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RESUMEN

El electrohilado es una de las técnicas mas populares para la produccion de
vehiculos de liberacion basados en polimeros biocompatibles y biodegradables como
soportes ideales para farmacos, debido a la similitud entre su microarquitectura y la
matriz extracelular; caracterizada por una alta relacion superficie/volumen y porosidad.
Los sistemas de liberacién basados en nanofibras alineadas pueden potencializar la
eficacia de los compdésitos como plataformas de liberacion del farmaco. De este modo,
la configuracién de electrohilado air gap sobresale como una de las variantes mas

confiables y asequibles para producir nanofibras con alto grado de orientacion.

El presente trabajo de Tesis aborda la obtencién de nanoestructuras compuestas
de alcohol polivinilico (PVA)-tetraciclina (TTC) orientadas axialmente, empleando un
disolvente eutéctico (DES) como aditivo para el electrohilado air gap. Se analiza la
influencia de la variacion de los parametros de electrohilado sobre la estructura y calidad
generada, y la influencia de la adicion del DES cloruro de colina:urea (ChCI:U) en la
orientacion y estructura de las nanofibras compuestas PVA-TTC; obteniendo nanofibras
de buena calidad y alto nivel de orientacién. La cinética de liberacion del farmaco fue
monitoreada mediante espectroscopia UV-Vis, logrando la liberacion de manera mas
eficaz y sostenida, misma que converge con el modelo de tedrico de Peppas-Sahlin, que
describe la liberacion de farmacos de una matriz polimérica través de una combinacién
de difusion y erosion. La influencia de la orientacion de la nanofibras cargadas con TTC
se analiza en funcion de la inhibicidon del crecimiento de cepas de interés clinico como:

Klebsiella pneumoniae, Staphyloccocus aureus'y Escherichia coli.

La caracterizacion de las nanofibras de PVA-TTC incluye el analisis estructural y del
grado de orientacién, determinado mediante microscopia electrénica de barrido por
emisién de campo (FESEM), el analisis de las micrografias con el software imageJ para
determinar el grado de orientacion, datos estadisticos y mapas de color por gradiente.
Asi como el analisis mediante espectroscopia de infrarrojo (FTIR) y el analisis térmico

(TGA/DSC) para la verificacion de la incorporacién del antibiético a las nanofibras.

Palabras clave: Electrospinning; biopolimeros; andamios celulares; liberacion de

farmacos; air gap.




ABSTRACT

Electrospinning is one of the most popular techniques to produce release vehicles
based on biocompatible and biodegradable polymers as ideal drug carriers, due to the
similarity between their microarchitecture and the extracellular matrix; characterized by a
high surface-to-volume ratio and porosity. Delivery systems based on aligned nanofibres
can enhance the efficacy of composites as drug delivery platforms. Thus, the air gap
electrospinning configuration stands out as one of the most reliable and affordable

variants to produce highly oriented nanofibers.

The present thesis work proposes the production of axially oriented polyvinyl alcohol
(PVA)-tetracycline (TTC) composite nanostructures, using a eutectic solvent (DES) as an
additive for air gap electrospinning. The influence of the variation of the electrospinning
parameters on the structure and quality generated, and the influence of the addition of
the DES choline chloride:urea (ChCIl:U) on the orientation and structure of the PVA-TTC
composite nanofibers is analyzed; obtaining nanofibres of good quality and high level of
orientation. The kinetics of drug release of aligned nanofibers was monitored by UV-Vis
spectroscopy, achieving a more efficient and sustained release, which converges with
the Peppas-Sahlin theoretical model, that describes the drugs release from a polymeric
matrix through a combination of diffusion and erosion. The influence of the orientation of
the TTC-loaded nanofibers is analyzed in terms of growth inhibition of strains of clinical

interest such as: Klebsiella pneumoniae, Staphyloccocus aureus and Escherichia coli.

The characterization of the PVA-TTC nanofibers includes the structural analysis and
degree of orientation, determined by field emission scanning electron microscopy
(FESEM), and the analysis of the micrographs with imaged software to determine the
degree of orientation, statistical data and gradient color maps. Infrared spectroscopy
(FTIR) and thermal analysis (TGA/DSC) were used to verify the successful incorporation

of the antibiotic into the nanofibers.

Keywords: Electrospinning; biopolymers; cellular scaffolds; drug release; air gap.
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1. INTRODUCCION

La tecnologia de administracion controlada de farmacos a partir de nanomateriales
representa una de las areas cientificas de gran interés en la actualidad, debido a su
significativa contribucién en el cuidado de la salud humana. Estos sistemas de
administracion de farmacos ofrecen numerosas ventajas en comparacion con las formas
de dosificacion convencionales, entre las que se incluyen la mejora de la eficacia en las
pautas posoldgicas y en el perfil farmacocinético, asi como en la reduccion de la toxicidad
e incluso de los efectos secundarios. Estos sistemas suelen utilizar polimeros de origen

natural o sintético como portadores de los farmacos [1].

En sistemas bioloégicos, las moléculas o iones bioactivos suelen liberarse en
condiciones controladas, en un lugar especifico y durante un lapso determinado. Para tal
fin, las colecciones de nanofibras han cobrado un interés considerable, ya que las
moléculas terapéuticas pueden ser integradas en estas nanoestructuras, presentando un
mayor control de la liberacién del farmaco. En este sentido, las colecciones de nanofibras
pueden ofrecer rendimientos y propiedades que no se presentan en otros materiales,
como alta area superficial, tamafio nanométrico, alta resistencia mecanica, superficie
modificable, entre otras. Los sistemas de administracion de farmacos basados en
nanofibras que responden al entorno son relativamente nuevos, pero poseen ventajas
incomparables debido a su mayor permeabilidad, permitiendo un tiempo de respuesta

mas corto y un control mas preciso de la tasa de liberacion [2-3]. [2-3].

El electrohilado es una de las técnicas mas populares para la produccion de este
tipo de microarquitecturas basadas en nanofibras, ya que es un técnica sencilla, versatil
y robusta que produce fibras de diametros que van desde varios nandometros hasta
decenas de micrometros. En comparacion con otras técnicas de fabricacién de micro y
nanofibras, este método requiere aparatos mas sencillos para su funcionamiento,
ademas de producir grandes cantidades de productos y permitir el procesamiento de una

amplia variedad de polimeros y sus compdésitos [4].

Los sistemas de liberaciéon controlada basados en microestructuras tienen como

finalidad mejorar la eficacia del tratamiento farmacolégico. Esta mejora puede consistir
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en aumentar la actividad terapéutica en comparacion con la intensidad de los efectos
secundarios, reduciendo el numero de dosis de farmacos durante el tratamiento, o

eliminando la necesidad de la ingesta de mas farmaco mediante dosis repetidas.

Por otra parte, en la actualidad, la resistencia a los antibiéticos es uno de los
problemas clinicos de mayor alcance, ya que las bacterias han desarrollado mecanismos
de tolerancia a los antibi6ticos a través de variaciones genéticas; como consecuencia de
su consumo indiscriminado. Este hecho compromete la profilaxis de las enfermedades
infecciosas, socavando muchos avances en la medicina y desencadenando un grave
problema de salud publica [5]. Por lo anterior, es imperativo el desarrollo de estrategias
de liberacion controlada mediante el disefio de nuevos sistemas de dosificacion para el
suministro eficiente de antibidticos, permitiendo ademas minimizar los efectos

secundarios asociados con los métodos de administracion tradicional.

Se ha demostrado que el control del tamano, la forma y la orientacién espacial de
las nanofibras electrohiladas es crucial para su uso en sistemas de liberacion de
farmacos e ingenieria de tejidos. La liberacion de farmacos a partir de sistemas de
nanofibras altamente alineadas presentan una menor liberacién de rafaga y una
liberacion mas sostenida comparado con nanofibras orientadas aleatoriamente [6]. Esto
debido a que las nanofibras alineadas pueden bloquear los componentes del farmaco en
la superficie y en el interior de las nanofibras en el proceso de preparacion, mientras que
las colecciones de nanofibras aleatorias tienen una mayor liberacion del farmaco, por lo
tanto, las nanofibras alineadas como transportadores de farmacos ofrecen mayor ventaja

en la liberacidn controlada y la liberacion sostenida [7].

En este sentido, en el grupo de trabajo de Polimeros y Materiales (11QB-UMSNH),
se ha logrado la obtencion de nanofibras alineadas basadas en la mezcla alcohol
polivinilico/tetraciclina (PVA/TTC) mediante el método de electrohilado air gap, con
atributos deseables como alta porosidad, interconectividad, alta relacion area
superficial/volumen y grado de orientacion de 88% y angulo de 94° + 16° [8]. Tales
nanomateriales compuestos presentaron potencial en la dosificacion sostenida del
agente terapéutico TTC. No obstante, mejorar el grado de alineacion y la disminucion de

defectos en las nanoestructuras son metas que prometen potencializar la
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farmacocinética y farmacodinamia del principio activo embebido en las nanofibras. Para
tal propésito, en el presente proyecto se plantea la adicién de la mezcla eutéctica cloruro
de ChCI:U, la cual ha demostrado promover la induccion de la orientacién axial de la

nanofibras generadas durante el electrohilado air gap de PVA puro [9].

Se ha demostrado que el control del tamanio, la forma y la orientacidén espacial de
las nanofibras electrohiladas es crucial para su uso en sistemas de liberacién de
farmacos e ingenieria de tejidos. La liberacion de farmacos a partir de sistemas de
nanofibras altamente alineadas presentan una menor liberacién de rafaga y una
liberacion mas sostenida comparado con nanofibras orientadas aleatoriamente [6]. Esto
debido a que las nanofibras alineadas pueden bloquear los componentes del farmaco en
la superficie y en el interior de las nanofibras en el proceso de preparacion, mientras que
las nanofibras desordenadas tienen una mayor liberacién del farmaco, por lo tanto, las
nanofibras alineadas como transportadores de farmacos tienen mas ventajas en la

liberacion controlada y sostenida [7].

Por otro lado, los disolventes eutécticos profundos (DES) han cobrado mayor
importancia en el procesamiento de polimeros, permitiendo la fabricacion de
microestructuras porosas [10]. Los DES son disolventes de bajo costo, faciles de
preparar, biodegradables, no toxicos y de naturaleza renovable, y experimentalmente,
en el grupo de trabajo se ha observado que la incorporacién del DES ChCIl:U como
aditivo de electrohilado, permite obtener nanofibras con grado de alineacién superior al
proveer un mejor entorno dieléctrico y acentuar el caracter viscoelastico del PVA. La
adicién de DES a disoluciones para electrohilado es recientemente explorada. Mukesh
et al. produjeron nanofibras de quitina usando un DES basado en ChCl y tiourea [11];
Sousaa et al. reportaron la electrohilabilidad mejorada del agar con DES a base de colina
[12]; Zhang et al. fabricaron nanofibras de PVA utilizando un DES natural para la
disolucién rapida de farmacos, denominandola como una metodologia “verde” por el uso
de un DES natural [13]. No obstante, la influencia de la adicion de los DES en la induccion

de la orientacién axial es un aspecto sin precedentes.

Bajo las premisas anteriormente expuestas, este trabajo de investigacion aborda la

fabricacion de colecciones de nanofibras compuestas PVA/TTC con orientacién axial
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inducida mediante electrohilado air gap. En dicho proceso, se infiere que la adicién del
DES ChCI:U (2:1) favorece la solubilidad del antibiético y mejorara la electrohilabilidad
de la mezcla PVA/TTC. Como resultado, se discute la obtenciéon de nuevos sistemas de
administracién de farmacos; la relevancia de esta propuesta radica en la obtencion de
nanofibras con grado de orientacion axial de 86% * 5% y diametros uniformes de 158
nm = 34 nm, mediante la variante de electrohilado air gap, ya que la disposicion alineada

de las nanofibras ofrece un mayor control en el suministro del agente terapéutico [6].
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2. JUSTIFICACION

El uso indiscriminado de antibiéticos ha derivado en la resistencia bacteriana,
constituyendo un problema de salud publica a nivel global. Por ello, la aplicaciéon de
nuevas tecnologias para el desarrollo de sistemas de liberacién de mayor control y

eficacia es apremiante.

A partir de tecnologias como el electrohilado, es posible atender esta problematica
al permitir la obtencién de colecciones de nanofibras de polimeros biocompatibles
cargados con agentes farmacologicos. Las colecciones de nanofibras electrohiladas
poseen atributos que favorecen la adecuada farmacodinamica y farmacocinética, como

elevada superficie de contacto, alta porosidad e interconectividad.

Adicionalmente, el equipo de electrohilado permite variaciones en la configuracion
que permiten inducir la organizacion de las colecciones de nanofibras, como lo es la
variante air gap. El protocolo de electrohilado air gap representa la estrategia mas
asequible para la obtencion de colecciones de nanofibras con grado de orientacion hasta
el 90%. En términos de liberacion de farmacos, las colecciones de nanofibras altamente
alineadas son deseables por el mimetismo que mantienen con los sistemas bioldgicos
tanto estructural como mecanicamente, y adicional a ello, llevan a cabo la liberacion de
agentes terapéuticos de manera mas eficaz como resultado de su alto nivel

organizacional.

Por ello, el presente proyecto plantea la obtencion de un biomaterial conformado
por nanofibras alineadas compuestas PVA/TTC que efectue el suministro eficiente del
antibiético. Aunado a ello, la adicion de DES para el electrohilado de la mezcla es
propuesta para coadyuvar el incremento de la orientacion axial en las nanofibras, tal

disposicion espacial busca mejorar potencialmente la dosificacién del farmaco.
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3. HIPOTESIS

La obtencién de colecciones de nanofibras compuestas PVA/TTC con orientacion
axial sera posible empleando la configuracidn air gap. Dicho proceso sera favorecido
adicionando volumenes discretos de la mezcla eutéctica ChCl:U que actuara como
coadyuvante de electrohilado favoreciendo el entorno dieléctrico de la disolucién

PVA/TTC y, simultaneamente, facilitando la solubilidad del antibiético TTC.

Las microestructuras conformadas por colecciones de nanofibras axialmente
orientadas de PVA/TTC seran mas eficientes en la dosificacién farmacoldgica respecto

a colecciones PVA/TTC con organizacién aleatoria.
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4. OBJETIVOS

4.1. OBJETIVO GENERAL

Obtener colecciones de nanofibras compuestas PVA/TTC con alto grado de
orientacion inducida mediante el método de electrohilado air gap, empleando el DES
ChCl:U como aditivo de electrohilado, para la evaluacion de la influencia de la

microestructura en la cinética de liberacion del antibiético TTC.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Fabricar colecciones de nanofibras PVA/TTC libres de defectos y con estrecha

distribucion de diametro promedio.

e Estudiar la influencia del DES ChCIl:U en la induccién de alineacion axial,

mediante el electrohilado air gap.

e Comparar la influencia de disposicion espacial de las colecciones de nanofibras
en la cinética de liberacion de TTC monitoreada mediante espectroscopia de

absorciéon UV-Vis.

e Realizar la evaluacidon in vitro de la actividad antimicrobiana en cepas
bacterianas ATCC.
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5. MATERIALES Y METODOS
5.1 MATERIALES

REACTIVOS

Para la preparacion de las disoluciones de PVA puro y PVA/TTC, se utiliz6 PVA de
peso molecular 89,000 — 98,000, y tetraciclina (Grado de desacetilacion: 98%, pureza:
98 — 102.0% HPLC, CAS No: 60-50-8), ambos de la marca Sigma Aldrich ©.

Para la preparacién del DES ChCIl:U 2:1 se empled cloruro de colina y urea de
Sigma Aldrich ®. Todos los reactivos se adquirieron del mayor grado de pureza disponible

y fueron empleados sin tratamiento previo.

DISOLVENTES

Los disolventes requeridos para la parte experimental fueron agua destilada
(densidad: 0,997 - 1,002 g/mL, indice de refraccién: aprox. 1,3330. pH: 7.0,
conductividad: < 4,3 uS/cm); y alcohol etilico absoluto (MW: 46,07 g/mol, punto de
ebullicién: 78,3 °C, punto de fusion: —117 °C, densidad: 0,7895 g/mL (20 °C), pH; 7.0).

EQUIPO DE ELECTROHILADO

Para el electrohilado de las disoluciones de PVA, se utiliz6 un equipo de
electrohilado marca Nabond Technologies Co.® TL-01 mostrado en la Figura 5.1. Dicho

equipo requiere de los siguientes componentes:

e Bomba de inyeccion con regulacién de velocidad de flujo modelo -LEGATO 2000

Programmable kdScientific (Holliston, Estados Unidos).

¢ Fuente de tension de alto voltaje, con acondicionador automatico de tensién Vogar.
LAN-13; 24 A fases-1F 3 Hilos; Frecuencia 58.8 Hz — 61.2 Hz. (Querétaro, México).
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Figura 5.1. Equipo de electrohilado NaBond Technologies Co.® TL-01.

