (vinil acetato) Poli (vinil alcohol)

Figura 1.10. Preparacion por hidrolisis parcial o total de acetato de polivinilo para eliminar los
grupos acetato y producir PVA.

Esta ruta quimica da como resultado un producto altamente soluble en agua,
pero insoluble a la mayoria de los disolventes organicos. Cuanto mayor sea el grado
de hidroxilacion y de polimerizacion, menor es la solubilidad en agua y mas dificil
de cristalizar [48]. Debido a su solubilidad en agua, PVA necesita ser reticulado para
para formar hidrogeles [49]. Los hidrogeles son redes poliméricas tridimensionales
capaces de absorber grandes cantidades de liquidos, sin disolverse en ellos y con
el tiempo liberarlos [50]. Esta caracteristica junto con su biocompatibilidad con los
tejidos humanos, permeabilidad y bajo coeficiente de friccidén, los han hecho aptos

para ser usados en aplicaciones médicas [51].

Estas redes tridimensionales estdn compuestas de una fase solida, fluido
intersticial y especies ionicas; se les ha considerado materiales biointeligentes ya

que responden variando su volumen, a estimulos del medio ambiente, tales como:
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cambios de pH, temperatura, concentracion de especies, biomoléculas (glucosa y

proteinas), radiaciones y campo eléctrico [52].

Las propiedades del PVA se encuentran fuertemente influenciadas por el
método de sintesis empleado. El grado de polimerizacion, las condiciones de
hidrdlisis y la etapa de secado afectan las propiedades finales del producto [53]. Las
propiedades fisicas y quimicas del PVA dependen en primer lugar del peso
molecular y en segundo lugar del contenido de grupos acetil o grado de hidralisis.
La solubilidad del PVA va a estar en funcion del peso molecular y del grado de
polimerizacion, de forma que cuanto mayor es el peso molecular, mas insoluble en
agua es el polimero. El polimero totalmente hidrolizado es insoluble en agua a
temperatura ambiente, sin embargo se solubiliza perfectamente por encima de los
85°C [54]. La presencia de grupos hidroxilo aumentan las interacciones por puente
de hidrégeno, tanto intramolecular como intermolecularmente, disminuyendo la
solubilidad en agua, mientras que la presencia residual de grupos acetil disminuye
el nimero de interacciones por puente de hidrégeno, permitiendo la solubilidad en

agua del polimero a temperaturas méas bajas.

Otras propiedades fisicas que lo hacen interesante, es que el PVA es
parcialmente cristalino, mientras que la mayoria de los compuestos de polivino
como el poliestireno o el acetato de polivinilo son amorfos. EI PVA también se
caracteriza por su buena resistencia quimica a compuestos del tipo hidrocarburo,
hidrocarburos halogenados, ésteres de acidos carboxilicos, grasas y aceites
vegetales o animales. La resistencia a disolventes organicos aumenta con el grado
de hidrolisis [54]. Cuando el PVA se calienta gradualmente sin disolverse durante
un largo periodo, se produce su descomposicion gaseosa alrededor de los 110°C,

dependiendo de la intensidad y la duracion del proceso de calentamiento [55].

Una propiedad destacable del PVA es su biodegradabilidad, ya que es uno de
los pocos polimeros sintéticos realmente degradables, obteniéndose como
productos de degradacion de agua y dioxido de carbono [56]. Al menos 55 especies
o variedades de microorganismos muestran procesos de degradacion de este

polimero en diferentes entornos como son los fangos activados, digestores
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anaerobios, sistemas sépticos, compostaje, sistemas acuaticos y lagunaje. EI PVA
es rapidamente biodegradado mediante el proceso de fangos activados, si la
biomasa estd acostumbrada a la aportacion regular de este polimero [57]. Es
importante caracteristica, ademas de su alta electrohilabilidad es lo que lo hace un

polimero ideal para la generacion de sistemas de liberacion de farmacos.

SISTEMAS DE LIBERACION DE FARMACOS BASADOS EN NANOFIBRAS DE
PVA

El PVA es un polimero con caracteristicas ideales para generar colecciones
de nanofibras para ser empleadas como agente de liberacién de farmacos, debido
a gue es un polimero soluble en agua, biodegradable, biocompatible y muy facil de
electrohilar. Se ha reportado el electrohilado de este polimero entrecruzado con
colageno para la produccion de nanofibras cargadas con acido salicilico como un
modelo de liberacién de farmacos. Los autores reportan que los estudios in vitro
mostraron una liberacion adecuada, no obstante, la liberacion no fue completa
debido a que el farmaco presenta interaccion molecular con los grupos funcionales
del PVA'y del colageno [58]. Asimismo, a partir del electrohilado de disoluciones de
PVA/gelatina, y PVAl/alginato cargadas de acido folico, se han producido
colecciones de nanofibras como agente de liberacién. La cinética de liberacion
mostré una rapida liberacion del farmaco en un periodo de 8 h, registrandose una
mayor porcentaje de liberacion del farmaco en la combinacion PVA/gelatina, el cual
no se ligd quimicamente a los polimeros [59]. Otro estudio ha reportado la
fabricacion de nanofibras entrecruzadas PVA/alginato de sodio cargadas con
naftalina, las cuales presentan un porcentaje de liberacion del farmaco de 64% en
8 h [60]. En la combinacién PVA/quitosano como agente de liberacion de ofloxacino,
el estudio in vivo insertando este material en el ojo de conejos, mostrd un patrén de
liberacion sostenida arriba de 96 h, mientras que estudios in vitro mostraron que es
un material no citotéxico con buena biocompatibilidad, ademéas de ser un agente

antibacterial efectivo contra Staphylococcus aureus y Escherichia coli [61].
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Estos estudios demuestran la efectividad del uso de colecciones de
nanofibras basadas en PVA como un agente efectivo para la liberacion de farmacos.
No obstante, todos ellos incluyen la fabricacién de colecciones de nanofibras
dispuestas aleatoriamente, y dado que se ha reportado la mayor efectividad de
estos agentes cuando las colecciones de nanofibras se encuentran alineadas [59],
el estudio del efecto de éste pardmetro sobre la cinética de liberacién de farmacos,

es de gran importancia en el area.
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3. JUSTIFICACION

Las matrices electrohiladas han mostrado un gran potencial como
construcciones para proporcionar una liberacién controlada de una serie de
farmacos, incluidos los antibioticos. Debido a sus caracteristicas estructurales que
incluyen una alta &rea superficial, porosidad y resistencia mecénica adecuada, es
posible favorecer altas cargas de farmaco, y la capacidad de superar las
limitaciones de transferencia de masa asociada con otros sistemas poliméricos, las
matrices electrohiladas pueden cumplir tanto con los requisitos de funcion de

barrera como de administracion de farmacos necesarios para algun tratamiento.