5.2 METODOLOGIA

PREPARACION DE LAS DISOLUCIONES:

o DISOLUCION DE PVA: Las disoluciones de PVA se prepararon disolviendo al
polimero en agua destilada, adicionando la cantidad correspondiente de PVA en
polvo para obtener concentraciones del 10% p/v, la disolucién fue preparada a 90
°C en estufa durante 8 h.

o PREPARACION DEL DES: La mezcla eutéctica ChCl:U se preparé mezclando
los componentes en proporcion molar 1:2. Para tal fin, ambos componentes se
llevaron a sequedad por separado en estufa a 90 °C durante 24 h; transcurrido
este lapso se mezclaron los solidos y se mantuvieron en la estufa a 80 °C durante
24 h, hasta obtener una disolucion transparente.

e« PREPARACION DE LA DISOLUCION DE TTC: La cantidad correspondiente de
tetraciclina se disolvié en etanol (EtOH) para la obtencién de una disolucién de
3% plv. Para tal fin, ambos componentes se mezclaron a temperatura ambiente
con agitacion constante durante 12 h.

o DISOLUCION DE PVA/TTC ENRIQUECIDA CON DES: Se realizé la adicion de

volumenes discretos del DES ChCI:U, representando un 1%v/v a la disolucién de
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PVA. La incorporacion del DES se llevé a cabo a temperatura ambiente y con
agitacion hasta su completa homogenizacion.

e Posteriormente, se realizo la adicion de la TTC (disuelta en etanol) en proporcion
10:2 v/v respecto a la disolucion de PVA. La mezcla fue preparada a temperatura

ambiente y con agitacion constante hasta su completa homogenizacion.

ELECTROHILADO:

Las disoluciones de base PVA fueron cargadas en una jeringa conectada a una
manguera de teflén con aguja de electrohilado #9 (20G, diametro interno 0.60 mm). La
aguja del sistema de suministro se conecté mediante una pinza caiman al electrodo
positivo del equipo. La jeringa fue conectada a una bomba de infusion para el control del
flujo de alimentacion a una velocidad de 0.3 mL/h. La produccién de colecciones de
nanofibras alineadas se realizé variando parametros de operacion como el voltaje y la

distancia de trabajo aguja —colector a temperatura y humedad ambientales.

A manera de control, se obtuvieron colecciones de nanofibras dispuestas
aleatoriamente bajo condiciones establecidas anteriormente [14], empleando la
configuracion de electrohilado convencional y un colector de placa fijo cubierto de
aluminio. Las colecciones de nanofibras alineadas se obtuvieron empleando el sistema
colector para electrohilado air gap disefiado en el laboratorio (Figura 5.2) el cual esta
conformado por un par de electrodos de cobre dispuestos en paralelo con una apertura

de gap de 2cm.

Figura 5.2. Colector air gap utilizado en este proyecto.
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CARACTERIZACION:

o MORFOLOGIA: El andlisis de la morfologia de los materiales obtenidos se realiz6
mediante imagenes de microscopia electronica de barrido por emision de campo
(FE-SEM), obtenidas en un microscopio de alta resolucién (1 nm) modelo JEOL
JSM 7600F con filamento de tungsteno. Para la adquisicion de las imagenes, las
muestras fueron recubiertas con cobre mediante la técnica de sputtering.

e DETERMINACION DEL GRADO DE ORIENTACION: Los datos estadisticos,
mapas de color e histogramas de orientacion se obtuvieron mediante el analisis de
las micrografias obtenidas mediante FE-SEM a través del software Imaged. Para
ello, se hizo uso de las herramientas Directionality y Orientationd para determinar
el grado de orientacién, angulo promedio, mapas de color, tamafio de diametro
promedio y porosidad de las colecciones de nanofibras.

o DETERMINACION DEL PORCENTAJE DE POROSIDAD: Para estimar el grado
de porosidad, se generaron colecciones nanofibras de 1 mm de espesor. Los
materiales generados fueron analizados mediante microscopia electronica de
barrido por emision de campo (FESEM), obtenidas en un microscopio de alta
resolucién (1 nm) modelo JEOL JSM 7600F. Mediante este instrumento se
obtuvieron micrografias de 10,000 X. A partir del software ImageJ se estimé el
porcentaje de porosidad (n=3) empleando la herramienta Threshold.

e ESPECTROSCOPIA INFRARROJO (FT-IR): El analisis de posibles interacciones
quimicas entre las nanofibras obtenidas y el antibidtico, se realizé mediante
Espectroscopia de Infrarrojo por Transformada de Fourier, usando la técnica de
Reflectancia Total Atenuada en un espectrofotometro Nicolet iS10 de Thermo
Scientific.

e ANALISIS TERMICO (DSC/TGA): El comportamiento térmico de los materiales se
evalub mediante calorimetria diferencial de barrido (DSC) vy analisis
termogravimétrico (TGA). Los termogramas fueron obtenidos en el rango de 25°C
a 500°C, con una velocidad de calentamiento de 5°C/min bajo atmdsfera dinamica
de N2 (50 mL/min) en un analizador termogravimétrico modelo TGA/DSC 2

simultaneo de Mettler Toledo.
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e ANALISIS MECANICO: La caracterizacion de las propiedades mecanicas se llevd
a cabo utilizando una analizador AGS-X Series (Shimadzu), equipado con celda de
500 N. Las muestras fueron cortadas en probetas de dimensién total de 38 mm x
15 mm, siendo el area de medicion de 22 mm x 5 mm (n=5), posteriormente fueron
sometidas al estudio de traccion uniaxial de acuerdo el procedimiento
estandarizado en la ASTM D1708. Los analisis de traccién se realizaron en
condiciones ambientales estandar a velocidad de avance de 1 mm/min.
Previamente se registré el grosor promedio de cada muestra, medido con un
calibrador digital Mitutoyo. Parametros como esfuerzo ultimo a la traccion,
elongacion de rotura, esfuerzo de traccion en la rotura y el médulo de Young se
obtuvieron a partir de las curvas de esfuerzo-deformacion.

e CINETICAS DE LIBERACION: La liberacion del antibiético TTC fue monitoreada
mediante espectroscopia UV-Vis empleando un espectrofotémetro GENESYS 10S
UV-Vis de Thermo Scientific. La concentracion liberada de antibidtico se determino
mediante la curva de calibracién correspondiente de la TTC construida a partir
concentraciones conocidas. Los datos experimentales fueron ajustados a los
modelos de liberacion simulados utilizando el software DDSOLVER, con el fin de
establecer el mecanismo de liberacion asociado a los materiales generados [15].
El registro de la cinética de liberacion se llevd a cabo de acuerdo con la siguiente
metodologia: se colocaron en inmersion las nanofibras alineadas de PVA-TTC y
PVA-TTC-DES durante 10 dias, cada una en un vial con 2 mL de disoluciéon de
pH=7; tomando las lecturas de absorbancia mediante una alicuota de dicha
disolucién duplicando el tiempo de muestreo: cada 5, 10, 20, 40, miny 4, 12, 24 h,
consecutivamente hasta las 230 h.

e PRUEBAS DE SUCEPTIBILIDAD ANTIBACTERIANA: Se realizaron ensayos de
inhibicion bacteriana en cepas bacterianas ATCC de Staphylococcus aureus,
Klebsiella pneumoniae y Escherichia coli. Los experimentos fueron realizados de
acuerdo con el protocolo de antibiograma, utilizando sensidiscos de TTC grado
comercial como control y las nanofibras PVA-TTC alineadas y aleatorias. La
determinacién de halos de inhibicion se realizé a las 48 h de incubacion. Para el

analisis estadistico se utilizé el programa Origin Pro 9.0 2021, donde se realizaron
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las pruebas estadisticas de T-Student y Analisis de Varianza (ANOVA) para la
comparacion significativa de grupos con un nivel de confianza del 95% (a = 0.05) y
n=3.

o INDICE DE HINCHAMIENTO. Las colecciones de nanofibras se cortaron en
circulos de 0.5 de diametro y se sumergieron en 5 mL de solucién salina (pH 7.5).
A determinados intervalos, se sacaron las membranas y se secaron en un trozo de
papel para eliminar el agua adherida a la superficie de las membranas antes de ser
pesadas. Los resultados se calcularon como relacion de hinchamiento (SR%).
Todas las mediciones se realizaron por triplicado.

e ENSAYOS DE VIABILIDAD/CITOTOXICIDAD: Se realizaron ensayos de
citotoxicidad/viabilidad frente a la linea celular L929 de fibroblastos de raton. Bajo
las directrices de la ISO 10993-1:2010, se realizé la incubacién de concentraciones
de 100% (50,000 células) y 50% (25,000 células) de células por pozo, la incubacién
sobre los compositos de base PVA se mantuvo a 37° C bajo atmdsfera de CO:2 al
5% durante 24 h. De acuerdo con los estatutos de la norma, posterior a 24 h de
incubacion se realizé el ensayo de viabilidad celular MTT, para ello, se adicioné el
reactivo bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio o MTT y se
procedié a incubar durante 1 h bajo las condiciones estandar previamente
puntualizadas. Los experimentos se realizaron por triplicado con un n=3 cada uno
de ellos. Los valores de citotoxicidad/viabilidad celular fueron obtenidos mediante
la lectura de las placas en espectrofotometro de UV-Vis para placa multipozo en el

rango de Amax=500 a 600 nm.
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6. MARCO TEORICO

6.1 LIBERACION DE FARMACOS

La liberacién de un farmaco es el proceso en el que un medicamento entra al cuerpo
y suministra el principio activo para su posterior absorcidn. Dicha absorcion depende de
sus propiedades fisicoquimicas, su formulacién y su via de administracion. Las formas
farmacéuticas estan compuestas por el farmaco y otros ingredientes, y se formulan de

manera que puedan ser administradas por diversas vias [16].

De acuerdo con la COFEPRIS, las formas farmacéuticas de liberacion modificada
son formulaciones en las que la velocidad y/o el sitio de liberacién del farmaco, difiere de
la forma de liberacion inmediata administrada por la misma via. Existen numerosas
clasificaciones basadas en la forma de liberar el farmaco o bien en los mecanismos que

gobiernan dicha liberacién (Tabla 6.1) [16].

Tabla 6.1. Ejemplos y principales caracteristicas de las Formas Farmacéuticas de Liberacion Modificada
(FFLM).

TIPO DE SISTEMA DE 0 EJEMPLO DE MEDICAMENTO
CARACTERISTICAS PRINCIPALES

COMERCIALIZADO DE FFLM

e Disolucion rapida del farmaco sin o Efferalgan Odis® (comprimidos
necesidad de administracion de liquidos. budisperables de paracetamol).
e No prolongan el efecto terapéutico. e Zofran Zydis® (ondansetron).

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

e No prolongan el efecto terapéutico.

o Pulsatil: liberacion secuencial del
medicamento.

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

o Moxatag® (amoxicilina
PULSYS®, sistema pulsatil)

e Disefiados para prolongar la e Adalat Oros®, Adalat retard®
concentracion plasmatica (Cp) del (nifedipino).
farmaco o para mejorar las caracteristicas ® MST Continus® (morfina).
farmacéuticas del medicamento. o Omnic OCAS® (tamsulosina)

o Disefiados para aumentar el periodo de e Madopar® Retard (levodopa +
residencia gastrico benserazida).
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El objetivo principal de la liberacidn controlada es simple: conseguir la cantidad
correcta del agente activo, en el momento adecuado y en el lugar preciso. Este método
de liberacion se usa habitualmente para prolongar el tiempo que la dosis terapéutica esta
presente de forma efectiva, utilizando una unica dosis a fin de minimizar las
concentraciones que exceden los requerimientos terapéuticos. En un sistema de
liberacién controlada, el agente bioactivo es incorporado a un soporte que generalmente
es un material polimérico o una combinacién de varios polimeros. Las principales
ventajas de los sistemas poliméricos de liberacion controlada, considerados desde el

punto de vista farmacolégico son [17]:

1. Los niveles de farmaco en plasma se mantienen de forma continua en el intervalo
terapéutico deseado, pudiendo también ampliarse este periodo en el cual la terapia

es efectiva para disminuir asi el numero de dosis.

2. Los efectos no deseables, derivados de un metabolismo rapido o de una dosis
excesiva, pueden reducirse e incluso eliminarse mediante una administracién local a

partir de un sistema polimero/farmaco.

3. Los farmacos que presentan tiempos de vida cortos in vivo pueden protegerse de la
degradacion. También pueden protegerse los tejidos corporales sensibles a
determinados medicamentos, haciendo a la administracién del farmaco menos

invasiva.

4. El aprovechamiento del farmaco es mas eficaz y, por tanto, con un coste inferior. Se

puede disminuir la dosis necesaria cuando se trata de un agente activo de alto precio.

La eficacia de un farmaco en una aplicacién especifica requiere la utilizacion de
concentraciones adecuadas del mismo en dosis diarias lo menos frecuentes posibles.
Sin embargo, las técnicas convencionales utilizadas generalmente, proporcionan un
control muy pobre de las concentraciones de la sustancia en plasma, y el tiempo de
residencia solo se puede aumentar si se hace lo mismo con la cantidad o la frecuencia
de las dosis; ninguno de estos caminos es conveniente porque se puede superar el nivel

minimo de toxicidad, ocasionando con ello efectos nocivos para el organismo [18]. Los
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sistemas convencionales de dosificacion pueden dar lugar a periodos alternativos de
ineficacia o de toxicidad, hecho particularmente problematico si ambos niveles minimos
estan muy préximos [19]. En el caso ideal, el objetivo es conducir a la existencia de una
concentracion uniforme de farmaco, a la utilizacion de dosis mas pequefias y a lograr la

ausencia de efectos secundarios, o mejor dicho, adversos.

6.2 SISTEMAS DE LIBERACION DE FARMACOS BASADOS EN
NANOFIBRAS

Las nanofibras poliméricas (NFP) con diametros del orden de nandmetros,
constituyen una nueva clase de materiales particularmente interesantes y versatiles. La
flexibilidad de las nanofibras es comparable con otros nanomateriales altamente

flexibles, asi como peliculas sdélidas y liquidas de espesor nanométrico [20].

Las NFP poseen propiedades unicas que las distinguen de otras fibras no tejidas,
como una superficie extraordinariamente alta por unidad de masa, alta porosidad, bajo
espesor, alta permeabilidad, bajo peso, rentabilidad, resistencia direccional superior,

entre ofras.

Las propiedades Uunicas de las nanofibras las convierten en materiales
prometedores para una gran variedad de aplicaciones, desde productos meédicos hasta
productos de consumo, pasando por aplicaciones industriales y de alta tecnologia.
Pueden utilizarse en varios campos, como el aeroespacial, los condensadores, los
transistores, los sistemas de administracion de farmacos, separadores de baterias,
almacenamiento de energia, pilas de combustible, tecnologia de la informacién y

aplicaciones médicas, cosméticas y alimentarias [21].

En las ultimas décadas, han sido el foco de atencibn como sistemas
nanotecnoldgicos para la liberacion de farmacos. En comparacion con otras
nanoestructuras, estos sistemas tienen una gran presencia en la literatura, con
potenciales aplicaciones en el campo de la nanomedicina para combatir el cancer debido
a sus multiples ventajas y su formulacion a partir de matrices poliméricas sintéticas o

naturales [22].
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Las moléculas del farmaco pueden incorporase a la matriz polimérica por tres vias
principales: i) por retencion, ii) por adsorcion fisica o iii) por adicién quimica. Aparte de
estas estrategias de incorporacion, los objetivos principales en el disefio de NFP como
sistemas de liberacion son: el control del tamafio o diametro de las nanofibras, las
propiedades superficiales, forma, capacidad de carga del farmaco y propiedades de
liberacion controlada, los cuales hacen de estos sistemas nanoestructuras ideales para

Su uso como agentes terapéuticos [23].

Las dimensiones entre estas nanoestructuras también es un parametro
fundamental que establece practicamente como sera la via de administracion del
farmaco en el sistema inmunolégico. En este caso, las NFP pueden variar solo una de
sus dimensiones: su diametro promedio, el cual varia desde 100 nm o menos, hasta
valores cercanos a una micra. Su longitud usualmente es de cientos de micras, por lo
cual no pueden ser utilizadas para tratamientos via intravenosa. Por consiguiente, se han
desarrollado diversas estrategias, en relacion con el disefo y configuracion, para
prolongar la liberacion del farmaco de forma eficiente. En este contexto, KajdiC et al.
establecieron una clasificacion de las nanofibras con base en la estructura interna y el
arreglo de las matrices poliméricas con el propdsito de prolongar la liberacién del farmaco

[24], como se observa en la Figura 6.1.

[ NFP con liberacion ]

prolongada
*  Molécula de firmaco

v

NFP con mezcla
de matrices

NFP tipo
nucleo — coraza

Otros
sistemas
Fibras Fibras multi- Fibras con Fibras multi- Fibras multi- Fibras con perlas

monoliticas matrices reservorio matrices capas homogéneas

Figura 6.1. Clasificacion de las nanofibras para la liberacion de farmacos con base en su estructura
interna (Adaptado de [24]).
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Dentro de todas las aplicaciones biomédicas existentes, la administracion y
transporte de farmacos es una de las areas mas prometedoras para emplear este tipo
de materiales, siendo las ventajas de las nanofibras electrohiladas la posibilidad de
alcanzar un alto contenido de carga (por arriba del 60%) y eficiencia (hasta un 100%)
[25], ademas de poder emplear una amplia diversidad de polimeros compatibles
cargados con distintos agentes fisicoquimicos, la habilidad para modular la liberacién y

la simplicidad del proceso de liberacion [26].

En general, las colecciones de nanofibras presentan propiedades unicas que las
distinguen de las fibras convencionales. Poseen una enorme relacién
superficie/volumen, baja densidad y alta porosidad con una estructura interna muy
interconectada. Entre las propiedades mas importantes de las nanofibras destaca el

comportamiento mecanico, como el modulo elastico y la resistencia.

Si bien existen varias metodologias de obtencion de nanofibras, la técnica de
electrohilado se distingue por la versatilidad que ofrece para la obtencidn de nanofibras

con buenos atributos y la variabilidad estructural de los microambientes generados.

6.3 ELECTROHILADO

El proceso de electrohilado (electrospinning en inglés) permite obtener nanofibras
por medio de induccidn electrostatica a partir de disoluciones poliméricas viscoelasticas
[20]. Estas fibras poseen diametros que van de las micras a los nandmetros, rangos en
los que es posible encontrar caracteristicas unicas, entre las que se encuentra: un area
superficial elevada, en relacion al volumen esta relacion puede ser aproximadamente
103 veces mas alta que la de las microfibras, [25] flexibilidad en la superficie, alta
porosidad, porosidad interconectada, y un rendimiento mecanico superior comparado
con otras formas ya conocidas del material. Estas caracteristicas hacen que las
nanofibras sean candidatas 6ptimas para una variedad de aplicaciones, entre ellas: como
andamios celulares en ingenieria de tejidos, en textiles, elementos para cubrir heridas,

medios de filtracion, membranas especiales y diversas aplicaciones médicas tales como
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reemplazo de huesos, implantes dentales, sistemas de liberacion de farmacos, injertos

vasculares, vasos sanguineos artificiales, entre otros [26].

La técnica consiste en hacer fluir disoluciones del polimero a través de campos
eléctricos generados por alto voltaje. Al aplicar fuerzas eléctricas que superen las fuerzas
de la tension superficial en la disolucion de polimero cargado, se genera la expulsion de
finos jets poliméricos. Subsecuentemente, estos jets son atraidos hasta un electrodo
metalico denominado colector. Durante el trayecto al colector, el jet se mueve en la
direccién del campo eléctrico, elongandose a consecuencia de las repulsiones
electrostaticas externas e internas. El disolvente se evapora en el trayecto que recorre

la solucion desde la punta de la aguja hacia el colector, y los segmentos de nanofibras

secas son depositados en un colector (Figura 6.2).

Manguera de
teflon

Bomba de infusién

Figura 6.2. a) Morfologia representativa de las colecciones aleatorias de nanofibras de PVA y b)

diagrama de la configuracién de electrohilado convencional.

Para obtener una morfologia adecuada de nanofibras se deben considerar una
serie de parametros, los cuales se pueden dividir en tres categorias [27], como se aprecia

en la Figura 6.3.

A estos parametros podria adicionarse el efecto de las condiciones ambientales
sobre la produccién de las nanofibras, donde la humedad, la temperatura y el flujo del
aire pueden afectar considerablemente la morfologia de las fibras durante la eyeccion

del polimero.
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Ambientales

Disolucion
Operacionales

s Concentracion

* Viscosidad * Voltaje
- - ) ) e Temperatura
* Tension superficial e Distancia
e Conductividad e Velocidad de ° Hu.medad-
* Disolvente flujo * Flujo de aire
e Colector

Figura 6.3. Esquema de parametros que influyen en la obtencion de nanofibras poliméricas por medio

de electrohilado.

6.3.1 PROPIEDADES DE LA DISOLUCION POLIMERICA
De acuerdo a la Figura 6.3, se ha determinado que los parametros de la disolucion
polimérica a electrohilar inciden notablemente en el proceso para la obtencion de

nanofibras [28]:

Disolvente. El primer y mas importante de los pasos en el proceso de electrohilado
es la etapa de disolucion del polimero en un disolvente apropiado. El disolvente debe
mostrar, entre otras caracteristicas, volatilidad y propiedades dieléctricas adecuadas.
[29]. Un buen disolvente debe presentar una rapida evaporacion y una minima
separacion de fases dentro de la disolucién que forme [30]. Atendiendo a las propiedades
de los disolventes, éstas tienen un efecto acentuado sobre el diametro de las nanofibras,
ya que, propiedades tales como la constante dieléctrica, punto de ebullicion, densidad, o
la tension superficial, influyen de manera considerable en el proceso. Se atribuyen dos
claras funciones al disolvente: por un lado, se encarga de disolver al polimero para dar
lugar a la formacién de jet, y por otra parte, sirve como vehiculo del propio polimero
disuelto hacia el colector [31]. El conocimiento del disolvente puede proveer previamente
de informacion util que ayude a prever ciertos efectos o comportamientos durante el

proceso [32].
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Viscosidad. Para disoluciones de polimeros muy viscosas se suelen dar largos
tiempos de relajacion de esfuerzos y tensiones, lo cual podria evitar o ralentizar la rotura
del cono que forma el jet emitido desde el sistema de suministro. EI aumento en la
viscosidad o en la concentracién de la disolucion da pie a la formacién de diametros de
nanofibras mayores y mas uniformes [33]. Por el contrario, para bajas viscosidades, la
tension superficial es el factor dominante, formandose defectos o nanofibras con zonas

fusionadas por la deposicién de goticulas, por encima de la concentracion critica [34].

Peso molecular del polimero. El peso molecular tiene efectos en las propiedades
reoldgicas y eléctricas, tales como la viscosidad, la tension superficial, la conductividad
y el esfuerzo dieléctrico [35]. Se trata de un parametro que influye también en la
morfologia de las nanofibras, se ha establecido que bajos valores de dicha magnitud
conducen a la formacion de gotas en lugar de nanofibras, mientras que elevados valores
provocan la obtencion de fibras con diametros grandes. [43-44]. Se ha podido demostrar

que a valores mayores de peso molecular la cantidad de gotas y defectos es menor.

Conductividad. Otra via interesante enfocada al control del diametro de las
nanofibras consiste en tratar de estirar el rango de concentracion del polimero hacia
valores mas pequenos y, por consiguiente, a diametros mas pequefios de nanofibras por
adicion de componentes que varien la conductividad eléctrica del disolvente. Un aumento
de la conductividad tiende a provocar un incremento de la densidad de carga en la
superficie del jet, minimizando asi la posibilidad de formacion de gotas durante el

electrohilado.

Tension superficial. Este parametro depende de la composicidén del disolvente y
determinara barreras e impedimentos mas severos o mas suaves al proceso de atraccion
electrostatica, si el resto de las variables se mantienen constantes [38]. Generalmente,
una elevada tension superficial inhibe el electrohilado debido a la inestabilidad del jety a
la proyeccién de gotas, mientras que cuando tiende a la baja, favorece que el proceso
tenga lugar con un campo eléctrico pequeno. Sin embargo, valores bajos no tienen por

qué ser siempre apropiados para el proceso [35].
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6.3.2 PARAMETROS RELACIONADOS AL PROCESAMIENTO

Se sabe que los polimeros son dieléctricos, que en presencia de un campo eléctrico
se pueden considerar un arreglo de dipolos eléctricos microscdpicos que va a tener tanto
cargas positivas como negativas, cuyos centros no van a coincidir de manera perfecta,
manteniéndose en su lugar por accién de las fuerzas atomicas y moleculares. Para poder
cambiar dicha posicion se debe someter a fuertes campos eléctricos externos, con lo que
se explica por qué ocurre el alargamiento de la disolucion cuando da inicio el proceso de

electrohilado.

Para poder mejorar las propiedades dieléctricas que posee la disolucion, se utilizan
disolventes que tengan altas constantes dieléctricas, teniendo un mejor resultado en la
formacion de nanofibras, disminuyendo la aparicién de estructuras defectuosas, como

perlas [39].

En relacion con las variables del proceso de electrohilado, se deben tener en cuenta

tres:

Voltaje. El voltaje es uno de los parametros mas importantes dentro del proceso.
Algunos autores afirman que aplicar voltajes altos hace que mas fluido se transporte en
el jet, lo que resulta en nanofibras con mayores diametros, otros afirman que un
incremento en la aplicacion del voltaje decrece el diametro de las nanofibras y aumenta
la probabilidad de obtener estructuras con defectos (perlas)[40][41]; lo cierto es que en
la mayoria de los casos un voltaje alto permite un mayor estiramiento de la disolucién
debido a la presencia de mayor fuerza de coulomb en el jet y un fuerte campo eléctrico,
todos estos factores promueven una reduccién en el diametro de las nanofibras. La
influencia del voltaje depende ademas de las propiedades viscoelasticas del material
base, por ello es importante analizar el comportamiento para cada polimero con su

respectivo disolvente [42].

La aplicacién del voltaje adecuado permite la elongacion de la gota polimérica que
se suministra, formando la estructura conocida como cono de Taylor; la importancia de
esta estructura radica en la adecuada formacién de los jets poliméricos que dan lugar a
las nanofibras. 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 disolucion provocara
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una mayor aceleracién del jet de disolucion, y por consecuencia una mayor demanda de
disolucién desde la punta de la aguja, resultando nanofibras muy finas, pero con un cono

de Taylor inestable [43].

Flujo de inyeccién. Un flujo de inyeccién reducido podria ser benéfico ya que el
disolvente tendria mas tiempo para evaporarse evitando la formacion de defectos en las
nanofibras [44]. Cuando el flujo de salida se incrementa ocurre un incremento en el
diametro de las nanofibras y posiblemente en el tamafio de los defectos. Un minimo valor
de volumen de disolucion a la salida de la jeringa de suministro debe ser mantenido para
obtener un cono de Taylor estable, el flujo de salida determina la cantidad de disolucién

disponible para el proceso de electrohilado [42].

Distancia de trabajo: aguja - electrodo colector. Dependiendo de las
propiedades de la disolucion, el efecto de la variacion de la distancia entre la punta de la
aguja y el colector puede o no tener efecto en la morfologia de las nanofibras. Al trabajar
con distancias de trabajo muy amplias las nanofibras electrohiladas podrian romperse
debido a su propio peso, especialmente si éstas son de diametro pequefio. Una distancia
minima es requerida para dar a las nanofibras el tiempo suficiente para que el disolvente
se evapore antes de alcanzar el colector. En ambos casos, tanto a distancias de trabajo
muy grandes como demasiado pequefias puede ocurrir la formacién de defectos o la

deposicion de nanofibras humedas [42].

La distancia entre el extremo de la aguja y el colector se emplea para influir sobre
el diametro de las nanofibras, pues se requiere una separacion minima para conceder
tiempo suficiente para la evaporacion del disolvente antes de fijarse al colector [35].
Generalmente, distancias de trabajo pequenas se traducen en nanofibras humedas,

mientras que distancias largas dan lugar a nanofibras de diametro mas reducido [32].

Asi pues, el adecuado control de dichos parametros es crucial para la obtencién
de colecciones de nanofibras con caracteristicas deseables. El empleo de NFP en el
campo de la medicina ha tomado relevancia por su diversidad y potencial en otras
aplicaciones biologicas o terapéuticas, tales como: ingenieria de tejidos, bio-sensores,
filtros, materiales para curacidn de heridas, entre otros, principalmente por la semejanza

gue mantienen con las matrices celulares en términos de estructura y biomecanica [45].
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Comunmente, las nanofibras producidas a partir del proceso de electrohilado
convencional suelen estar orientadas al azar, sin embargo, existen reportes que indican
que las colecciones de nanofibras ofrecen mejores propiedades de interaccion con el
tejido cuando conforman colecciones axialmente orientadas. En términos de aplicaciones
farmacéuticas, como la dosificacion de agentes terapéuticos, es de gran interés la
generacion de sistemas de liberacion de farmacos basados en nanofibras alineadas
dado que presentan mayor tiempo de vida util y generan cinéticas de liberacion con
mayor control [12-42]. En este sentido, se han reportado varios métodos para producir
nanofibras alineadas, todos ellos enfocados a modificaciones en el sistema colector. Los
métodos mas comunes para fabricar colecciones de nanofibras alineadas son la
induccidn mecanica [46], provocada mediante colectores giratorios operados a altas
velocidades de rotacién (~4000 rpm), y el electrohilado air gap que emplea electrodos
conductores paralelos [47].

6.4 ELECTROHILADO AIR GAP

El electrohilado air gap fue introducido por primera vez por Li et al. en 2003, como
un enfoque exitoso para producir nanofibras de hasta varios centimetros de longitud
alineadas axialmente [47], posicionando al electrohilado air gap como un método simple
y versatil para generar nanofibras como matrices alineadas sobre grandes areas por
medio de una interaccion electrostatica entre el campo electrostatico y las nanofibras
cargadas [56-57]. Con esta metodologia, la longitud de las fibras obtenidas puede ser de
diversos tamafnos dependiendo del colector, desde pocos milimetros hasta mayores a
100 cm [50].

Bajo este enfoque, se han empleado como sistema colector, electrodos metalicos
dispuestos en paralelo, para generar matrices paralelas de fibras ultrafinas electrohiladas

de policaprolactona (PCL) [51].

El método de electrohilado air gap comparte el fundamento con el electrohilado
convencional, siendo la unica variacién el uso de un sistema colector que consta de dos

sustratos eléctricamente conductores separados por un espacio vacio (gap). El ancho de
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este espacio puede variar desde algunos milimetros hasta varios centimetros. Las lineas
de campo eléctrico en la vecindad de los colectores se dividen en dos fracciones
apuntando y tirando de los dos extremos de las nanofibras hacia los dos colectores v,
consecuentemente, ocasionando el estiramiento individual de las nanofibras a través del
espacio. Este proceso es repetitivo y promueve la recoleccion de matrices de nanofibras
alineadas uniaxialmente en areas de hasta 50 cm. El grado de alineacion de las
nanofibras aumenta con el tiempo de recoleccion, pero los efectos del ancho del gap y

el voltaje aplicado no han sido estudiaron cuantitativamente [52].

La técnica de electrohilado air gap permite obtener nanofibras con alto grado de
orientacion inducida mediante el uso de un sistema colector constituido por dos barras
metalicas paralelas, donde las nanofibras electrohiladas son recolectadas por dos
electrodos conectados a potencial negativo o a tierra, separados por el espacio vacio
denominado gap. Ademas, las interacciones electrostaticas de las nanofibras colectadas
coadyuvan al estiramiento de las nanofibras subsecuentes guiando el acomodo

ordenado a través del gap y formando una matriz paralela [53].

Es de gran interés en este trabajo de investigacion el uso del alcohol polivinilico
para la obtencion de sistemas de liberacion de farmacos, sin embargo aunque es un
polimero de gran interés tecnoldgico y biomédico, y ha sido ampliamente utilizado para
la generacion de colecciones de nanofibras, existen pocos reportes que aborden su
procesamiento para la obtencion de colecciones axialmente orientadas, tal es el caso de
la produccion de nanofibras alineadas de carboximetilcelulosa y PVA cargadas con acido
flufenamico mediante electrohilado air gap [54], y la fabricacion de nanofibras ultrafinas
de PVA altamente alineadas mediante electrohilado centrifugo [55], ambos orientados

en la liberacién farmacoldgica.

6.5 ALCOHOL POLIVINILICO (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
6.4). La cantidad de hidroxilacion determina las caracteristicas fisicas y quimicas, asi

como las propiedades mecanicas del polimero [56].
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Figura 6.4. Preparacion por alcohdlisis parcial o total de acetato de polivinilo para eliminar los grupos
acetato y producir PVA.

Esta ruta quimica da como resultado un producto altamente hidrosoluble, pero
resistente a la mayoria de los disolventes organicos. Dada su biocompatibilidad con los
tejidos humanos, permeabilidad y bajo coeficiente de friccidn, es apto para ser usado en
aplicaciones médicas y ha sido aprobado por la FDA para su aplicacion en diversas

formas farmacéuticas [57].

El polimero totalmente hidrolizado es insoluble en agua a temperatura ambiente,
sin embargo, se solubiliza perfectamente a temperaturas superiores a los 85°C [58]. La
presencia de grupos hidroxilo (-OH) aumentan las interacciones por puente de
hidrégeno, tanto intramolecular como intermolecularmente, disminuyendo la solubilidad
en agua, mientras que la presencia residual de grupos acetilo disminuye el nimero de
interacciones por puente de hidrégeno, permitiendo la solubilidad en agua del polimero

a temperaturas mas bajas.

Otras propiedades fisicas que lo hacen interesante, es que el PVA es parcialmente
cristalino, mientras que la mayoria de los compuestos de polivinilo, como el poliestireno

o el acetato de polivinilo, son amorfos.

El 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 [58]. Ademas, es una excelente barrera al oxigeno gaseoso en bajas
condiciones humedad, disminuyendo esta propiedad con el aumento de humedad

relativa.

Su caracter biodegradable es un aspecto destacable, ya que es uno de los pocos

polimeros sintéticos realmente degradables, obteniéndose como productos de
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degradacion de agua y dioxido de carbono [59]. Al menos 55 especies o variedades de
microorganismos muestran procesos de degradacién de este polimero en diferentes
entornos como son los fangos activados, digestores anaerobios, sistemas sépticos,
compostaje, sistemas acuaticos y lagunaje. El tiempo de degradacion del PVA por la

accién de los microorganismos depende de sus propiedades fisicas [60].