Por su parte, se ha reportado que las colecciones de nanofibras alineadas
presentan una tasa de liberacibn mas eficiente respecto de las colecciones de
nanofibras dispuestas aleatoriamente. En este sentido, el alcohol polivinilico posee
caracteristicas idoneas para la elaboracion de nanofibras alineadas y con ello poder
obtenerlas con organizacion alineada y de esta manera lograr favorecer el
suministro prolongado y eficiente del antibiético evitando muchos de los efectos

secundarios a nivel intestinal y hepatico.

Por tanto, la produccion de estos biomateriales representa una alternativa de
carga mas eficiente y liberacion controlada de una gran cantidad de farmacos, para

los que aun no se dispone de un sistema de administracién mas eficaz.

Por estas razones, el presente trabajo de tesis presenta la obtencion de un
biomaterial basado en PVA en forma de colecciones de nanofibras alineadas
cargado con tetraciclina, para su estudio como modelo de liberacién de farmacos.
La tetraciclina es un antibiético de amplio espectro que ha sido uno de los mas
utilizados y por lo tanto los que han presentado mayor predisposicion a desarrollar
resistencia, por lo que se requiere buscar la manera de suministrarla de manera

mas eficiente y con las minimas reacciones adversas.
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4. OBJETIVOS

4.1. OBJETIVO GENERAL

Obtener colecciones de nanofibras con alto grado de orientacion inducida por
el método de electrohilado air gap de disoluciones compuestas PVA-Tetraciclina
para la evaluacion de la influencia de la microestructura en la cinética de liberacién

del antibidtico.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Fabricar colecciones de nanofibras poliméricas, con distribuciones de diametro

homogéneas y libres de defectos.

Estudiar la influencia de la microarquitectura axialmente alineada, mediante el
electrohilado air gap, en la cinética de liberacion de tetraciclina monitoreada

mediante espectroscopia UV-Vis.

Realizar la evaluacion in vitro de la actividad antimicrobiana en las cepas de

Pseudomonas aeruginosa y Staphylococcus aureus.
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5. HIPOTESIS

Las microestructuras conformadas por colecciones de nanofibras axialmente

orientadas serdn mas eficientes, respecto a microestructuras aleatorias, en la

liberacién controlada de farmacos.

La presencia de grupos polares en la estructura de antibiéticos como la

tetraciclina facilitara la electrohilabilidad y la tendencia a la deposicion alineada

durante el procesamiento en electrohilado air gap.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1 MATERIALES E INSTRUMENTAL
REACTIVOS

Para la preparacién de las disoluciones de PVA y PVA cargado de tetraciclina
(TTC), se utilizaron PVA de peso molecular 89,000 — 98,000, y tetraciclina (98 —

102.0%), ambos de la marca Sigma Aldrich ©.
DISOLVENTES

Los disolventes empleados fueron agua destilada (densidad: 0,997 - 1,002
g/mL, indice de refraccion: aprox. 1,3330. pH: 7.0, conductividad: < 4,3 uS/cm),
alcohol etilico absoluto (MW: 46,07 g/mol, punto de ebulliciéon: 78,3 °C, punto de
fusion: —117 °C, densidad: 0,7895 g/mL (20 °C), pH; 7.0),acetona (MW:58.08 g/mol,
pH: 5 a 6, punto de ebullicion: 56 °C, punto de fusion: —94 °C, conductividad: 0.01
puS/cm), metanol (punto de fusidon: -97.8 °C, punto de ebullicion: 64.7 °C,
conductividad: <1 uS/cm, densidad: 0,79 g/mL, pH: 27.0), e isopropanol (MW: 60,10,
densidad: 0,785 g/mL, punto de fusién: -89.5 °C, punto de ebullicion: 82 °C,
conductividad: 0.01 uS/cm, pH: 7.0), todos ellos de la marca J. T. Baker®.

EQUIPO DE ELECTROHILADO

Para el electrohilado de las disoluciones de PVA, se utiliz6 un equipo de
electrohilado Marca Nabond Technologies® mostrado en la Figura 6.1. Dicho equipo

requiere de los siguientes componentes mostrados en la Figura 6.2:

e Bomba de inyeccion con regulacion de velocidad de flujo modelo -LEGATO

2000 Programmable kdScientific (Holliston, Estados Unidos).

e Fuente de tensién de alto voltaje, con acondicionador automatico de tension
Vogar. LAN-13; 24 A fases-1F 3 Hilos; Frecuencia 58.8 Hz — 61.2 Hz.

(Querétaro, México).
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Fig 6.1. Equipo de electrohilado Naobond Technologies®.

Fig 6.2. a) Fuente de tensién de alto voltaje vista anterior y b) Bomba de inyeccion.

#
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Jeringas y mangueras (figura 6.3):

Jeringas de plastico, estériles y desechables marca comercial. Figura 6.3.
1 ml: calibre 20G x 32 mm
5 ml: calibre 22G x 32 mm
10 ml: calibre 21G x 30 mm
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Figura 6.3. Jeringas utilizadas de acuerdo a su capacidad.

Manguera de teflon, estéril y desechable marca comercial. Figura 6.4
Manguera KVS para solventes

Cubierta: 1.5 mx 1 cm.

Recubre la manguera de portaflujo para reducir el voltaje en la
misma.

Portaflujo:1 m x 0.4 mm.