El PVA es empleado frecuentemente para aplicaciones biomédicas, como
administracion de farmacos e ingenieria de tejidos, debido a su alta citocompatibilidad
[47-56]. Aunado a ello, su valor tecnolégico se ve aumentado debido a la alta

electrohilabilidad que presentan sus disoluciones acuosas [57-58].

6.6 SISTEMA DE LIBERACION DE FARMACOS BASADOS EN PVA

En el contexto de aplicaciones farmacéuticas, se ha reportado el electrohilado de
PVA entrecruzado con colageno para la produccion de nanofibras cargadas con acido
salicilico como un modelo de liberacion de farmacos. Los autores reportan que los
estudios in vitro mostraron una liberacién 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 [64]. Asimismo, a partir del electrohilado de
disoluciones de PVA/gelatina, y PVA/alginato cargadas de acido félico, se han producido
colecciones de nanofibras como agente de liberacion. La cinética de liberacion mostré
una rapida liberacion del farmaco en un periodo de 8 h, registrandose un mayor
porcentaje de liberacion del farmaco en la combinacion PVA/gelatina, el cual no se ligd
quimicamente a los polimeros [62]. Otro estudio ha reportado la fabricacion de nanofibras
entrecruzadas PVA/alginato de sodio cargadas con naftalina, las cuales presentan un
porcentaje de liberacién del farmaco de 64% en 8 h [65]. En la combinacién
PVA/quitosano como agente de liberacion de ofloxacino, el estudio in vivo insertando
este material en el ojo de conejos, mostré un patron de liberacidén sostenida arriba de 96
h, mientras que estudios in vitro mostraron que es un material no citotdxico con buena
biocompatibilidad, ademas de ser un agente antibacterial efectivo contra Staphylococcus

aureus y Escherichia coli [66].
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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 fabricacion 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 [62], el estudio del efecto
de éste parametro sobre la cinética de liberacion de farmacos, es de gran importancia en

el area.

Recientemente, en el grupo de trabajo de Polimeros y Materiales del [IQB se
establecieron condiciones operacionales para la obtencion de nanofibras alineadas de
PVA-TTC mediante electrohilado air gap; esta configuracion es adecuada para la
induccién de orientacién axial. Se obtuvieron diametros de 101 nm, 88% de las
nanofibras con un grado de alineacién de 94+16° y con potencial efecto bactericida frente

a cepas clinicas [6].

Aun cuando se ha demostrado que las colecciones de nanofibras con organizacion
inducida presentan atributos superiores para enfoques biomédicos, respecto a las
colecciones de nanofibras aleatorias [61], son pocos los estudios que toman en cuenta

este hecho para el disefio de sistemas de liberacién controlada de farmacos.

6.7 ANTIBIOTICOS

En términos de aplicaciones farmacoldgicas, la administracion efectiva de
antibidticos con plataformas micro y nanoestructuradas es una alternativa para combatir

la resistencia antimicrobiana.

En principio, un antibiético es un farmaco que elimina y/o inhibe el crecimiento de
las bacterias. Cada tipo de antibidtico presenta un mecanismo de accion particular para
inhibir la reproduccién de las células bacterianas o causar la muerte del microorganismo.
Algunos antibiéticos pueden utilizarse para tratar una amplia gama de infecciones y se
conocen como antibidticos de amplio espectro. Otros sélo son eficaces contra unos

pocos tipos de bacterias y se denominan antibiéticos de espectro reducido [67].

QFB. Jorge Andrés Ornelas Guillén 32




Para que los antimicrobianos alcancen su diana deben atravesar la cubierta

bacteriana, salvo cuando la diana es la propia envoltura externa de los gramnegativos.

Las bacterias gramnegativas ofrecen mayor resistencia, respecto a las grampositivas, a

la entrada de antimicrobianos, pues poseen una membrana celular externa, que rodea

la capa de peptidoglucano [68].

Los antibiéticos suelen clasificarse en dos grupos:

e Segun el efecto de su accién: se clasifican en bacteriostaticos y bactericidas, y

dependiendo si la accidon consiste en inhibir el crecimiento o lisar la bacteria,

respectivamente [69].

e Segun su mecanismo de accion: El mecanismo de accidn se refiere al proceso

mediante el que un antibidtico es capaz de inhibir el crecimiento o destruir una

célula bacteriana (Figura 6.5). A su vez, esta categoria se subdivide en:

o

Agentes que inhiben la sintesis de la pared celular bacteriana, afectando la
formacion del polimero peptidoglicano que conforma la estructura de la pared
bacteriana.

Agentes que afectan la sintesis de proteinas a nivel ribosomal, entre los
cuales se encuentran los que actuan sobre la subunidad 30s y 50s.
Agentes que afectan el metabolismo de los acidos.

Agentes antimetabolitos que antagonizan los pasos metabdlicos en la
sintesis de acido folico.

Agentes que actuan en forma directa sobre la membrana celular del

microorganismo [13-14].

QFB. Jorge Andrés Ornelas Guillén 33




MECANISMO DE ACCION DE LOS ANTIBIOTICOS
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Figura. 6.5. Clasificacion de antibioticos segiin su mecanismo de accion [71].

6.8 RESISTENCIA BACTERIANA (RA)

Se define como la capacidad que tiene una bacteria para sobrevivir a
concentraciones de antibidtico que inhiben o matan a otras de la misma especie. Como
resultado, estas bacterias que son capaces de sobrevivir se multiplican y se diseminan,
debido a la falta de competencia por parte de otras cepas sensibles al mismo farmaco.
Esto ha llevado a la aparicion de las llamadas «superbacterias», por ejemplo,
Staphylococcus aureus resistente a meticilina (SARM), o Neisseria gonorrhoeae, que
son dificiles de tratar con los antibiéticos disponibles [12-16]. El desarrollo de resistencias
es un fendmeno natural que ha sido observado desde el descubrimiento de los primeros
antibidticos [17]. Es la forma que tienen las bacterias de sobrevivir ante la exposicion a

un medio hostil.

El principal causante de la RA es el uso indebido y excesivo de los antibidticos en
los seres humanos y los animales, asi como en la agricultura. Las bacterias han
demostrado tener gran adaptabilidad a los farmacos introducidos, observandose siempre

resistencias a los pocos afnos de introducir un nuevo antibiético. La magnitud del impacto
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de la RA es ahora bien reconocida y los avances médicos modernos, que dependen de

los antibidticos, pueden verse comprometidos si esta situacion no es abordada.

Actualmente las bacterias resistentes se han extendido al ambito comunitario,
dificultando todavia mas su control y posterior erradicacion. Son pocas las opciones
terapéuticas que quedan disponibles para tratar las infecciones causadas por los
microorganismos multirresistentes, y muchas veces no son optimas, puesto que
presentan mayor toxicidad, menor eficacia, escasa biodisponibilidad y en algunos casos
un precio mas alto. Estas infecciones ademas estan asociadas a alta mortalidad, estancia

hospitalaria prolongada y elevado coste econdémico.

Como se ha mencionado anteriormente, los sistemas de liberacion de farmacos
nanoestructurados ofrecen como principal ventaja la optimizacion del potencial
farmacolégico a dosis reducidas, en comparaciéon a las formulaciones comercialmente
disponibles. Partiendo de esta premisa, el desarrollo de sistemas de liberacion
controlada de antibidticos es una alternativa que permite combatir la resistencia
bacteriana. Por ello, el presente trabajo propone integrar un agente antibiético, TTC, a

colecciones de nanofibras de PVA.

6.9 TETRACICLINAS

Las tetraciclinas son antibiéticos de amplio espectro que pertenecen a un grupo de
antibidticos con una estructura tetraciclica basica: nucleo naftacen-carboxamidico con
caracter anfoétero. Su nombre se origina por tener en su estructura 4 anillos bencénicos
fusionados. Los diferentes representantes de este grupo se diferencian entre si por los
radicales que contiene el grupo quimico basico, como se muestra en la Figura 6.6, y
actividad biolégica comun. En su mayoria, actuan como bacteriostaticos, aunque pueden
llegar a ser bactericidas en altas concentraciones. Acceden al interior celular por un doble
mecanismo de difusion pasiva y transporte activo. Tienen una amplia gama de actividad
contra diversos microorganismos y siguen siendo los antibioticos de eleccion para

algunas enfermedades. Sin embargo, debido a sus efectos secundarios, el aumento de
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la resistencia y los antibidticos alternativos ahora disponibles, su utilidad clinica es
limitada [72].

Figura 6.6. Estructura de la tetraciclina (TTC) [5].

La liberacién farmacologica area de la tetraciclina cargada en nanofibras ha sido
poco estudiada, Los reportes existentes se abocan al estudio de las nanofibras
aleatorias. Ejemplo de ello es que se ha incursionado en la sintesis de nanofibras que
contienen antibidticos en implantes dentales de titanio, donde se investigé la capacidad
in vitro de las nanofibras poliméricas que contienen clorhidrato de tetraciclina (TTCH)

para inhibir el crecimiento de bacterias asociadas a la periimplantitis [73].

Como ya se ha mencionado, los andamios construidos a partir de nanofibras
poliméricas tienen ademas de las ventajas de una morfologia fibrosa que imita la matriz
extracelular para la proliferacion celular, una alta porosidad y una gran relacién
superficie-volumen; favorable para la liberacion del farmaco. Esto se ha podido
comprobar en varias investigaciones, una de ellas fue orientada a la creacion de
andamios de nanofibras electrohiladas cargadas con TTCH a base de PVA y quitosano
para vendaje de heridas; dando como resultado la liberacién explosiva inicial de TTCH
debido a una rapida difusion desde las nanofibras, predominantemente las moléculas de
farmaco absorbidas (disponibles) en la superficie de las nanofibras; transcurridas 2 h, la
cantidad de TTCH liberada aumenta lentamente tendiendo a un nivel de saturacion. Por
ello, mantuvieron el efecto de inhibicidn sobre algunas de las especies bacterianas
utilizadas, ademas, no se registrd toxicidad, indicando que este vendaje antibacteriano

puede usarse para heridas y promover la cicatrizacion [74].
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En el &area farmacéutica, las nanofibras tienen importantes aplicaciones, una de
ellas es en la administracion de farmacos mucoadhesivos que tiene el potencial de
optimizar la administracion localizada de farmaco [75]. Bajo este enfoque, se ha
demostrado la utilidad del quitosano tiolado y 6xido de polietiieno como matrices
transportadoras para la liberacion controlada de TTC. Con respecto al modelo de
liberacion, se encontré que la caracteristica de liberacion prolongada se ajustaba bien al
modelo de raiz cuadrada de Higuchi, lo que indica que el perfil de liberacion del farmaco
desde estos sistemas de matriz esta controlado por difusion; demostrando una liberacion
sostenida de ambos farmacos continua hasta 48 h. El estudio antibacteriano demostro
que los diametros de zona de inhibicion del crecimiento bacteriano aumentaron con
concentraciones crecientes del farmaco en nanofibras. De este modo, el sistema de
administracion represent6 una herramienta novedosa para mejorar la eficacia terapéutica

de farmacos de baja absorcion en el tracto gastrointestinal.

Con anterioridad, en el Laboratorio de Polimeros y Materiales se ha obtenido un
material conformado por nanofibras de PVA, cuya orientacién inducida favorece la
liberacién prolongada de TTC, manteniendo una liberacién sostenida. Asimismo, las
nanofibras alineadas PVA-TTC indujeron inhibicidon del crecimiento bacteriano en el
ensayo de difusion en agar a 48 h en cultivos de cepas clinicas de Klebsiella pneumoniae
y Staphylococcus aureus [8]. No obstante, en aras de mejorar la calidad de las
microestructuras bioactivas PVA-TTC es necesaria la incorporacion de coadyuvantes
que ademas de promover el grado de orientacibn y que a su vez permitan la
incorporacion homogénea de la TTC en la disolucion de electrohilado. En este sentido,
la adicion de DES en volumenes discretos puede coadyuvar a la obtencién de nanofibras
de PVA/TTC con grado de orientacion axial superior al 88% y disminuir la presencia de

defectos en la microarquitectura final.

6.10 DISOLVENTES EUTECTICOS PROFUNDOS (DES)

Los disolventes eutécticos profundos (DES) son mezclas de dos sustancias con
puntos de fusion elevados capaces de asociarse; generalmente una sal de amonio

cuaternaria y un agente complejante neutro. [76]. El término 'disolventes de punto
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eutéctico profundo' proviene de la baja temperatura de transicion vitrea en una relacién
molar especifica de sal a especies donadoras de proton (HBD, por sus siglas en inglés)
[77].

Son faciles de preparar en estado puro. No reaccionan con el agua, muchos son
biodegradables y las propiedades toxicoldégicas de los componentes estan bien

caracterizadas [78].

El DES mas estudiado hasta la fecha es el conformado por cloruro de colina-urea
(ChCI:U). Un disolvente de disefio biodegradable, bactericida y no citotdxico [76-12]. Una
correlacion significativa entre la molécula donadora de enlaces de hidrégeno, la urea, y
el anién cloruro, como se habia demostrado previamente mediante experimentos de
RMN, se muestra como una fuerte interaccion de enlaces de hidrégeno. Es importante
destacar que también se ha encontrado que la colina interactua muy fuertemente con el

cloruro mediante enlaces de hidrégeno [80].

En términos de procesamiento de materiales poliméricos, se ha utilizado el DES
ChCIl:U como agente porogeno en el procesamiento de quitosano, mediante una
metodologia facil y ecolégica para obtener estructuras porosas 3D a base de quitosano
puro en forma de monolitos y peliculas. Se basa en un proceso modificado de separacién
de fases inducido por evaporacién en una disolucion precursora de quitosano. En este
enfoque, se utiliza un disolvente eutéctico profundo (DES) como sistema no disolvente y
un alternativa ecoldgica, rentable, sencilla y versatil para la produccion de materiales de
quitosano altamente estructurados [10]. En la produccion de nanofibras, se ha utilizado
en el electrohilado convencional con PVA, miel y &acido acetilsalicilico para la
administracion de farmacos de rapida disolucién [13] y en air gap de PVA, donde la
adicion de DES ChCI:U al 0.5% (1:2) favorece el grado de orientacion de las nanofibras
en 75% respecto del sistema de PVA puro. Produciendo nanofibras de PVA de alta
calidad con un diametro promedio de 180 £ 44 nm y con rugosidad inducida por efecto
del DES [9].

En este contexto, se proyecta la obtencion de nanofibras compuestas PVA/TTC con
alto grado de orientacion inducida mediante electrohilado air gap. Donde el uso del DES

ChCl:U como aditivo de electrohilado facilitara la obtencién de nanofibras compuestas
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PVA/TTC libres de defectos y promovera el alto grado de orientacién, al mejorar el
entorno dieléctrico de la disolucion. De manera simultanea, la adicién de la mezcla
eutéctica ChCI:U servira como coadyuvante en la disolucion de la TTC. La contribucién
de la presente propuesta plantea el estudio in vitro de la liberacion del antibidtico TTC en
funcién de la organizacion de las microestructuras (alineadas y aleatorias) frente a

bacterias referenciadas; asi como el estudio de la cinética de liberacién.

QFB. Jorge Andrés Ornelas Guillén 39




7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 CARACTERIZACION ESTRUCTURAL POR MICROSCOPIA

ELECTRONICA DE BARRIDO POR EMISION DE CAMPO

El PVA ha sido uno de los polimeros mas estudiados debido a su
biodegradabilidad, biocompatibilidad, y no toxicidad; estas caracteristicas lo hacen
altamente valorado en la liberacion de farmacos, en especial en forma de nanofibras
debido a que es altamente electrohilable [59]. Para visualizar los aspectos morfolégicos

de los materiales hibridos se efectud el proceso de electrohilado a condiciones 6ptimas

de operacion

Inicialmente se electrohilé una solucién de PVA, obtenidas a manera de control
mediante el procesamiento de disoluciones acuosas de PVA 10% p/v empleando la
configuracion de electrohilado air gap. En la Figura 7.1 a se presenta la microestructura
de las nanofibras de PVA donde se observan colecciones de nanofibras de alta calidad,
con ausencia de defectos y una baja distribucion de tamafo de didmetros, dado que
varia desde 80 nm hasta 120 nm, con un diametro promedio de 91 + 18 nm, de acuerdo
con el histograma mostrado en la Figura 7.1 b. Estas nanofibras se obtuvieron
empleando los siguientes parametros de electrohilado: voltaje de 13.3 kV, a una distancia

de trabajo de 13 cm, velocidad de flujo de 0.6 mL/h y temperatura de 21 °C; con una

apertura del gap de 2 cm y a humedad relativa de 42%.
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Figura 7.1. a) Coleccién de nanofibras de PVA y b) histograma de distribucion de diametro.
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Se ha estudiado que al adicionar la mezcla eutéctica de ChCl:U al PVA para su
electrohilado, las caracteristicas del material difieren de manera considerable, por ello se
decidio utilizar a una concentracion de 0.5 %v/v de DES en la solucion de PVA a
electrohilar, de manera que permita mejorar la microestructura y no se comprometa la
electrohilabilidad del mismo [81]. En la microestructura de las nanofibras de PVA-DES
obtenidas (Figura 7.2 a) se observan algunos defectos en forma de perlas debido a la
corta distancia de trabajo (10 cm) y la alta viscosidad de la disolucion, no obstante son
nanofibras de buena calidad, con diametros uniformes y cuya distribucion de diametros
se encuentran entre 80 y 200 nm (figura 7.2 b), con diametro medio de 126 + 22 nm;
como parametros de electrohilado, se aplicd un voltaje de 14.8 kV, velocidad de flujo de

0.5 mL/h y temperatura de 21 °C; operando a humedad relativa de 22%.

Didmetro promedio 126 + 22 nm

Frecuencia

100 125 150

Didmetro (nm)

Figura 7.2. a) Coleccion de nanofibras de PVA-DES y b) histograma de distribucién de diametro.

La incorporacion de la TTC, a la disolucion de electrohilado, se realizé6 empleando
una disolucion hidroalcohdlica, debido a la limitada solubilidad que presenta el antibiotico
en medio acuoso. Ademas, este medio favorece el entorno dieléctrico y contribuye a

aumentar la velocidad de evaporacion.

La concentracion utilizada del PVA coadyuva a la obtencion de diametros
promedio aceptables, de tal modo que repercute con la uniformidad y el diametro de las
nanofibras obtenidas. Del mismo modo, la velocidad de flujo y el voltaje también

repercuten en la formacién y calidad de las nanofibras.
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Del andlisis microestructural y de los parametros de electrohilado de las
nanofibras obtenidas a partir de las disoluciones de PVA puro y PVA-DES, se observa
que ambas generan nanofibras de buena calidad, por lo que se procedio al electrohilado
air gap de disoluciones cargadas con TTC, disolviendo la TTC en etanol y posteriormente
agregando esta disolucién al PVA, para el caso de la disolucion PVA-TTC, y por otro
lado, disolviendo el DES en PVA y posteriormente agregando a esta disolucion la TTC
disuelta en etanol, para el caso de la disolucién PVA-TTC-DES, tal como se describié en
el apartado 5.2. En este caso, ambas soluciones fueron electrohiladas para el analisis
de la influencia de los parametros en la generacién de colecciones de nanofibras

alineadas y cargadas con el antibiético.

Las colecciones de nanofibras generadas a partir de la disolucion de PVA-TTC,
presentan una alta alineacion y ausencia de defectos (Figura 7.3 B). Ademas, se
observan diametros uniformes, cuya distribucién se encuentran entre 80 y 200 nm, con
didmetro medio de 148 + 29 nm (Figura 7.3 A); para ello se requirié de un voltaje de 14.7
kV, a una distancia de trabajo de 14 cm, una velocidad de flujo de 0.4 mL/h y temperatura
de 21 °C; operando a humedad relativa de 30%. Esta orientacion y calidad se atribuyen
al incremento tanto la distancia de trabajo, el voltaje y la reduccion de la velocidad de
inyeccion de 0.3 mL/h. No obstante, uno de los parametros que influyen en la
electrohilabilidad es la temperatura y la humedad relativa. Esto debido a que se ha
observado que, a mayor humedad relativa, decrece la alineacion, mismo que se traduce

en mayores defectos en las nanofibras.

En la imagen 7.3 B, se puede observar que algunas zonas de esta coleccidn
exhiben algunos defectos y poca alineacion; lo que se atribuye a la inestabilidad del jet
polimérico, como consecuencia de la humedad (21 °C, Hr= 42%), repercutiendo
directamente en la morfologia de las nanofibras al retardar la velocidad de evaporacion
del disolvente de electrohilado. También es posible notar que la deposicion se ve
afectada, incrementando lentamente el espesor con defectos a lo largo del tiempo de
trabajo, mismo que se muestra en la morfologia macroscépica de las Figuras 7.3 C1 y

C2, respectivamente.
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Figura 7.3. Histograma de diametro y colecciones de nanofibras PVA-TTC, obtenidas a una distancia de
trabajo de14 cm, 14.5 kV, 0.3 mL/h, 26 °C y Hr > 40: A) histograma de distribucién de diametros de
nanofibras, B) imagen FESEM, C1) 1 h de proceso, C2) 3 h de proceso.

El incremento la temperatura del equipo a 30 °C favorece la obtencion de
nanofibras mas uniformes (Figura 7.4 B). Esto fue posible debido a que las condiciones
ambientales y de trabajo beneficiaron la electrohilabilidad, en este caso por el aumento
de temperatura y disminuciéon de humedad: 30 °C; Hr = 28%, los cuales permiten la
evaporacion eficiente del disolvente, minimizando asi la formacion de defectos, incluso
a nivel macroscépico (Figura 7.4 C1 Y C2). A su vez, el electrohilado bajo estas
condiciones ambientales también influye en el grado de alineacion, siendo inversamente
proporcional al diametro de las nanofibras, mismos que presentan una distribucion entre

120 y 200 nm, con diametro promedio de 148 + 29 nm.
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Figura 7.4. A) histograma de distribucion de diametros de nanofibras PVA-TTC, obtenidas a una
distancia de trabajo de 14 cm, 14.7 kV, 0.3 mL/h, 30 °C y Hr < 30: B) imagen FESEM, C1) 1 h de

proceso, C2) 3 h de proceso

El incremento de la temperatura en la camara de electrohilado propicié la

reduccién de la humedad del ambiente, de manera que se obtuvieron las colecciones

deseadas en un lapso de trabajo aceptable favoreciendo la electrohilabilidad. En el caso

del DES, por si solo es altamente conductor y el factor de la temperatura lo propicia aun

mas [82].

La humedad del ambiente es uno de los parametros que mas influyen en el

electrohilado. El agua condensada en la superficie de las fibras, al trabajar con un alto

porcentaje humedad relativa, puede tener influencia en la morfologia y alineacion de las

colecciones, especialmente cuando se trabaja con disolventes volatiles [27-31]; por ello

se llevaron a cabo una serie de experimentos para optimizar la producciéon de nanofibras.
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Para la produccion de nanofibras alineadas de PVA-TTC se aumento el voltaje de
14.7 a 16.5 kV, mientras que la concentracion de la disolucién polimérica y el gap se
mantuvieron constantes en un 10% p/v y 2 cm, respectivamente; la velocidad de
inyeccion fue de 0.6 mL/h y la distancia aguja colector de 10 cm. La formacion del jet de
electrohilado comenzd6 a partir de 8.5 kV, pero las fuerzas electrostaticas no eran lo
suficientemente fuertes para propiciar la eyeccidon continua del jet polimérico desde la
punta de la aguja de la jeringa. El electrohilado se realiz6 a partir de 13 kV, aumentando
poco a poco hasta 16.5 kV, voltaje en el cual el jet se formo correctamente y se mantuvo
continuo y estable. De esta manera se logré6 aumentar la tasa de deposicidén de las
nanofibras generadas, obteniendo colecciones de espesor aceptable a partir de 1 hora
de trabajo (Figura 7.4 C1).

Los parametros ambientales que influyen en la formacion de nanofibras son la
humedad y la temperatura. Cuando aumenta la temperatura ambiente, aumenta la
conductividad de la solucion, mientras que disminuyen la viscosidad y la tensién
superficial. La humedad ambiental es uno de los parametros mas influyentes en el
electrospinning. El agua condensada en la superficie de las fibras, cuando se trabaja con
una humedad relativa elevada, puede influir en la morfologia y la alineacién de los
acopios, especialmente cuando se trabaja con disolventes volatiles [27][31]. La
temperatura de las soluciones de electrospinning también tiene un efecto sobre la
morfologia de las nanofibras, por ejemplo, a altas temperaturas, la viscosidad disminuye
por lo que la movilidad de las moléculas de polimero aumenta debido al aumento de la
temperatura, ademas las fuerzas couldmbicas pueden ejercer una gran fuerza de

estiramiento sobre la solucién, dando lugar a nanofibras de menor diametro [52].

Cuando la humedad relativa se mantuvo en 15% y se aumento la temperatura a
40 °C, las nanofibras de PVA-TTC presentaban una calidad microestructural
sobresaliente, se observan nanofibras PVA-TTC lisas y altamente alineadas que
destacan por la ausencia de defectos con diametros entre 40 y 120 nm (Figura 7.5 B), y
un diametro promedio de 77 + 14 nm; para ello se requirié de un voltaje de 16.7 kV, a
una distancia de trabajo de 10 cm, una velocidad de flujo de 0.6 mL/h y temperatura

ambiente de 26 °C; operando a una humedad relativa de 15%. Del mismo modo la
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temperatura influye en el tiempo de proceso dado que si las condiciones ambientales son
bajas (Hr<15% y T=40 °C) se pudo disminuir el tiempo de proceso de 1 hora a 15
minutos, esto se evidencia en las fotografias macroscopicas (Figura 7.4 y 7.5 C). Con
estos resultados, comparados con los resultados obtenidos anteriormente, se verifica
que la temperatura y humedad relativa ambiente influyen de manera significativa en la
electrohilabilidad, de manera que, con valores inferiores a 22% de humedad relativa, se
incrementd la formacion de nanofibras en el colector, y esto también repercute en la
disminucién de defectos. Los parametros ambientales y del equipo favorecen la
evaporacion del disolvente, minimizando asi la formacién de defectos, incluso a nivel

macroscopico (Figura 7.5 C2).
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Figura 7.5. A) Histograma de diametro y colecciones de nanofibras PVA-TTC a 10 cm, 16.7 kV, 0.6
mL/h, 26 °C y Hr < 20: B) FE-SEM, C1) 15 min de proceso, C2) 1 h de proceso.

Respecto a las nanofibras de PVA-TTC-DES, en la Figura 7.6, se observan
nanofibras altamente alineadas y con muy pocos defectos en forma de pequenas perlas,
con diametros uniformes, cuya distribucion se encuentra entre 90 y 240 nm, y un
diametro promedio de 158 + 34 nm; para ello se requirié de un voltaje de 16.3 kV, a una

distancia de trabajo de 10 cm, una velocidad de flujo de 0.6 mL/h y temperatura de 26
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°C; operando a humedad relativa de 18%. Ademas, se puede observar en la Figura 7.6
C que las nanofibras que contienen DES, se depositan uniformemente en el colector y la
orientacion se conserva a comparacion de las nanofibras de PVA-TTC donde la

orientacion es inversamente proporcional a la deposicion de nanofibras.
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A . Diametro promedio 158 nm + 34 nm PVA_TTC_DES B
- I W Ak
= /

g w/li‘\
] O AN

Diametro (nm)

Figura 7.6. A) Histograma de diametro y colecciones de nanofibras PVA-TTC-DES a 10 cm, 16.3 kV, 0.6
mL/h, 26 °C y Hr < 20: b) FE-SEM, C1) 30 min de proceso, C2) 2 h de proceso.

Es importante mencionar que, el utilizar un voltaje mas alto para la produccién de
las colecciones de PVA-TTC, permite un mayor estiramiento de la disolucion debido a la
presencia de mayor fuerza de coulomb en el jet ocasionada por un fuerte campo
eléctrico, estos factores promueven una reduccion en el diametro de las fibras [84];
ademas, se redujo la distancia de trabajo, este parametro repercute en la reduccién del
tiempo de vuelo, incrementando la fuerza del campo que aumenta la aceleracion del jet
hacia el colector, lo que influye en la evaporacion del disolvente [20]. De este modo, se
observa que el DES tiene relacion con la viscosidad y la densidad de carga en la

superficie del jet expulsado.

La determinacion del grado de orientacion es una herramienta muy importante en

la nanometrologia debido a que se basa en el compendio de informacion cualitativa y
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cuantitativa que deriva del analisis de las microestructuras, de modo que podamos
calcular los porcentajes de alineacion axial a partir de herramientas digitales y coadyuve
a la caracterizacion de nanomateriales. Para ello se emplean softwares para procesar y
analizar imagenes cientificas; en este caso se utilizaron herramientas del software
ImagedJ: Orientationd y Directionality. Estos complementos permiten obtener mapas de
distribucion de intensidad mediante la transformada de Fourier rapida, los cuales reflejan
el grado de orientacion de las colecciones de fibras electrohiladas presentes en una
imagen de SEM: en muestras aleatorias, el patron de distribucion suele presentar
distribucion circular definida, mientras que en muestras alineadas presentan forma
eliptica (Figura 7.7) [85].

il

Figura 7.7. Diagrama FFT de las colecciones de nanofibras de PVA puro a) aleatorias y b) alineadas.

Dentro de los materiales generados en esta investigacion, destacan por presentan
un mayor porcentaje de nanofibras orientadas respecto al angulo principal, en
comparacién con las nanofibras de PVA-TTC (ver Figura 7.8). No obstante, las
nanofibras de PVA-TTC presentan una menor desviacion estandar, indicando que los
valores estan mas cercanos entre si y, por lo tanto, mas cerca del angulo de referencia
(6= 90°). Comparando las desviaciones estandar de los dos conjuntos de datos, se
puede sugerir que las nanofibras de PVA-TTC presentan gradientes mas consistentes y

se acercan mas a la referencia de 90° en términos de dispersiéon de los datos [86-35].

De igual manera, al comparar los coeficientes de variacion (CV), se observa que
las nanofibras de PVA-TTC tienen un CV mas bajo (16.07%) en comparacion con las de

PVA-TTC-DES (17.24%). Sin embargo, al comparar las diferencias absolutas, se
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consideran con mayor grado de alineacién las nanofibras de PVA-TTC-DES, ya que se

encuentran mas cerca de la referencia de 6=90°.

a1l 008 ] 65% de orientacion
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Figura 7.8. Micrografias FE-SEM de los mapas de color de las nanofibras alineadas a) PVA-TTC y b)
PVA-TTC-DES e histogramas de orientacién (a1 y b1).

Otro de los parametros importantes de los nanomateriales es su porosidad. Ya se
ha comentado que la morfologia superficial de las nanofibras electrohiladas se pueden
variar alterando las propiedades de la disolucion y los parametros de procesamiento [88].
El pequeno diametro de fibra y la estructura porosa de la malla de nanofibras dan lugar
a una gran superficie especifica. La porosidad adecuada y el area superficial son
ampliamente reconocidos como parametros importantes en el disefio de andamios para

la ingenieria de tejidos y liberacion farmacoldgica [45] [89].

La determinacion porcentual de la porosidad de manera indirecta suele basarse
en el procesamiento de nivel de escala de grises basado en la estructura de la imagen.
Se puede utilizar para caracterizar las micrografias SEM, usando uno o diferentes
umbrales de superficie. Para tales determinaciones, las micrografias SEM se convierten
a binario, de manera que pueda ser procesada, y posteriormente, empleando la

herramienta Threshold del software ImagedJ se analiza la porosidad de la coleccion [90].
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En la Figura 7.9 se observan los umbrales de porosidad de las micrografias de
FE-SEM obtenidas, en las que podemos notar que la porosidad media de las nanofibras
de PVA puro es de 14.3% de manera que al adicionar la TTC y el DES, favorecen la
porosidad de las nanofibras obteniendo valores promedios de 17.8% y 20.3%
respectivamente. A su vez, en la disoluciéon de PVA-DES-TTC se obtienen los mayores
porcentajes (23.7%) por lo que se puede mencionar que ademas de que el DES
coadyuva a la deposicion de las nanofibras, también se ve incrementada la porosidad de

estas.

% de % PVA TTC DES % de
porosida ALINEADA porosidad

PVATTC %de

PVA DES %de

ALINEADA porosida 2 ALINEADA porosidad
1 21.44 1 16.42
2 19.21 | 20.296 0.911 2 18.33 | 17.866 | 1.045
3 20.24 3 18.85

Figura 7.9. Umbrales de porosidad de las micrografias de nanofibras alineadas.
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7.2 ESPECTROSCOPIA INFRARROJO POR TRANSFORMADA DE
FOURIER (FTIR)

Debido al comportamiento intrinseco de las soluciones de PVA durante el
electrohilado y sus cambios morfolégicos al generar nanofibras, es importante evidenciar
la correcta incorporacion de la TTC y DES. Para ello, se llevé a cabo el analisis de
espectroscopia FTIR de las muestras que se muestra en la Figura 7.10. El espectro FTIR
del PVA puro evidencia vibraciones caracteristicas del PVA; la vibracion de estiramiento
de —OH en 3300 cm, la vibracién del estiramiento asimétrico del enlace C-H en 2900
cm™ y la vibracion fuera del plano del grupo O-H 800 cm. Siendo de particular
importancia las vibraciones en la region cristalina: de torsion tijera de metileno en 1450
cm', las vibraciones de balanceo con flexion del CH (8 (OH) en1325 cm™, la vibracion
de estiramiento del enlace C-O en 1100 cm™' y las vibraciones de balanceo del metileno
en 900 cm" [91].

En cuanto a la tetraciclina, debido a la complejidad estructural se puede dividir en

tres regiones:

« Grupos hidroxilos y amino, la region dividida entre 3000 y 1500 cm™ incluyen
vibraciones de extension 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,

« Laregion por debajo de 1500 cm™ como region de la huella digital.