Contiene la solucion polimérica y conectan directamente la jeringuilla
con la aguja:

— W _a
/R 1

Figura 6.4. Mangueras de plastico a) portaflujo y b) cubierta.c) Aguja simple.
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e Aguja de Electrohilado

Esta aguja va insertada en el puente interior e interconectada a la manguera

portaflujo, y es justamente donde sale la solucion polimérica. La aguja

utilizada fue de calibre #6 (23G, diametro interno 0.33 mm) Figura 6.4.
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6.2 METODOLOGIA
DISOLUCION DE PVA:

El PVA se disolvid en agua destilada para obtener una disolucién al 10% p/v,

la mezcla se mantuvo a 90 °C en estufa durante 8 h.

ISOLUCION DE COSOLVENTES:

Con la disolucién de PVA 10% p/v se realizaron mezclas utilizando alcohol etilico

absoluto, acetona, metanol e isopropanol:

e Solucion de acetona disuelta en PVA en proporcion 1:6.
e Solucion de metanol disuelto en PVA en proporcién 1:6.
e Solucion de isopropanol disuelto en PVA en proporcion 1:6.

e Solucion de alcohol etilico absoluto disuelto en PVA en proporcion 1:6.

Preparadas a temperatura ambiente y con agitacion constante hasta su

completa homogenizacion.

PREPARACION DE SOLUCION DE TTC:

Se utilizaron alcohol etilico absoluto (ETOH) y tetraciclina (TTC) para la
obtencion de la solucion de TTC:ETOH en proporcion 2% p/v. Para tal fin, ambos
componentes se mezclaron a temperatura ambiente y se mantuvieron en agitacion

constante durante 12 h.

DISOLUCION DE PVA/TTC:

Se mezclaron las disoluciones de PVA 'y TTC:ETOH en proporciéon 10:2 vlv,
preparadas a temperatura ambiente y con agitacion constante hasta su completa

homogenizacion.
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ELECTROHILADO:

Las disoluciones de base PVA se cargaron en una jeringa interconectada a
una manguera de teflon y a una aguja de electrohilado #6 (23G, diametro interno
0.33 mm). La aguja del sistema de suministro se conectd6 mediante una pinza
caiman al electrodo positivo del equipo. Mediante una bomba de infusion se
suministré un flujo de alimentacién de 0.3 mL/h. La produccién de colecciones de
nanofibras alineadas fue analizada variando parametros de operacion como el

voltaje y la distancia de trabajo aguja —colector a temperatura ambiente.

Se obtuvieron colecciones de nanofibras dispuestas aleatoriamente
empleando la configuracion de electrohilado convencional empleando un colector
de placa fijo cubierto de aluminio, y colecciones de nanofibras alineadas empleando
la configuracién de electrohilado air gap que incluye un air gap colector disefiado en
el laboratorio conformado por un par de alambres de cobre dispuestos en paralelo

y conectados a tierra.
DETERMINACION DEL GRADO DE ORIENTACION:

Los datos estadisticos, mapas de color e histogramas de orientacion fueron
obtenidos mediante el analisis de imagenes de microscopia electrénica de barrido
por emision de campo (FESEM), obtenidas en un microscopio de alta resolucion (1
nm), equipado con haz atenuante (gentle beam) especial para muestras no
conductoras y haciendo uso de espectroscopia EDS Bruke; modelo: Jeol
JSM 7600F. Dichas imégenes fueron codificadas en el software ImageJ. A través
de las herramientas Directionality y OrientationJ se realizo la determinacion de
grado de orientacion, angulo promedio, mapas de color y tamafio de diametro

promedio nanofibras.
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CINETICAS DE LIBERACION:

Se elabor6 una solucion 1:40 de TTC en etanol. Posteriormente, se realizaron
disoluciones sucesivas 1:2, 1:4, 1:8 1:10 para construir la curva de calibracion, para
la determinaciéon de la concentraciébn a partir de dicha curva. Después de la
inmersion de las nanofibras de PVA-TTC en 20 ml de alcohol etilico absoluto, se
realizaron las lecturas de la liberacion del farmaco, tomando mediciones de
absorbancia cada 5, 10, 20, 40, 60 y 120 min y 4, 12, 24 y 48 h empleando un
espectrofotometro GENESYS 10S UV-Vis de Thermo Scientific y procesados en
software de Excel 2010.

PRUEBAS DE SUCEPTIBILIDAD ANTIBACTERIANA:

Se realizaron ensayos de inhibicion bacteriana en cepas E. coli, S. aureous,
P. aeruginosa, S. pyogenes, y G. Vaginalis grado clinico y grado reactivo. Las cepas
fueron cultivadas en agar EMB, sangre de carnero y MacConkey. Se resembré en
estria masiva para antibiograma utilizando sensidiscos de TTC grado comercial y

las nanofibras PVA-TTC, determinando los halos de inhibicién a las 48 horas.

Técnica de preparacion de las membranas de PVA/CSS

Para la fabricacion de las membranas se usé un equipo de electrohilado
conectado a una fuente de voltaje de alta tension Vogar LAN-13 de 24 fases, una
bomba de inyeccién marca KD Scientific, y un colector tipo air gap fabricado en el
Laboratorio de Polimeros y Materiales. La solucion se cargé en una jeringa con una
aguja de acero inoxidable calibre 9 G, como capilar. Se probaron velocidades de
inyeccion de la solucion polimérica de 0.05 a 0.4 ml/h. El voltaje aplicado entre la
aguja y el colector fue de 8.5 hasta 18 kV y la distancia entre la punta de la agua y
el colector vario entre 8 y 15 cm. El electrohilado se llevé a cabo a temperatura
ambiente, y empleando una separacion de los electrodos (gap) de 2 cm en el caso

de la configuracion air gap.
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En la Tabla 6.1 se presentan los diferentes solventes empleados y los
parametros del equipo de electrohilado que se usaron para el electrohilado de las
disoluciones PVA/cosolvente (PVA-CSS) a diferentes concentraciones, sin

adicionar la TTC.

Es de suma importancia determinar los pardmetros adecuados para lograr
la obtencion de nanofibras de buena calidad, con la menor cantidad de defectos y

homogéneas para la correcta distribucion de antibidtico.

Tabla 6.1. Parametros de electrohilado con los diferentes solventes utilizados.