De este modo, en el espectro se observan principalmente las vibraciones de
estiramiento caracteristicas del grupo —OH en 3300 cm-", del estiramiento simétrico del
enlace C-H en 3050 cm', de estiramiento del enlace C-O, en 1400 cm™, de torsion del
enlace OH, en 1500 cm™ y de torsion en el plano NH en 1600 cm™. También es
importante mencionar que, en la region de huella dactilar se presentan vibraciones
caracteristicas tales como la vibracion de flexion fuera del plano del enlace C=C-H en
1050 y 850 cm™' y la vibracion de flexion del enlace C-OH y en 950 cm™' [92].

Es importante mencionar que el DES ChCIl:U posee algunas vibraciones que

pueden eclipsarse con las del PVA, tales como vibraciones de estiramiento de —OH en

QFB. Jorge Andrés Ornelas Guillén 51




3400 cm™ las frecuencias de estiramiento asimétrico del grupo CHs en 3000 cm™, y
sefales que indican la presencia de un grupo de compuestos de amonio cuaternario en
el rango de 900 - 980 cm™, la vibracién de tension del C-O en 1100 cm™' y la vibracion
de torsion tijera del CH2en 1470 cm* [90-13].

De esta manera, en los materiales hibridos PVA-DES y PVA-DES-TTC se pueden
observar vibraciones similares a las del espectro de PVA puro, esto debido a la alta
concentracion de PVA respecto de la concentracion de TTC y del DES; a su vez las
vibraciones de estos suelen ser similares; sin embargo, se observa la vibracion torsional
en el plano del NH2 en 1624 cm™ y sefales de amonio cuaternario en 959 cm-’
caracteristico del DES. En las nanofibras PVA-TTC se observan dos vibraciones
adicionales en 2941 y 2910 cm-" pertenecientes al estiramiento simétrico y asimétrico del
enlace C-H (dobles enlaces de anillos) respectivamente, asi como bandas de sobretonos

del anillo aromatico trisustituido; demostrando la presencia de TTC en la disolucion.
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Figura 7.10. Espectro FTIR de las nanofibras alineadas de PVA, PVA-TTC y PVA-TTC-DES.
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7.3 ANALISIS TERMICO (TGA Y DSC)

El analisis termogravimétrico del PVA puro, PVA-DES y PVA-TTC-DES se muestra
en la Figura 7.11A. Es evidente la diferencia en el comportamiento térmico de las
nanofibras de PVA puro. La curva TGA de la NF-PVA puro presenta una pérdida de peso
del 5% respecto de la masa total entre 60 y 103 °C, la cual es atribuida a la pérdida de
humedad, relacionada a agua ligada, debido a que el PVA es higroscépico; una segunda
pérdida de peso del 68% respecto de la masa total, sucede entre 245 y 358 °C, la cual
esta relacionada con la despolimerizacién del PVA, mientras que la pirolisis tiene lugar
arriba de 330 °C [94].
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80+

- 2248°C —™ 1
" 1 " 1 1 "

[2]
o
1

- —— NF PVA-DES b

N
o
1

Pérdida de masa (%)

— NF PVA PURO
— NF PVA-DES ;
1 —— NF PVA-DES/TTC

N
o
1
Flujo de calor (mW/mg)

0 T T T T T T T 1
100 200 300 | 400 500

Temperatura (°C)

/
- 228.3°C 288 °C -1

100 200 300 400 . 500
Temperatura (°C)
Figura 7.11. Termogramas A) TGA y B) DSC de las nanofibras alineadas de PVA, PVA-TTC y PVA-TTC-
DES.

En la curva TGA de las nanofibras de PVA-DES se observa que el porcentaje de
agua ligada es mucho menor respecto de las nanofibras de PVA puro; dicho evento
térmico se presenta entre 58 y 76 °C y corresponde al 1.5% del peso total, mientras que
la descomposicién térmica del PVA'y DES se presenta entre 409 y 334 °C que representa
el 53% del peso total, lo que sugiere un aumento de la resistencia térmica del PVA al

incorporar el DES.

QFB. Jorge Andrés Ornelas Guillén 53




Por su parte, las nanofibras que contienen PVA-TTC-DES presentan caracteristicas
intermedias: en esta curva de TGA, la pérdida de agua ligada se observa entre 57 y 102
°C que corresponde al 3% del peso total. Posteriormente, se observa un evento térmico
entre 270 y 329 °C atribuido a una primera etapa de la descomposicion del DES, ya que,
de acuerdo a estudios previos el DES descompone en dos etapas, siendo su primer
producto de descomposicion el cloruro de colina y posteriormente la urea [95],
representando un 18% de la masa total. Otro evento térmico entre 334 y 395 °C puede
atribuirse a la descomposicién del PVA y la TTC, misma que representa el 40% de la

masa total.

Estos resultados son congruentes con los eventos térmicos observados en los
termogramas DSC de la Figura 7.11B. Tras el enfriamiento y recalentamiento, la curva
DSC del PVA muestra los eventos térmicos caracteristicos: la endoterma en 228.3 °C
asociada a la fusion de los dominios cristalinos, y el evento endotérmico a 288 °C

relacionado con la degradacion térmica [96].

La curva DSC del material PVA-DES muestra la presencia del pico endotérmico
relacionado con la fusion de zonas cristalinas a una temperatura menor respecto de las
NF de PVA puro (en 219.7 °C, respecto de las NF-PVA puro en 228.3 °C), esto es
evidencia de la miscibilidad entre los componentes a través de interacciones
intermoleculares [97]. La degradacion térmica del material compuesto se presenta a
partir de 368.3 °C, al menos 80 °C arriba respecto al PVA puro. Adicionalmente, se
observan dos endotermas asociadas a la descomposicion, comenzando a menor
temperatura, estimada en 268.6 °C, que se atribuye a la descomposicion de la urea,
seguida de ChCl.

El termograma DSC de las nanofiboras de PVA-TTC-DES muestra que la
temperatura de fusion de la regidn cristalina del PVA disminuye al afiadir la TTC con
DES; el evento endotérmico observado en 224.8 °C, otro evento endotérmico debido a
la posible descomposicion del DES, se aprecia en 285. Finalmente, la descomposicién

del compésito procede a 360.8 °C.
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7.4 INDICE DE HINCHAMIENTO

Para esta prueba, las colecciones de nanofibras de PVA-TTC y PVA-TTC-DES
alineadas se cortaron en piezas circulares y se pesaron cada una en seco. Se procedio
a colocar las piezas en un vial con agua destilada durante 1, 2, 12, 24, 48 y 72 h, a
temperatura ambiente, posteriormente se extrajo la coleccidon de nanofibras a los tiempos
mencionados y se retird el agua en la superficie para volver a pesarlas; el analisis se
realizd por triplicado de acuerdo con la siguiente ecuacion [98]:

W,,—Ww,
SR(%) = WTdd x 100
En esta ecuacion, SR es el indice de hinchamiento, W, es el peso de la muestra
después del hinchamiento y Wyrepresenta el peso seco de la muestra. De este modo se
obtiene la Figura 7.12, donde se observa que tanto en las nanofibras de PVA-TTC-DES
como en las nanofibras alineadas de PVA-TTC el porcentaje de hinchamiento decrece.

500
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400 I \F PVA-TTC

300-‘
200 -
1004
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Figura 7.12. Porcentaje del grado de hinchamiento de las colecciones de nanofibras alineadas en

disolucién salina (pH: 7.5) a diferentes intervalos de tiempo.

Los resultados obtenidos muestran que en las nanofibras de PVA-TTC se presenta
una absorcion inicial considerable de disolucion llegando a tener un hinchamiento del
200%, sin embargo, este valor decrece de forma rapida, de manera que a las 72 h la
capacidad de hinchamiento decae hasta el 44.4%.
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Por otro lado, las nanofibras alineadas de PVA-TTC-DES mantiene mayores niveles
de hinchamiento con valores mas constantes. Sin embargo, existe una variacion a las 24

h, donde decrece este echamiento y a las 48 h vuelve a incrementar.

La variacion en el indice de hinchamiento a lo largo del tiempo sugiere que las
propiedades fisicas y quimicas de las nanofibras, y su interaccion con el medio
circundante pueden cambiar. Un aumento inicial en el indice de hinchamiento puede
estar asociado con la absorcién de liquido, lo que lleva a la expansién de la estructura
de las nanofibras. Esto puede ser influenciado por la presencia de DES y su capacidad
para interactuar con el material polimérico. Por otro lado, la disminucién posterior en el
indice de hinchamiento podria indicar cambios en la estructura interna de las nanofibras,

como una mayor compactacién o cambios en la porosidad [97].

En ambas colecciones alineadas, la disminucion en el indice de hinchamiento
puede sugerir cambios en la porosidad, estructura o interaccion molecular de las
nanofibras con el tiempo. La matriz polimérica puede volverse menos permeable al agua
con el tiempo, afectando tanto la cinética de liberacion como la capacidad de las

nanofibras para retener el medio fisiolégico [97].

7.5 PROPIEDADES MECANICAS

Las curvas de tensidn-deformacion, resultantes de la prueba de traccion de los
materiales basados en colecciones alineadas de NF PVA-DES, PVA-TTC y NF PVA-
TTC-DES, muestran en la Figura 7.13. A partir de la prueba de traccién se reporta el
comportamiento mecanico de los materiales, en términos de modulo de Young,
elongacion de rotura, tension de rotura y esfuerzo ultimo de rotura, los cuales se detallan
en la Tabla 7.1.

Se ha reportado que los DES, sobre todo el de CHCI:U aporta conductividad en
solucion [99][100] y es plastificante [101], estas propiedades son importante dado que se
ha demostrado que las nanofibras hiladas con mayor conductividad de la solucion

exhiben mejores propiedades mecanicas y mayor resistencia a la traccion [102].
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De acuerdo a los resultados obtenidos, es posible apreciar que en presencia del
DES se generan colecciones de nanofibras con mayor grado de elasticidad, siendo el
composito NF PVA-DES el material que presenta un mejor desempefio mecanico, lo cual
se refleja como valores altos de modulo de Young, tensidn de rotura y esfuerzo ultimo
de tension. Las nanofibras hiladas con mayor conductividad de la solucion exhibieron
una mayor resistencia a la traccion. Estos patrones de curvas fueron similares a los

reportados en nanofibras de PVA y el DES de cloruro de colina y manosa [13].

El compdsito bioactivo NF PVA-TTC-DES presenta una pequeia reducciéon del
rendimiento mecanico que puede atribuirse a las interacciones con el antibiético TTC
debido al aumento de fuerzas intermoleculares, por lo tanto, aumenté la dureza de la

muestra, lo que a su vez resulté en una mayor dureza y resistencia del material [103].

De acuerdo a investigaciones previas, las nanofibras de PVA aleatorias presentan
un momento elastico mayor y una adhesion menor a comparacion con las nanofibras de
PVA alineadas, donde el momento elastico es directamente proporcional al diametro de
las nanofibras [103]. Sin embargo, se utilizan nanofibras de diametros 5 veces mayores
(>500 nm) a las obtenidas (<130 nm). Otras investigaciones aluden a que la resistencia
de las fibras aumenta a medida que disminuye su diametro [104] y que la alineacion de

las nanofibras incrementa el médulo de Young [105].

De acuerdo con los materiales obtenidos, en comparacién de los ensambles de
nanofibras aleatorias (NF PVA aleatoria), la deposicion de nanofibras con orientacion
axial (NF PVA alineada) incrementa 2.9 veces el comportamiento elastico.
Particularmente, el médulo de Young de 82.6 y 242.8 MPa de las nanofibras aleatorias
y alineadas de PVA puro respectivamente son valores superiores a los reportados para
nanofibras de PVA al 10% obtenidos mediante electrohilado [103][106]. Este incremento
en el comportamiento elastico de nanofibras alineadas puede atribuirse a que estas
nanofibras poseen una estructura altamente ordenada y orientada en una direccién
especifica. La alineacion estructural puede aumentar la rigidez del material, lo que se
refleja en un médulo de Young mas alto. Sin embargo, la orientacion unidireccional puede
limitar la capacidad del material para deformarse antes de la fractura, lo que resulta en

un menor porcentaje de elongacién de fractura [105].
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Figura 7.13. Curvas de tension — deformacion de los materiales obtenidos a partir de electrohilado.

Tabla 7.1. Propiedades mecanicas de los materiales obtenidos basados en colecciones NF PVA.

NF PVA-TTC-DES  NF PVA-DES NF PVA NF PVA
alineada alineada Alineada aleatoria
Moédulo de Young (MPa) 241.6 £39.8 336.3+44.7 242.8+28.1 82.6+14.7
Ultimo esfuerzo de tensién (MPa) 119+4.2 14.2+3.9 87+26 6.0+1.4
Tension de rotura (MPa) 55+1.3 7.1+0.5 48+1.3 3.2+0.8
Elongacion de fractura (%) 73+1.2 8.1+0.7 7.1+0.8 11.7+1.9
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7.6 ESTUDIOS DE LIBERACION

El espectro de absorcion UV-vis de la TTC presenta tres bandas: a Amax= 220 nm
(banda 1), que corresponde al sistema aromatico D de la molécula, a Amax= 270 nm
(banda 2), relacionada al croméforo del anillo A 'y a Amax= 357 nm (banda 3)
correspondiente al cromoforo BCD (Figura 7.14). Este ultimo contribuye a los tres

maximos de absorcion [107].

NH,
banda 3
A 4= 357 nm
banda 2
A ax= 270 nm

Figura 7.14. Bandas de UV-Visible caracteristicas de la TTC.

De acuerdo con las cinéticas realizadas, en los espectros UV-Vis de las nanofibras
de PVA-TTC y PVA-TTC-DES, mostrados en la Figura 7.15, se despliega la banda de
absorcién correspondiente al anillo D (banda 3) en Amax= 365 nm. Debido a que el DES

genera dos bandas de absorcidn, una en Amax= 215 y otra en 300 nm, se tomdé como
como referencia la banda en 365 nm, de manera que dicho espectro no interfiera con el

del DES.

Absorbancia
Absorbancia

T T T T T
250 300 350 400

T T T
250 300 350 400
Longitud de onda (nm) Longitud de onda (nm)

Figura 7.15. Espectros de absorcién UV-Vis de liberacién en medio acuoso de la TTC a partir de las
colecciones de nanofibras alineadas A) PVA-TTC y B) PVA-TTC-DES.
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Se ha demostrado que las nanofibras alineadas ofrecen un mejor control en la
liberacion del principio activo a través del polimero [108]. Por ello, se realizaron dos
tipos de ensayos: teniendo en cuenta la concentracion liberada por hora, y la
concentracion total acumulada por hora. En el primer ensayo, se toma en cuenta la
concentracion que se libera por muestreo; dado que no se extrae la alicuota de la
disolucién, dicho monitoreo se muestra en la Figura 7.16. Se observa la liberacion rapida
en ambas matrices durante las primeras 5 h, posterior a ello se despliega una liberacion
sostenida en el tiempo de estudio; no obstante, las nanofibras de PVA-TTC tienen un
segundo aumento de la concentracién a partir de las 80 h y continda incrementando con
el tiempo. Caso contrario con las nanofibras que contienen el DES, que mantiene la

dosificacion durante todo el tiempo de medicion.

0.07
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0.04

0.03
1 —— NF PVA-TTC
0.02 4 —— NF PVA-TTC-DE

0.01

Concentracion parcial (ug/mL)

0.00 I T T T T T T T T T T T T T T T T
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Figura 7.16. Espectros de absorciéon UV-Vis de liberacién de TTC de las nanofibras alineadas de PVA-
TTC y PVA-TTC-DES. (Ensayo continuo).

El ensayo por concentracidon acumulada toma en cuenta las concentraciones
iniciales y se van sumando con las obtenidas en mediciones subsecuentes, este grafico
se presenta en la Figura 7.17, donde se puede observar que las nanofibras de PVA-TTC
y PVA-TTC-DES mostraron en general una liberacion lenta. Existe una liberacion rapida
del farmaco en las primeras horas del estudio: alrededor del 8.06% en nanofibras de
PVA-TTC aleatorias, 4.03% en nanofibras de PVA-TTC alineadas y 3.14% en nanofibras
de PVA-TTC-DES alineadas, y posteriormente todas presentan una tasa de dosificacion
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sostenida. Las nanofibras de PVA-TTC-DES muestran una velocidad de liberaciéon mas
rapida en los primeros minutos de liberacién. Sin embargo, alcanzan la estabilidad tras
2 h de inmersién. Por otra parte, las nanofibras de PVA-TTC, presentan una velocidad
inicial de liberacion menor, aunque conforme transcurre el tiempo, la liberacion de la TTC
aumenta, sobrepasando a las nanofibras con DES, hasta mantener la dosificacion
estable después de las 4 h. La cinética de liberacion en ambos andamios es lenta debido
a la configuracion estructural de las nanofibras, y la alineacién permite un mayor control

en la liberacién respecto a nanofibras aleatorias de la TTC a través de la matriz

polimérica.

m—F PVA-TTC-DES Aleatoria
0 —MF PVA-TTC Alineada
— N PVA-TTC Aleatoria

Concentracion acumulada (%)

T T T T T T T T
0 50 100 150 200 250
Tiempo (h)

Figura 7.17. Espectros de absorciéon UV-Vis de liberaciéon de TTC de las nanofibras aleatorias de PVA-
TTC y alineadas de PVA-TTC y PVA-TTC-DES (Ensayo acumulado).

De acuerdo con estos resultados, la presencia del DES en las nanofibras de PVA
en conjunto con la TTC puede alterar las propiedades fisicas del sistema de liberacion,
afectar las interacciones entre los componentes y modificar la cinética de liberacién del
farmaco. Todo esto contribuye a una liberacion mas lenta de la tetraciclina en
comparacioén con las nanofibras de PVA-TTC sin DES. Cuando se incorporan en conjunto
el DES vy la tetraciclina a las colecciones de nanofibras de PVA, pueden ocurrir varios
fendmenos que afectan la liberacion del farmaco: |) incremento de la viscosidad, la
presencia del DES puede aumentar la viscosidad del medio de liberacion [109], lo que
puede dificultar la difusion de la tetraciclina fuera de las nanofibras. Esto conduce a una
liberacion mas lenta del farmaco. Il) Interaccion con el PVA: el DES puede interactuar

con el PVA y formar una matriz mas densa y compacta, lo que restringe la difusiéon de la
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tetraciclina y disminuye velocidad de liberacion. Ill) Efecto de salting-out: la presencia del
DES puede modificar las interacciones entre los componentes y contribuir al efecto

salting out en la TTC [110], lo que reduce su solubilidad en el medio de liberacion y

ralentiza su liberacion.

7.6.1 ANALISIS DEL MECANISMO DE LIBERACION

El ajuste de las cinéticas de liberacion a modelos tedricos ayuda a comprender y
predecir la cinética de liberacidon del farmaco a partir de las diversas nanoestructuras
[111]. Ademas, permite obtener resultados de convergencia que se aproximan a la
realidad, también contribuyen a la modificacién y mejora del disefio de los sistemas de
entrega y a la simplificacién de la complejidad biolégica [112]. Los métodos basados en
modelos tedricos describen el mecanismo de la liberacién en la via de disolucién; se trata
de un proceso en que la materia sélida se solvata en un disolvente, y puede llevarse a
cabo la transferencia la masa de la fase soélida a la fase liquida. Ejemplos de modelos

que liberan el farmaco por digestion son los modelos de orden cero, Hixson-Crowell y

Korsmeyer-Peppas [113].

Las cinéticas de liberacién de TTC en los nanomateriales se examinaron mediante
su ajuste a los modelos de orden cero, primer orden, Korsmeyer-Peppas, Higuchi, Hixon-
Crowell, Makoid-Banakar y Peppas-Sahlin; estos tienen en cuenta el tiempo de retardo
(Tlag). El ajuste de los datos experimentales se muestra en la Figura 7.18, y la

descripcion de cada uno de los modelos se encuentra detallada en el Anexo A.
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Figura 7.18. Cinéticas de liberacion ajustadas a los distinfos modelos matematicos del perfil de
liberacion de TTC en nanofibras alineadas de PVA-TTC y PVA-TTC-DES.
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Los parametros obtenidos a partir del ajuste de los datos experimentales a los

modelos tedricos se muestran en la Tabla 7.2:

Tabla 7.2. Resultados del ajuste a los modelos tedricos de la liberacion de TTC de las nanofibras alineadas
de PVA-TTC y PVA-TTC-DES.

Peppas-Sahlin Orden Zero  Primer orden Higuchi Hixson-Crowell Korsmeyer-peppas Makoid-Banakar

R? K» n R? Ko R? Ki R? (O R® Kuc R* RMAdj n R RAdj] M C

PVA-TTC 009919 -1.24 0.156 0.5214 0.038 0.5304 0 0.5988 0.932 0.5274 0 0.9958 0.9952 0.112 0.9668 0.9961 0.119 Q

PVA-TTC-DES 0.9961 -1.587 0.093 0.3567 0.012 0.358 0 0.38 0.373 0.3576 0 0.9946 0.9937 0.052 0.995 0.9935 0.055 0

El ajuste de los datos a los modelos cinéticos antes descritos se realizé bajo
condiciones analiticas a pH fisioldgico, con el objetivo de determinar el modelo que mejor
describe el mecanismo de liberacion in vitro de TTC de las nanofibras. El propdésito de
utilizar estos modelos para ajustar los datos de disolucion es que facilitan el analisis y la
interpretacion del rendimiento de la liberacion en funcion de unos pocos parametros que
pueden compararse estadisticamente [114]. De acuerdo con los modelos ajustados
(Figura 7.18), el modelo que mejor describe la liberacidon del farmaco en las nanofibras
de PVA-TTC es el de Korsemeyer-Peppas; dado que a partir de su ajuste se obtuvo con
el mayor valor de R? =0.9958. Para explicar el mecanismo de liberaciéon se tiene en
cuenta que se obtuvo un valor de n de 0.012, lo que sugiere una liberacion de tipo
Fickiana, de modo que la liberacion sigue una cinética controlada principalmente por la

difusion del farmaco desde el sistema de liberacion hacia el medio circundante [115].

En lo que respecta a las nanofibras de PVA-TTC-DES la cinética de liberacion se
ajusto al modelo Peppas-Sahlin con valores de R? superiores a 0.99, asi mismo, el valor
de n es menor a 0.5; de este modo, el mecanismo que se propone es que la liberacion
de la TTC desde la matriz polimérica sigue un mecanismo de liberacion anémala o
subcaseosa, y esta influenciada por diferentes fenédmenos de difusion e hinchamiento de
la matriz polimérica: el sistema polimérico absorbe y retiene una cantidad significativa de
disolvente en su estructura, lo que provoca un aumento en su volumen y tamafo en el
medio acuoso donde ocurre la liberacién y en presencia del DES, dado que este ultimo

es un tipo de disolvente que involucra el hinchamiento de ciertos polimeros.
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Sin embargo, este modelo presenta un valor negativo de la constante de relajacién
(K2), lo cual es indicativo de la contribucion relajante ausente y, por lo tanto, el fendmeno
de difusion es predominante en la liberacién de la TTC, siguiendo una difusién Fickiana
[116]. En este sentido, el ajuste al modelo de Makoid-Banakar también es aceptable dado
que posee el segundo valor mas alto de R?=0.9950; no obstante, de acuerdo con la
literatura, cuando el parametro “C” del modelo Makoid-Banakar es igual a cero, este
modelo se convierte en la ley de potencia de Korsmeyer-Peppas (e= 1) [117], y por lo
gue se observa en la Tabla 7.2, el ajuste también presenta dicha correlacion a cero, por
lo que es posible inferir que el mecanismo de liberacion de esta coleccion se rige por
difusion.

Finalmente, cuando las nanofibras contienen el DES, el exponente de liberacion de
Korsmeyer-Peppas, n, es de 0.05, lo que confirma que la difusion es el mecanismo de la
liberacion del farmaco. Esto se comprobd con la relacion de los exponentes A/B derivada
del modelo de Kopcha, la cual es mayor que 1; este modelo puede utilizarse facilmente
para cuantificar la contribucion de la difusion y la relajacion del polimero, dado que, para
que la liberacion de farmaco A esté dominada por la difusién, A debe ser mucho mayor
que B [117]. Como se observa en los datos de la Tabla 7.3, el valor de A es mucho mayor
que el valor de B, lo que confirma que la liberacion del farmaco se produjo principalmente

como resultado de la difusion Fickiana.

Tabla 7.3. Resultados del ajuste del modelo de Kopcha en el perfil de liberacién de TTC en las
colecciones de nanofibras alineadas de PVA-TTC y PVA-TTC-DES.

Kopcha
A B R? A/B
PVA-TTC 0.9474 0.1406 0.982 6.74
PVA-TTC-DES 0.6307 0.271 0.9405 2.33

A = constante de difusion y B = constante de erosion

Las cinéticas de liberacion de las nanofibras de PVA-TTC, como las de PVA-TTC-
DES, al tener un valor de n menor a 0.5, pueden ser descritas por el modelo Fickiano,
donde la liberacién del farmaco es gobernada por fendmenos de difusion. La velocidad

de transporte o difusion del disolvente es mucho mayor que el proceso de relajacion de
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la cadena polimérica. El equilibrio de absorcion en la superficie expuesta del sistema
polimérico tiene lugar rapidamente, lo que conduce a condiciones de enlaces
dependientes del tiempo, y la cinética de este fendmeno se caracteriza por la difusividad
[48-49].

La difusion Fickiana generalmente ocurre en matrices poliméricas en las que el
valor de la temperatura de transicion vitrea del polimero (Ty) es menor que la temperatura
del ambiente. Cuando el polimero esta en estado viscoelastico, las cadenas poliméricas
tienen una gran movilidad, lo que permite una facil penetracién del disolvente. Sin
embargo, la difusion Fickiana se caracteriza por una alta velocidad de difusion del
disolvente hacia el interior de la matriz y una baja velocidad de relajacion polimérica. Este
comportamiento induce la formacion de un gradiente de penetracion del disolvente. La
concentracion de disolvente decrece exponencialmente desde la region totalmente
hinchada hacia el centro de la matriz. La distancia de difusion es proporcional a la raiz
cuadrada del tiempo.

Se ha reportado que la Tq del PVA se encuentra alrededor de 76 °C [119][120], sin
embargo, es posible observar la difusién Fickiana en polimeros con Ty superior a la
temperatura ambiente cuando se afnade un plastificante al sistema, tal es el caso de la

adicion del DES [101] en nuestro caso de estudio.

7.7 PRUEBAS DE SUSCEPTIBILIDAD ANTIMICROBIANA

Las pruebas de susceptibilidad bacteriana son una herramienta esencial para el
manejo adecuado de las infecciones bacterianas y la lucha contra la resistencia
antimicrobiana [121]. Se ha demostrado que los sistemas de transporte de farmacos
utilizando nanotecnologia tienen mayor eficacia en comparacion con los sistemas
convencionales [122]. En el campo de la fabricaciéon de materiales en forma de
nanofibras, es crucial que el polimero utilizado no solo pueda contener el medicamento,
sino también preservar su actividad biolégica y combatir la resistencia bacteriana, lo cual

es un aspecto de gran importancia en las técnicas de procesamiento [123].
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El efecto antibacterial de las colecciones de nanofibras de PVA-TTC y PVA-TTC-
DES alineadas se evaluaron mediante el método de difusién en disco para determinar
su actividad bactericida o bacteriostatica in vitro, utilizando para ello las cepas
microbianas ATCC: Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae y Escherichia coli y
la cepa clinica de Streptococcus pyogenes, el método se describe a detalle en el Anexo
B. Se prepararon cinco muestras de las nanofibras en forma de sensidiscos, 1) una de
ellas solo contenia PVA puro, como control negativo, las otras previamente cargadas con
tetraciclina mediante el electrohilado: Il) PVA-TTC aleatoria, 1ll) PVA-TTC alineada, 1V)
PVA-TTC-DES y V) PVA-TTC-EDES. A esta ultima se le removié el DES con metanol
(etiquetada entonces como: PVA-TTC-EDES). Se us6 ademas un sensidisco comercial
como control positivo con una concentracion de TTC de 30 ug. Los sensidiscos se
colocaron en placas de agar Mueller-Hinton, MacConkey y sangre de carnero inoculadas
con una colonia bacteriana, respectivamente. Las placas se incubaron a una temperatura
adecuada durante 24 horas para permitir el crecimiento bacteriano y la difusién del
antibidtico. Tras la incubacién, se midieron los didmetros de los halos de inhibicion
formados alrededor de los sensidiscos, con luz transmitida, utilizando un calibrador [124].

El resumen de los resultados se muestra en la Tabla 7.4.

Tabla 7.4. Halos de inhibicion de las nanofibras alineadas y aleatorias y el sensidisco comercial control

positivo de TTC en las cepas ATCC empleadas.

Cepa bacteriana Staphylococcus aureus Klebsiella pneumoniae  Escherichia coli

Sensidiscos ATCC 29213 ATCC 13883 ATCC 25922
Sensidisco comercial control + (TTC) 18 mm 19 mm 18 mm
Sensidisco control - (PVA) - Sin inhibicion Sin inhibicion
Sensidisco NF PVA-TTC aleatoria 18 mm 14 mm -
Sensidisco NF PVA-TTC alineada 20 mm 19 mm 18 mm
Sensidisco NF PVA-TTC-DES alineada 16 mm - -

ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA

Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus es una bacteria que causa infecciones tanto en entornos

hospitalarios como en la comunidad, y su presencia supone una carga considerable para
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el sistema de salud [125]. La capacidad de formar una biopelicula es un factor
determinante de virulencia importante para la persistencia de infecciones cronicas

asociadas con S. aureus [126].

Se realizaron dos ensayos bacterianos a distintas concentraciones de TTC, el
primero corresponde a una concentracion tedrica de TTC de 11.9 y 23.5 ug
respectivamente, mientras que el sensidisco control positivo (comercial) mantuvo los 30
Mg, con el fin de evaluar su efecto en el crecimiento bacteriano y determinar la
sensibilidad de la bacteria al antibidtico. Realizar dos ensayos a diferentes
concentraciones permite observar como responde la bacteria a diferentes niveles de
exposicion al antibiotico. Esto ayuda a determinar la concentracion minima inhibitoria
(CMI), que es la concentracion mas baja de TTC que inhibe el crecimiento bacteriano
[124].

Los resultados de la prueba de sensibilidad correspondiente al primer ensayo se
muestran en la Figura 7.19, donde se puede apreciar que solo el sensidisco control
positivo de TTC presenta un halo de inhibicién uniforme de 14 mm, mientras que, las
nanofibras, tanto alineadas como aleatorias, que contienen TTC presentan un pseudo
halo o hetero-resistencia ya que se observa el halo de inhibicion parcial. El control

negativo de las nanofibras de PVA no presenta inhibicion.

Nanofibras PVA-TTC-

DES alineadas Nanofibras PVA-TTC

Alineadas

Nanofibras PVA-TTC

aleatorias
Nanofibras PVA

C-

Figura 7.19. Test de zona de inhibicion de S. aureus en agar Mueller-Hinton (concentracion de

nanofibras:11.9 ug, Sensidisco: 30 ug).
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Esta hetero-resistencia se refiere a la presencia de una pequefa proporcion de
bacterias dentro de una poblacion total que muestra resistencia a un antibiético
especifico, a pesar de que la mayoria de las bacterias son sensibles al mismo. En casos
particulares, como la respuesta observada con los biomateriales PVA-TTC, cuando se
utiliza una concentracion baja de antibidtico en el sensidisco, es posible que solo las
subpoblaciones resistentes dentro de una cepa bacteriana puedan sobrevivir y crecer
alrededor del disco, mientras que las subpoblaciones sensibles son inhibidas y no forman

halos de inhibicion claros [127].

Por otro lado, los resultados de la prueba de sensibilidad correspondiente al
segundo ensayo, con una mayor concentracion de TTC (tabla7.4) mostraron los

siguientes didametros de halos de inhibicion alrededor de los sensidiscos (Figura 7.20):

Nanofibras PVA-TTC-
EDES alineadas

Nanofibras PVA-TTC
Alineadas

Nanofibras PVA-
TTC-DES alineadas

Nanofibras PVA-TTC
Aleatorias

Figura 7.20. Test de zona de inhibicion de S. aureus en agar Mueller-Hinton (concentracion de

nanofibras:23.5 ug, Sensidisco: 30 ug).

De acuerdo con los criterios establecidos por el Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI), los resultados indican diferentes grados de sensibilidad de

Staphylococcus aureus a la tetraciclina.
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*Sensidiscos NF PVA-TTC alineadas, PVA-TTC-DES alineadas y PVA-TTC
aleatorias: Staphylococcus aureus es sensible a la tetraciclina, ya que presenta un

halo de inhibicion 217 mm.

*Sensidisco NF PVA-TTC-EDES alineadas: Staphylococcus aureus muestra
sensibilidad intermedia a la tetraciclina, ya que el halo de inhibicién esta dentro de

dicho rango (15 a 16 mm).

Con base a los resultados obtenidos, las nanofibras alineadas y aleatorias de TTC en
la cepa ATCC 29213 de Staphylococcus aureus presentan una variabilidad en su
sensibilidad a la tetraciclina, de igual manera, en presencia o con la extraccién DES,
mostrando diferentes grados de respuesta antimicrobiana; las nanofibras alineadas de
PVA-TTC-DES presentan un ligero incremento en el halo de inhibicion respecto a las
aleatorias de PVA TTC; no obstante el proceso de remocion del DES con metanol, se
puede originar la descomposicion de la tetraciclina, lo que explica la reduccion en el halo
de inhibicion [128].

Streptococcus pyogenes

Algunas especies de Streptococcus pyogenes son parte de la microbiota normal del
cuerpo humano y comunmente no causan enfermedades, mientras que otras pueden ser
patdgenas y provocar diversas infecciones. Por ello, es de suma importancia prevenir
complicaciones potenciales, por lo que la investigacion y el estudio continuo de estas
bacterias son cruciales para comprender mejor su biologia, virulencia y resistencia a los

antibioticos, con el objetivo de mejorar las estrategias de prevencion y tratamiento [129].

Los resultados de la prueba de sensibilidad mostraron los siguientes diametros de

halos de inhibicidn alrededor de los sensidiscos (Figura 7.21):
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Nanofibras PVA-TTC-
EDES alineadas

Nanofibras PVA-TTC
Aleatorias

Nanofibras PVA-TTC-
DES alineadas Nanofibras PVA-TTC

Alineadas

Figura 7.21. Test de zona de inhibicion de Stptoccus pyogenes en agar Sangre de carnero

(concentracién de nanofibras:23.5 g, Sensidisco: 30 ug).