Parametros de Electrohilado
COSOLVENTE GAP VOLTAJE FLUJO DISTANCIA
(cm) (kV) (ml/h) (cm)
Agua 2cm 10.1 0.4 12
Acetona 2.cm 8.5 0.2 11
Etanol 2cm 8.5 0.3 13
Metanol 2cm 8.4 0.3 14
Isopropanol 2cm 9.1 0.3 13.5

Preparacion de la disolucion de PVA-ETOH-TTC

Para esta disolucion primero se prepara un vial con 2 ml de alcohol etilico
absoluto y se afiadieron 0.03 g de TTC previamente pesados. Se debe proteger de
la luz en todo momento con papel aluminio y mantener en agitacion magnética
constante durante 12 h hasta que la solucion de TTC sea completamente

homogénea.

En un vial coloc6 un volumen de 10 ml de PVA 8%pl/v, se mantuvo a 60 °C, y
posteriormente se adiciond la disolucion de TTC-ETOH; se colocé en agitacion
magnética constante hasta obtener una mezcla homogénea (30 min). Las
disoluciones compuestas PVA-ETOH-TTC se utilizaron en fresco, a temperatura

ambiente.
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ESPECTROSCOPIA INFRARROJO (FTIR):

La estructura quimica de las nanofibras obtenidas, se determinaron mediante
Espectroscopia Infrarrojo con Transformada de Fourier usando la técnica de
Reflectancia Total Atenuada en un espectrofotometro Nicolet iIS10 de Thermo

Scientific
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 CARACTERIZACION ESTRUCTURAL POR MICROSCOPIA
ELECTRONICA DE BARRIDO POR EMISION DE CAMPO.

SISTEMAS DE DISOLVENTES CON PVA

El PVA es un polimero altamente electrohilable, a partir de sus disoluciones
acuosas es posible la obtencion de colecciones de nanofibras de alta calidad, en
términos de uniformidad y distribucion de didmetro. En la Figura 7.1 se presenta la
microestructura de las nanofibras de PVA obtenidas mediante el procesamiento de
disoluciones acuosas de PVA 10% p/v empleando la configuracién de electrohilado
convencional. Se observan colecciones de nanofibras depositadas de forma
aleatoria y de alta calidad, sin la presencia de los defectos caracteristicos
denominados “perlas”. De acuerdo al histograma mostrado en la Figura 7.1, la
distribucion de tamafio de diametros no es muy amplia, variando desde 90 nm hasta
140 nm, con diametro promedio de 112 nm. Estas nanofibras se obtuvieron
empleando los siguientes parametros del equipo: voltaje de 10.1 kV, a una distancia

de trabajo de 13 cm y una velocidad de flujo de 3.0 mL/h; con una apertura del gap

de 2 cm a temperatura ambiente.
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Figura 7.1. Coleccion de nanofibras de PVA e histograma de distribucién de diametro.
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Debido a la limitada solubilidad de la TTC, para la incorporacién del
antibiotico a las disoluciones a electrohilar para la obtencién de nanofibras de PVA
cargadas con TCC (PVA-TTC), se emplearon volumenes discretos de disolventes
(en proporcion 1:6.respecto al volumen de PVA acuoso), tales como: etanol,
metanol, acetona e isopropanol; los cuales, ademas de proveer un adecuado
entorno dieléctrico y presentar alta velocidad de evaporacion, facilitan la solubilidad
del antibiotico. Por lo anterior, se estudio la influencia de los co-disolventes en la
electrohilabilidad del PVA. En la Figura 7.2 se observan las microarquitecturas de
PVA obtenidas a partir de las diversas mezclas de codisolventes. En las imagenes
se puede observar que el uso de etanol promueve la obtenciéon de colecciones de
nanofibras de mejor calidad respecto a los demas disolventes empleados.

Este resultado, marco la pauta para el estudio del procesamiento mediante
electrohilado air gap para la obtencion de las colecciones de nanofibras alineadas
PVA-TTC. Asi pues, se prepararon disoluciones de TTC (0.03 g) en 2 mL de etanol

que posteriormente fueron adicionadas a disoluciones acuosas de PVA (10% p/v).

En la Figura 7.2 A, se muestra la microestructura de las nanofibras de PVA-
acetona, la cual se gener6 empleando los siguientes pardmetros de electrohilado:
8.5 kV, 0.3 ml/h de velocidad de inyeccion, una distancia de trabajo de 11 cm,
temperatura ambiente y empleando una solucion polimérica de PVA al 10% p/v en
una relacién 1.6 de acetona. Se pueden observar muchas nanofibras rotas y de
diametro variable, con escasa formacion de defectos (“perlas”), disposicidon
aleatoria, y por lo tanto muy baja alineacién. Estos defectos pueden deberse al bajo
peso molecular/concentracion del polimero, baja viscosidad, y alta tension
superficial o baja densidad de carga [62]. Se puede concluir que, a bajas
concentraciones y alta la fuerza eléctrica generada, el polimero solidifica de manera
muy rapida y se acumula en forma de perlas o gotas dispersas a una de las
nanofibras esencialmente libre de gotas. Esto ocurre debido a un insuficiente
enmarafiamiento de cadenas en la solucion, donde la concentracién critica inicial

esta por debajo en la concentracion [25].
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Figura 7.2. Microsestructura de las nanofibras producidas mediante electrohilado convencional de
disoluciones acuosas de PVA 10% p/v/CSS en proporcién 1:6 para A) Acetona B) Metanol, C)
Isopropanol y D) Etanol.

Del andlisis de la Figura 7.2 B, con la adicion de metanol se observa una
estructura de nanofibras interconectadas mas homogéneas debido a que se
incrementd la distancia de trabajo a 14 cm, la cual influye directamente en la
morfologia de las mismas. De esta manera la soluciéon se deposité a 9 kV, 0.3 ml/h,
empleando la solucion polimérica de PVA al 10% p/v en relacién 1:6 de metanol. Se
pueden observar muchas nanofibras rotas con algunas imperfecciones en su

estructura, sin llegar a formar defectos en forma de perlas, esto debido al balance
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adecuado entre las fuerzas electrostéaticas y la tension superficial de la solucion del
polimero que causa interacciones entre los chorros primarios, y las nanofibras se
forman antes de llegar al colector. Sin embargo, también se puede notar una mejor
alineacion con respecto a la estructura de las nanofibras obtenidas empleando
acetona, indicando con esto que la nanofibras depositadas en el colector contienen
menor humedad a comparacion con la anterior, esto debido a que la distancia
aumenta entre aguja y colector y que la soluciéon posee mayor contante dieléctrica
ya que valores elevados de esta, reduce la posibilidad de generar gotas en las

nanofibras [63].

Con el empleo de isopropanol (ver Figura 7.2 C) se genera una
microestructura con algunos defectos evidentes. Esta coleccion se obtuvo
empleando una solucion de PVA al 10% p/v en una relacién 1:6 respecto del
isopropanol, se depositoé a 9 kV, 0.3 ml/h y una distancia de trabajo de 13.5 cm. Se
pueden observar abundantes nanofibras rotas de diametro similar, con prevalencia
aleatoria y por lo tanto muy poca alineacion. Sin embargo, a simple vista es posible
notar que la distancia de trabajo cumple un papel muy importante en la morfologia
de las nanofibras debido a la incompleta evaporacién del solvente. En este caso, el
aumento en el voltaje y la viscosidad de la disolucion mejora significativamente la

morfologia de las nanofibras.

Finalmente, para la disolucion de PVA- etanol se decidié aumentar el voltaje
a 9.7 kV, manteniendo la velocidad de inyeccion en 0.3 ml/h y una distancia de
trabajo de 13 cm, con la concentracion de la solucion polimérica de PVA al 10% p/v
en una relaciéon 1:6 respecto del metanol. En general, se aprecian nanofibras
lineales, homogéneas, interconectadas y delgadas, no se observan defectos, y los

diametro son uniformes tal y como se aprecia en laimagen 7.2 D.

Los histogramas que muestra la distribucion de diametros de las nanofibras
obtenidas empleando los diferentes disolventes se muestran en la Figura 7.3. Se
observa que con el empleo de acetona, los diametros se encuentran entre 120 a

220 nm, con didmetro promedio de 150430 nm (Figura 7.3 A). Con el empleo de
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metanol la distribucion de los diametros presenta mejores caracteristicas, ya que

poseen didmetros menores (entre 40 y 110 nm, con un diametro promedio de 78+18

nm), como se aprecia en la Figura 7.3 B.
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Figura 7.3. Distribucion del diametro de las nanofibras empleando los diferentes co-disolventes.

Nota: el disolvente se indica en la leyenda del grafico.

Por su parte, el empleo de isopropanol genera nanofibras con didmetros entre

70 a 130 nm, con un diametro medio de 95+15 nm, como se observa en la Figura

7.3 C. Las nanofibras son mas delgadas debido a la baja concentracion y viscosidad

de la solucién, sin embargo, presentan mayor distribucion de diametro promedio.

Finalmente, la distribucién de los diametros de las nanofibras empleando metanol

se encuentran entre 100 y 190 nm, con diametro medio de 131+ 25 nm tal como se

presenta en la Figura 7.3 D.
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La alta concentracion del PVA (10 %p/v) permite obtener diametros promedio
aceptables. Con este resultado es posible corroborar que la concentracién de la
solucion polimérica esta relacionada directamente a la uniformidad y el diametro de
las nanofibras obtenidas. Asi mismo, fue posible observar que tanto la velocidad de

flujo, como el voltaje ejercen un efecto importante en la formacién de las nanofibras.

A partir del analisis microestructural y de los parametros de electrohilado de
las nanofibras obtenidas a partir de las disoluciones 1.6 de PVA (10%
p/v):codisolvente, sin ser cargadas con la TTC, se observé que el etanol es el
codisolvente que genera las nanofibras de mayor calidad, por lo que se procedio al
electrohilado de disoluciones de PVA acuoso, PVA:etanol (PVAgwor) 10:2 viv y
PVA:etanol cargadas con TTC (PVAEewon-TTC) disolviendo la TTC en etanol y
posteriormente agregando esta disolucion al PVA tal como se describié en el
apartado 6.2; empleando la configuracién air gap para el analisis de la influencia de
los parametros, tanto de la disolucion como de los parametros del proceso, para la

generacion de colecciones de nanofibras alineadas y cargadas con el antibiético.

Las disoluciones fueron electrohiladas utilizando una distancia de trabajo 11
cm, apertura del gap de 2 cm, velocidad de flujo 0.3 ml/h y operando a temperatura
ambiente. Las microestructuras obtenidas se muestran en la Figura 7.4, se aprecian
atributos comparables al control de PVA puro (procesado sin codisolvente) entre las
muestras PVAeioH Y PVAeon-TTC, en términos de interconectividad, porosidad,
uniformidad de diametro y ausencia de defectos. En los tres casos, las colecciones

poseen una calidad sobresaliente.
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Figura 7.4. Coleccion de nanofibras de PVA, PVAEewon y del material PVA-TTC 10:2.

La determinacion del grado de orientacion suele basarse en el compendio de
informacion cualitativa y cuantitativa que deriva del analisis de las microestructuras.
Asi, la informacién generada del estudio mediante FESEM es util para calcular los
porcentajes de alineacion axial a partir de herramientas digitales. Para tales
determinaciones, se emplearon las herramientas OrientationJ y Directionality del
software ImageJ, el cual permite también la generacién de mapas de distribucion de
intensidad mediante la transformada de Fourier rapida, o mapas FFT por sus siglas
en inglés (Fast Fourier Transform). Los patrones de FFT de muestras con
disposicion aleatoria suelen presentar distribucion circular, mientras que la

distribucion de intensidad de las muestras alineadas comiUnmente es en forma
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eliptica [64]. A partir de las imagenes de FE-SEM correspondientes a las muestras
obtenidas mediante electrohialdo air gap se realiz6 el analisis de orientacién, como
se muestra en la Figura 7.5. Al momento, los mayores grados de orientacion
obtenidos son 45% y 33% para la coleccion de PVAeon Yy PVAEewon-TTC,
respectivamente. En ambos casos, los diagramas FFT presentan una distribucion
circular, tal y como se observa en la Figura 7.5.
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Figura 7.5. Andlisis del grado de orientacion de las nanofibras PVAEewon Yy PVAEwoH-TTC 10:2.
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En las imagenes de FESEM de ambas muestras en de la Figura 7.5, se
observan colecciones de nanofibras libres de defectos, sin embargo el histograma
de orientacién exhibe valores muy bajos. Del 45% y 33% respectivamente debido

a las condiciones del electrohilado.

Analizando més a detalle la morfologia de las colecciones de nanofibras de
la disolucion de PVA-ETOH-TTC, esta coleccibn muestra nanofibras mas
homogéneas y con mayor interconectividad, esto se atribuye al incremento tanto la
distancia de trabajo a 13 cm como el voltaje a 10.4 kV, esto empleando una
velocidad de inyeccion de 0.3 ml/h, con la concentracion de la solucion polimérica
de PVA al (10% p/v) en proporcién 1:6 respecto del etanol conteniendo 0.03 g de
TTC.

En laimagen 7.6 A, se puede observar que algunas zonas de esta coleccion
exhibe una cantidad considerable de defectos; lo anterior es debido a la
inestabilidad del jet polimérico como consecuencia de factores ambientales,
temperatura y humedad (8-15°C,Hr= 60%), que repercuten directamente en la

morfologia de las nanofibras.

Sin embargo, también es posible notar la disposicion con una mayor
tendencia a la alineacion, sobre todo en escala macroscopica después de 1y 6 h
de tiempo de trabajo, lo que se muestra en las Figuras 7.6 A2 y AS3,

respectivamente.
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DIAMETRO NANOFIBRAS PVA-TTC
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Figura 7.6. Colecciones de nanofibras PVA-ETOH-TTC 10:2 a 13 cm, 10.4 kV, 0.3 mL/h y 10 °C:
A) FESEM, A1) 1 h de proceso, A2) 6 h de proceso.

No obstante, al incrementar tanto el voltaje a 13.4 kV y la distancia de trabajo
a 14 cm, con 0.3 ml/h de velocidad de inyeccion, y empleando la solucién polimérica
de PVA al 10% p/v en una relacién 1:6 respecto del etanol cargado con TTC, se
obtiene una microestructura mas homogénea (Figura 7.7 A), esto fue posible debido
a que la eyeccion de goticulas se minimizé. Adicionalmente, las condiciones
ambientales de temperatura y humedad: 20-24°C; Hr=16.7%, favorecen la

evaporacion del disolvente, minimizando asi la formacion de defectos, incluso a
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nivel macroscopico (Figura 7.7 A2). A su vez, el electrohilado bajo estas condiciones
ambientales también influye en el grado de alineacion, siendo inversamente

proporcional al diametro de las nanofibras.

PVAEewon-TTC

DIAMETRO NANOFIBRAS PVA-TTC
D=101+15nm
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80- 90 100 110 120 130 140+
DIAMETRO (nm)

FRECUENCIA ABSOLUTA

15.0kV SEI

Figura 7.7. Colecciones de nanofibras PVA-ETOH-TTC 10:2 a 14 cm, 13.4 kV, 0.3 mL/h y 22°C :
A) FESEM, A1) 1 h de proceso, A2) 6 h de proceso.

Con respecto a la orientacion, en la imagen 7.8 A se puede apreciar que las
nanofibras alineadas de PVA-TTC electrohiladas a 10 C° presentaron una
orientacion del 91 %, con un angulo de 103° y una desviacion estandar de 23°. Por
otro lado, al aumentar la temperatura del ambiente a 22 °C (aproximadamente) se
obtienen mejores caracteristicas, obteniendo el 88% de las nanofibras con un grado

de alineacion de 94° y disminuyendo la desviacion estandar a 16° de acuerdo a la
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imagen 7.8 B en concordancia con los mapas de color que muestran gradientes de
orientacién predominante hacia 100° y 95°, respectivamente.

0025 1| Orientacién 91%
0,020 G = 103 + 23

Almount
(=T ]

0 20 40 60 80 100 120
Direction (°)

0 10 20 30 40 50 80 70 B0 90 100 110 120 130 140 150 150 170 180
Direction (°)

Figura 7.8. Histogramas de orientacion y mapas de colores de las nanofibras PVA-ETOH-TTC 10:2
A) Obtenidas a 10 °C B) Obtenidas a 22 °C
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7.2 CINETICA DE LIBERACION DE LA TTC

Generalmente, los sistemas de liberacion controlada de drogas presentan un
mecanismo de dosificacion basado en la difusion del farmaco a través de la matriz
polimérica. La mayoria de formulaciones farmacéuticas se basan en este
mecanismo para determinar la cinética de liberacién de la droga, la cual podria
presentar una combinacion con otros mecanismos, como la degradacion y/o erosion

de la matriz polimérica.

El espectro de absorcion UV-vis de TTC a pH 3 presenta tres bandas: a 220
nm (banda 1) asignada al sistema aromatico D de la molécula, a 270 nm (banda 2)
asignada al cromoforo del anillo A 'y a 357 nm (banda 3) correspondiente al
cromoforo BCD (Figura 7.9). Este ultimo cromoforo contribuye a los tres maximos

de absorcién [65].

banda 2:
banda 3: 357 nm 270 nm

Figura 7.9. Bandas de UV visible caracteristicas de la TTC.

En la Figura 7.10 A se presenta el espectro UV-vis de la solucion de TTC-
ETOH, el cual despliega las bandas caracteristicas de TTC a 270 nm,
correspondiente al sistema tricarbonilico A y a 357 nm del croméforo BCD [65].
Mientras que en el espectro de la Figura 7.10 B, se muestra un efecto directamente
proporcional en el maximo de la banda de absorbancia respecto de la concentracion
de TTC.
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Figura 7.10. A) Bandas de UV visible caracteristicas de la TTC. B) Influencia de la concentracion

de la TTC en la absorbancia.

El registro de la cinética de liberacion, se llevo a cabo como se describe a

continuacion; se colocaron en inmersion las nanofibras de PVA-TTC aleatoria y

alineada durante 48 h, cada una en un vial de 20 ml de etanol, tomando las lecturas

de absorbancia mediante una alicuota de la soluciéon de 20 mL, a los 5, 10, 20, 40,

60y 120 miny 4, 12, 24 y 48 h. En lo que respecta a las nanofibras alineadas se

puede observar en la Figura 7.11 un desplazamiento batocromico de la banda 3

debida a la deprotonacion de los grupos —OH 11y 12 a valores de pH superiores al
pKa2 (7,7), pasando de 357 a 367 nm.
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Figura 7.11. Espectros de absorcion UV-vis de liberacién en medio acuoso de la TTC a partir de

las colecciones de nanofibras PVA-TTC.
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En la Figura 7.12 se puede observar que la liberacion de la TTC es constante
en todo el proceso, siendo mas rapida en las primeras 4 horas y posteriormente
presenta una tasa de dosificacion sostenida. La cinética de liberacion en estos
andamios es lenta debido a la configuracion estructural de las nanofibras, la
alineacion permite un mayor control en la liberacion de la TTC a través de la matriz

polimérica.
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Figura 7.12. Bandas de UV visible de liberacién de TTC de las nanofibras alineadas.

A diferencia de las nanofibras alineadas, las dispuestas aleatoriamente
presentan una liberacion constante pero mas rapida hasta las 24 horas.
Posteriormente, la concentracién del farmaco logra mantenerse estable como se
observa en la Figura 7.13. Esto sucede debido a la menor densidad y un tamafio de
poro aumentado a comparacion de las nanofibras alineadas [40].

0.4

0.36 —

2 0.31 % 0.3
o S

2 0.26 & 025
g 2
2 o

2 0.21 @ 0.2
'2 <<

0.16 0.15

0 12 3 4 0 20 40
Tiempo (h) Tiempo (h)

Figura 7.13. Bandas de UV visible de liberacién de TTC de las nanofibras aleatorias.
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Finalmente, se puede concluir que el perfil de liberacion de las nanofibras
aleatorias presenta una tasa de dosificacion mayor, lo que se atribuye a que la TTC
se encuentra presente de manera superficial en la nanofibras. Mientras para las
nanofibras alineadas la distribucibn es mas homogénea y la dosificacion mas
sostenida. La cinética de liberacion de la TTC es similar en ambos casos; a las
primeras horas se alcanza una liberacion rapida de la TTC, y a partir de ahi
comienza a mantenerse estable. Sin embargo, las nanofibras aleatorias liberan
mayor cantidad del farmaco, mientras que en las nanofibras alineadas se libera mas
lento (Figura 7.14).
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Figura 7.14. Bandas de UV visible de liberacién de TTC de las nanofibras alineadas y aleatorias

en referencia a A) Absorbancia B) Concentracion
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7.3 PRUEBAS DE SUSCEPTIBILIDAD ANTIMICROBIANA.

Se ha observado en la literatura que los sistemas de transporte de farmacos
con base en nanotecnologia, son mas eficaces que los sistemas
convencionales[66][67]. Uno de los aspectos mas importantes de las técnicas de
procesamiento para la obtencion de materiales en forma de nanofibras, es que el

polimero contenga el farmaco, pero ademas que mantenga su bioactividad

Las nanofibras de PVA-TTC-ETOH fueron evaluadas para determinar su
actividad antimicrobiana in vitro mediante una prueba de susceptibilidad
antimicrobiana por difusibn en agar, utilizando para ello cepas microbianas:

Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus aureus y Streptococcus sp; se emplearon

dos controles, uno positivo (sensidiscos comerciales de TTC) y uno negativo
(nanofibras de PVA sin TTC). La prueba se mantuvo durante 24,y 48 h, transcurrido

el tiempo, se determind el diametro de los halos de inhibicion.

ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA

Staphylococcus aureus

El ensayo en Staphylococcus aureus a 48 h de incubacién (Figura 7.15)

permitié observar que la prueba con las nanofibras de PVA alineadas o aleatorias
sin TTC no presentaron inhibicion del crecimiento bacteriano, mientras que el control
del sensidisco de TTC mostr6 un halo de inhibicion de 23 milimetros, mientras que
las nanofibras alineadas de TTC presentaron un halo sensible de inhibicion de 25
mm. Esto evidencia ésta cepa es sensible al antibidtico al tener la Concentracion
minima inhibitoria (€4 pg/mL o 219 mm, de acuerdo a las guias CLSI) necesaria,

siendo ambas efectivas para inhibir el crecimiento bacteriano.
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Figura 7.15. Test de zona de inhibicion de Staphylococcus aureus en agar EMB.

Klebsiella pneumoniae

Para el ensayo con Klebsiella pneumoniae a 24 h de incubacion (Figura 7.16), se

puede observar que las nanofibras de aleatorias de PVA-TTC la inhibicion pequefio
(10 mm) por lo que presentan resistencia. Por su parte, tanto el sensidisco de TTC
como las nanofibras alineadas de PVA cargadas con TTC presentaron un halo de
inhibicién sensible, el cual tiene una circunferencia bien delimitada similar de 15.5
cm respecto a la cepa bacteriana, por lo que ambos son sensibles (<3 pg/mL o 214

mm).

-

Sensidisco C+ TTC

Y A / 4 ’:
B o . ]
Aleatorias - | d
Figura 7.16. Test de zona de inhibicion de Klebsiella pneumoniae en agar EMB.
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Streptococcus sp

El ensayo con Streptococcus sp a 72 h de incubaciéon (Figura 7.17) permitid

observar que tanto el sensidisco de TTC (control positivo), las nanofibras aleatorias
de PVA 'y el control negativo no presentaron inhibicion del crecimiento bacteriano,
mientras que las nanofibras alineadas presentan un halo de inhibicion muy pequefio
de 7 mm. Aun asi la cepa es resistente a no tener la distancia de inhibicion

suficiente. (2 pg/mL 0 223 mm).

Nanofibras TTC
Alineadas

,~_\

»

.

Nanofibras TTC
Aleatorias

Figura 7.17. Test de zona de inhibicién de Streptococcus sp en agar sangre de carnero.
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7.4 ESPECTROSCOPIA INFRARROJO (FT-IR)

Se realizd el analisis mediante espectroscopia FT-IR para determinar la
incorporacion de TTC cargada en las nanofibras. En la figura 7.18 se presentan los
resultados:

100

75

50

oind YAd

25

96
84
72

60

Transmitancia (%)

96

84

72

eloese D1 1-VAd epesulle J11-vVAd

60

1000

4000 3500 300 2500 2000 1500

Longitud de onda (cm™)

Figura 7.18. Espectro FT-IR de las nanofibras de PVA y PVA-TTC alineada y aleatoria.

El espectro FT-IR tipico de PVA presenta las vibraciones caracteristicas del
grupo —OH entre 3674 y 2995 cm, en 2927 cm™ la vibracién del estiramiento
asimétrico del enlace C-H y simétrico en 2877 cm™, en 1070 cm™ aparece la
vibracién de estiramiento del enlace C-O, y en 848 cm! la vibracién fuera del plano
del grupo O-H [68,69].
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En cuanto a las nanofibras, el espectro es similar dado que ambas contienen
TTC; la muestra alineada no presenta alguna diferencia respecto a la aleatoria
debido a que sdlo se estd haciendo un cambio de organizacion del material, no un
cambio en la composicion quimica. Los espectros son divididos en tres regiones
para su descripcion: la region por arriba de 3000 cm incluyen bandas relacionadas
con grupos hidroxilos y amino, la regién dividida entre 3000 y 1500 cm incluyen
vibraciones de extensién grupos acilo, carbonilos y alquenos; la region por debajo
de 1500 cm se caracteriza principalmente por regiones de extension de grupos
acilo y diversos grupos funcionales, la regién por debajo de 1500 cm como regién
de la huella digital porque es especifica para un compuesto. Presenta las
vibraciones de extensién caracteristicas del grupo —OH entre 3674y 2995 cm
[70]. La vibracién del estiramiento asimétrico del enlace C-H y simétrico en 2900
cm™, en 1400 cm™ vibracién de extension del enlace C-O, en 950 cm vibracion de
flexion del enlace C-O-H y en 1050 cm y 850 aparece la vibracion de flexion fuera
del plano del enlace C=C-H. Ello de acuerdo a las sefiales correspondientes a la

tetraciclina incorporada [70-71].
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8. CONCLUSIONES

Se establecieron los parametros Optimos para la obtencién de nanofibras
alineadas de PVA-TTC-ETOH mediante la técnica de electrohilado air gap. Estas
colecciones de nanofibras son efectivas y altamente reproducibles. El uso de
cosolventes permitié disolver la tetraciclina al ser poco miscible en agua, lo cual
favorecid el proceso de electrohilado de una mezcla homogénea de los
componentes. Del andlisis de los parametros de electrohilado, se observo que tres
de ellos son de gran relevancia para la obtencion de nanofibras de buena calidad;
la concentracién de la solucién polimérica, voltaje aplicado y distancia de trabajo,

ademas de la interaccion de la TTC con los cosolventes.

A partir del analisis de la estructura mediante FESEM se observd que el
disolvente que promueve la obtencién de nanofibras de mayor calidad es el etanol,
de tal forma que las nanofibras alineadas de PVA-TTC-ETOH poseen un estructura
homogénea con una superficie lisa, orientacion alineada y tamafios promedio de
diametros de 101 nm, a diferencia de las nanofibras aleatorias, las cuales tienen
diametros y orientacion irregulares. Ademas se obtuvieron 88% de las nanofibras

con un grado de alineacion de 94+16.

La cinética de liberacidbn mostré que una tasa de liberacion mas lenta en las
nanofibras alineadas de PVA cargadas con TTC, con un maximo de liberacién a las
4 h, manteniendo una liberacion eficaz y sostenida. A diferencia de las nanofibras
aleatorias las cuales presentan una velocidad de liberacion alta en los primeros

minutos.

Tras realizar el ensayo del analisis del efecto antimicrobiano, se puede concluir
que las nanofibras alineadas son activas sobre las cepas que indica la bibliografia,
aungue esto depende de los factores de resistencia que presenten las bacterias.
Las nanofibras alineadas con la TTC indujeron inhibicion del crecimiento bacteriano

en el ensayo de difusiébn en agar a 48 h en cultivos de Klebsiella pneumoniae y
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Staphylococcus aureus superando el desempefio de las colecciones de nanofibras

aleatorias; en Streptococcus sp no se presentd sensibilidad, esto puede deberse a

que sea una especie resistente al antibiético; lo que indica que los andamios de
nanofibras de PVA alineadas, son candidatos para el tratamiento contra bacterias
de amplio espectro, y de acuerdo a la dosificacion, reducir el consumo de estos en

un periodo de tiempo mas extenso.

Finalmente, se han conseguido elaborar nanofibras alineadas y cargadas con
un antibiético, las cuales resultan novedosas como medio de liberacién
farmacoldgica. Esto representa una buena alternativa para conseguir una tasa de
dosificacion mas sostenida, y por lo tanto disminuir algunos de los efectos adversos

gue pueden presentar al ingerir los farmacos habituales.
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9. RECOMENDACIONES

Esta investigacion deja en claro que los estudios con biomateriales deben de
continuar, con el objetivo de encontrar nuevas alternativas a las ya existentes; o
bien, mejorar y modificar técnicas que permitan coadyuvar a la mejora tecnolégica
en cualquier ambito. Los resultados propuestos son muy prometedores ya que
permiten introducirse mas profundamente en investigaciones del desarrollo de

andamios y/o sistemas de liberacion para su aplicacion en biomedicina.

Usar cosolventes con mayor constante dieléctrica que aqui empleados, con
la intensién de favorecer aun mas el proceso de electrohilado y para reducir el
diametro de las nanofibras que constituyen al andamio. También, probar con

diversos farmacos para una mayor aplicacion en otras areas de esta técnica.

Se podria buscar un segundo polimero e implementar un electrohilado
coaxial, cuya funcién sea proteger el farmaco de la degradacion y de esta manera

hacerlos mas estables.

Es necesario estudiar mas a detalle la cinética de liberacion realizando el
ajuste matematico para las nanofibras con el modelo Korsmeyer-Peppas ya que
tiene en cuenta el fenomeno de difusion tipo Fickiano y el fenbmeno de relajacion
de las cadenas poliméricas, esto nos permitira calcular e interpretar las diferentes
variables o constantes que describe o para analizar si podria estar involucrada mas

de un tipo de liberacién en el sistema.
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