*Sensidisco NF PVA-TTC alineadas, NF PVA-TTC-DES alineadas, Control: Halo de

inhibicion de 6 mm.

*Sensidisco PVA-TTC-EDES alineadas y NF PVA-TTC Aleatorias: Halo de

inhibicion ausente. Inhibicidn en area de sensidisco.

Los resultados obtenidos en esta prueba de sensidiscos revelaron que los halos de
inhibicion alrededor de los tres sensidiscos impregnados con tetraciclina fueron casi
imperceptibles (6 mm), y en las nanofibras que no contienen DES no se observa, solo
en el area donde se colocd. De acuerdo con los criterios de interpretacion establecidos,

esta medida indica resistencia a la tetraciclina por parte de S. pyogenes.

La resistencia a la tetraciclina en S. pyogenes puede surgir debido a diversos
mecanismos, como la produccion de enzimas que inactivan el antibiético o la alteracion
de los sitios de union de la tetraciclina en la bacteria. Esta resistencia puede ser adquirida
a través de la transferencia de genes de resistencia o debido a mutaciones genéticas.
La presencia de halos de inhibicidon de 6 mm en esta prueba indica que la concentracién
de tetraciclina utilizada no fue suficiente para inhibir el crecimiento de S. pyogenes,

confirmando la resistencia del microorganismo a este antibiético [130].
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Klebsiella pneumoniae

Klebsiella pneumoniae es una bacteria patégena oportunista que puede causar
infecciones en mamiferos. Es una de las principales causas de infecciones
nosocomiales. Debido a su resistencia a los antibidticos y su capacidad para formar
biopeliculas en superficies médicas, puede propagarse facilmente y causar infecciones

graves en pacientes con sistemas inmunitarios debilitados [131].

Para la prueba de inhibicion, se prepararon los sensidiscos con nanofibras
alineadas y nanofibras aleatorias impregnados con TTC que fueron colocados en una
placa de agar MacConkey y Mueller-Hinton inoculada con la cepa de Klebsiella
pneumoniae por estria masiva. Se incubaron las placas a 37°C durante 18-24 h. Luego,

se midieron los halos de inhibicion generados alrededor de cada sensidisco.

Los resultados de la prueba de sensibilidad mostraron los siguientes diametros de

halos de inhibicidn alrededor de los sensidiscos (Figura 7.22):

Nanofibras
PVA-TTC-DES

alineadas Nanofibras PVA C-

Nanofibras PVA-TTC
Aleatorias

Figura 7.22. Test de zona de inhibicion de K. pneumoniae en agar Mac Conkey (concentracion de

nanofibras:23.5 ug, Sensidisco: 30 ug).
*Sensidisco PVA-TTC-DES alineadas y sensidisco control TTC: Halo de inhibicién
de 21 mm.

*Sensidisco PVA-TTC Aleatorias: Halo de inhibicion de 10 mm.

*Sensidisco PVA control negativo: No presenta inhibicién.
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Sin embargo, de acuerdo con las guias CLSI y estudios in vitro con enterobacterias
[132], el medio estandar para estudios de inhibicién debe ser Mueller Hinton, por lo que
esta prueba no es idénea, ya que el MacConkey contiene inhibidores y selectores que
pueden afectar los resultados de la prueba en condiciones puntuales [132]. Con respecto
a la prueba realizada en Mueller-Hinton se obtuvieron los halos de inhibicion de la Tabla

7.4, mismos que se observan en la Figura 7. 23:

Nanofibras PVA-

Nanofibras PVA c- TTC Alineadas

Nanofibras PVA-
TTC-DES alineadas

Nanofibras PVA-
TTC Aleatorias

Figura 7.23. Test de zona de inhibicién de K. pneumoniae en agar Muller-Hinton (concentracion de

nanofibras: 23.5 g, Sensidisco comercial: 30 xg).

De acuerdo con las guias CLSI, los resultados de la prueba de sensibilidad
muestran que el sensidisco de nanofibras alineadas con TTC generé un halo de
inhibicion mayor a 18 mm, lo que indica que la cepa de Klebsiella pneumoniae es
sensible a la tetraciclina presente en estas nanofibras. Por otro lado, el sensidisco de
nanofibras aleatorias con TTC produjo un halo de inhibicibn mas pequefio (de 14 y 10
mm), lo que indica que la configuracion de nanofibras alineadas es mas eficiente en la
inhibicién bacteriana, proporcionando una mayor superficie de contacto entre la
tetraciclina y la bacteria, lo que facilita una mayor liberaciéon del farmaco y una mejor

interaccion con la cepa, aumentando asi la efectividad del tratamiento antibiético.
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Escherichia coli

Escherichia coli, un bacilo Gram negativo, ha sido objeto de investigacion
constante debido a su ubicuidad y su papel en diversos contextos, desde la microbiologia
ambiental hasta la epidemiologia clinica. Dada su prevalencia en entornos naturales y
su papel dual como componente normal del microbioma y patégeno oportunista, el
estudio estas cepas es esencial para comprender su variabilidad genética, su

comportamiento antimicrobiano y su impacto en la salud humana y ambiental.

Los resultados de la prueba de sensibilidad mostraron diametros similares (Tabla

7.4) estos halos de inhibicién se muestran en la Figura 7.24.

Nanofibras PVA-
TTC-DES
alineadas

Nanofibras
PVA C-
Nanofibras PVA-
TTC alineadas

Figura 7.24. Test de zona de inhibicién de E. coli en agar Mueller-Hinton (concentracién de

nanofibras:23.5 ug, Sensidisco: 30 ug).

Los resultados muestran que, tanto las nanofibras alineadas como aquellas
cargadas con DES y TTC generaron halos de inhibicion con un diametro de 18 mm, al
igual que el control positivo de TTC. Esto indica que ambas formulaciones de nanofibras
son efectivas para inhibir el crecimiento de la cepa en condiciones de laboratorio.
Ademas, la igualdad de los resultados entre las nanofibras alineadas y las tratadas con

DES sugiere que la adicién de DES no afectdé negativamente la actividad antibacteriana.

Segun los estandares del Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI), la
sensibilidad de la cepa de E. coli ATCC 25922 se considera dentro del rango de 18 mm
a 25 mm. En este caso, los halos de inhibicion observados (18 mm) podrian interpretarse

como una baja sensibilidad a las nanofibras de TTC. Sin embargo, es importante
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considerar que el valor de corte establecido por el CLSI se basa en antibiéticos

convencionales y no necesariamente se aplica directamente a nanomateriales [132].

Como se ha detallado, el presente trabajo de tesis cubrid la fabricacion de sistemas
nanoestructurados de base NF-PVA para la liberacién del antibiético TTC a partir de
microentornos de morfologia variable; se demostré la capacidad de liberacién in vitro y
el ajuste con los modelos cinéticos tedricos asocian el comportamiento de los perfiles de
liberacion con el mecanismo de difusion. Finalmente, la aplicaciéon practica de los
materiales disefiados ha sido demostrada con excelentes resultados en las cepas ATCC
Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae y Escherichia coli. La inhibicidn resulta
superior cuando se emplean los compdsitos constituidos por nanofibras alineadas,
confirmando asi la hipotesis planteada y poniendo de manifiesto la eficiencia de la

variante de electrohilado air gap en aplicaciones médicas.
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7.8 ESTADISTICA DE INHIBICION BACTERIANA (T de student).

Se empled la prueba estadistica de T-Student, comparando el efecto antibacterial
in vitro de las nanofibras alineadas de PVA, PVA-TTC y PVA-TTC-DES, asi como la

disposicion alineada y aleatoria de las colecciones en las cepas bacterianas ATCC que

se muestran en la Tabla 7.5.

Tabla 7.5. Valores estadisticos de los halos de inhibicién en cepas bacterianas ATCC en las colecciones

alineadas y aleatorias de PVA, PVA-TTC y PVA-TTC-DES.

Muestra Cepa Replical Replica 2 Replica 3 Promedio g2 o
(mm) (mm) (mm) (mm)

+ S. aureus 20 19 20 19.67 0.22 0.58

o

£ K. pneumoniae 21 20 19 20.00 0.67 1.00

o

©  Ecoli 18 17 17 17.33 0.22 0.58
& B8 Saureus 22 21 21 21.33 022  0.58
> 0O © .
a F @ K pneumoniae 21 20 19 20.00 0.67 1.00
2 = .

< E coli 18 18 17 17.67 0.22 0.58
& 8 S-aureus 18 19 20 19.00 0.67 1.00
>0 5 .
a i § K. pneumoniae 10 14 14 12.67 3.56 2.31
2 2 Ecoli 3 ) - - - -
& @ 8 S aureus 22 22 21 21.67 0.22 0.58
- .
oo g K. pneumoniae 21 20 19 20.00 0.67 1.00
2 - = .
< E coli 18 18 18 18.00 0.00 0.00

Se realizo un estudio T de student homo y heterocedastico de una cola, dado que

son muestras pequefias y de varianza distinta dependiente de grupos. Se propusieron

las hipétesis nulas y alternas de acuerdo con el grupo de estudio y se realizaron los

calculos en concordancia a la Prueba T con cada una de las cepas. Los valores obtenidos

de la Prueba T de student para todas las cepas fueron similares, de manera

representativa el caso de S. aureus en nanofibras aleatorias y alineadas de PVA-TTC se

muestran en la Figura 7.25.
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T STUDENT

Staphylococcus aureus alin vs aleat
Significancia (a) = 0.05 P<0.05
F2= 5.533985905 Rechazar hipdtesis nula 1

Prueba T (Heterocedastica) = 0.017826331

Figura 7.25. Valores obtenidos de la Prueba T de student para la cepa de S. aureus en nanofibras
alineadas de PVA-TTC y alineadas de PVA-TTC-DES.

Para el primer grupo de nanofibras aleatorias de PVA-TTC y alineadas de PVA-
TTC, se propusieron las siguientes hipétesis, correlacionando la actividad bacteriana con

la orientacion de las nanofibras:

Ho1 = No hay diferencia significativa en la inhibicion bacteriana entre las nanofibras

alineadas y aleatorias frente a las cepas bacterianas.

Ha1 = Existe una diferencia significativa en la inhibicion bacteriana entre las nanofibras

alineadas y aleatorias frente a las cepas bacterianas.

En este primer caso, se compararon los grupos de nanofibras aleatorias de PVA-
TTC y alineadas de PVA-TTC, en la cual se presentd una significancia menor (p<0.05),
por tanto, se asume que, si existe una diferencia estadisticamente significativa en la
inhibicion que presentan las nanofibras aleatorias y alineadas, siendo favorecido en las

nanofibras alineadas, aceptandose la hipotesis alternativa y negando la hipétesis nula.

En el segundo caso, los valores obtenidos de la Prueba T de student se muestran
en la Figura 7.26 considerando como ejemplo representativo los valores de inhibicion de
a la cepa S. aureus empleando las nanofibras alineadas de TTC y alineadas de TTC-
DES.
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T STUDENT

Staphylococcus aureus alin vs alin con DES
Significancia (a) = 0.05 P=0.05
F2= 1.118033989 Aceptar hipotesis nula 2

Prueba T (Homocedastica) = 0.211324865

Figura 7.26. Valores obtenidos de la Prueba T de student para la cepa de S. aureus en nanofibras
alineadas de PVA-TTC y alineadas de PVA-TTC-DES.

Las hipdtesis propuestas correlacionaron la actividad bacteriana de acuerdo con el

uso de DES en las colecciones:

Ho1 = No hay diferencia significativa en la inhibicion bacteriana entre las nanofibras
alineadas con TTC y alineadas que contienen DES y TTC frente a las cepas

bacterianas.

Ha1 = Existe una diferencia significativa en la inhibicion bacteriana entre las nanofibras
alineadas con TTC y alineadas que contienen DES y TTC frente a las cepas

bacterianas.

Se compararon los grupos de nanofibras alineadas de PVA-TTC y PVA-TTC-DES,
en la cual se presentd una significancia mayor (p>0.05), por tanto, se asume que las
nanofibras que contienen DES no presentan una diferencia estadisticamente

significativa, aceptandose asi la hipotesis alternativa y negando la hipoétesis nula.
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7.9 VIABILIDAD CELULAR

Se analizé la citotoxicidad/viabilidad de las colecciones de nanofibras alineadas NF
PVA-TTC y NF PVA-TTC-DES, debido a que la cuantificacién del grado de viabilidad
celular de los fibroblastos es un aspecto crucial para la aplicacion planteada. Se empled

como control interno la coleccion de nanofibras alineadas NF PVA generada sin DES.

Desde el punto de vista del disefio de dispositivos implantables para la liberacion
de agentes terapéuticos, garantizar la inocuidad de los materiales es un prerrequisito.
Para ello, la Norma ISO 10993-1, refiere que todo sistema de dosificacion de farmacos
disefiado para ser implantado debe presentar un porcentaje de citotoxicidad menor al
30%, por ende, la viabilidad celular al menos debe ser 70%, empleando como referencia

la linea celular de fibroblastos de ratén L929 [133].

En el marco de la Norma antes citada, el porcentaje de viabilidad celular debe
estimarse de manera indirecta a partir del ensayo MTT. Dicho protocolo, establecido por
Mosmman et al. [134], determina la viabilidad en funcién de la actividad metabdlica del
cultivo celular, siendo un ensayo colorimétrico que basa su respuesta en la reduccion del
bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT, color amarillo) a formazan
(color morado, Amax= 500—-600 nm). La metodologia aplicada para la evaluacion de la

citotoxicidad se detalla en el Anexo C.

Los resultados del ensayo MTT, empleando las colecciones NF PVA-TTC y NF
PVA-TTC-DES se muestran en la Figura 7.27. Derivado de la Norma ISO 10993-1, se
realizé la incubacién de poblaciones celulares al 100% (50 000 células por pozo) y 50%
(25 000 células por pozo) en contacto directo con las colecciones de nanofibras a base
de PVA. Como control positivo, se incub6 una poblacion equivalente en ausencia del
composito; mientras que, como control negativo se emplea solo el medio de cultivo
DMEM.
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La grafica de la Figura 7.27 permite apreciar que todos los materiales, incluso las
NF PVA empleadas como control, presentan valores de viabilidad superiores al 100%. A
partir de estos resultados se pone de manifiesto que los dispositivos de liberacién de

TTC basados en colecciones de NF PVA no presentan toxicidad en fibroblastos.

7 Concentracion celular
Il 50%
B 100%

Porcentaje de viabilidad celular (%)

Control positivo NF-PVA NF-PVA/TTC NF-PVA/DES/TTC
Composito

Figura 7.27. Andlisis de viabilidad celular en las colecciones de nanofibras alineadas de PVA, PVA-TTC
y PVA-TTC-DES
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8. CONCLUSIONES

Se establecieron los parametros 6ptimos para la obtencion de nanofibras alineadas
de PVA-TTC y PVA-TTC empleando el DES ChCI:U como aditivo de electrohilado. Estas
colecciones de nanofibras son efectivas como sistemas de liberacién de farmacos debido
a su alta area superficial, capacidad de liberacion controlada, efecto de barrera y mejora

de la estabilidad, y su obtencion es altamente reproducible.

A partir del analisis de la estructura mediante FESEM se observé que ambas
colecciones de nanofibras alineadas (PVA-TTC y PVA-TTC DES), son de buena calidad
y poseen una estructura uniforme, de superficie lisa y orientacion alineada. Los tamafos
promedio de diametros de las nanofibras alineadas de PVA-TTC fueron de 77 nm £ 14
nm, con grado de orientaciéon axial de 65% + 4% respecto a 84° + 14°; a diferencia de
las nanofibras alineadas del compdsito PVA-TTC-DES que presentaron diametro
promedio de 158 nm + 34 nm y 86% + 5% como grado de orientacion respecto del angulo
87° £ 15°, lo que evidencia el efecto positivo de |la presencia del DES sobre la induccion

de la orientaciéon de las nanofibras.

La presencia de la TTC en las nanofibras se verificd mediante espectroscopia de
infrarrojo; observando las vibraciones caracteristicas del PVA y la TTC. La deteccion del
DES en las colecciones de nanofibras mediante FTIR es complicada debido a que se
encuentra en una muy baja concentracion respecto de los otros componentes y la
mayoria de sus vibraciones caracteristicas se traslapan con las del PVA. La presencia

del DES fue posible verificarla mediante los analisis térmicos de TGA y DSC.

En términos de la aplicacion, la cinética de liberacién mostré una tasa de liberacion
mas lenta en las nanofibras alineadas de PVA-TTC-DES, con un maximo de liberacion a
las 2 h; manteniendo una liberacién eficaz y sostenida hasta por 368 h. A diferencia de
las nanofibras alineadas de PVA-TTC, las cuales presentan la maxima liberacion a las 4
h mediante una cinética sostenida. Ambas son excelentes matrices de liberacién

dependiendo el sitio anatémico de aplicacion.

Se evaluaron varios modelos cinéticos para determinar los mecanismos de

liberacion del farmaco. Para las nanofibras de PVA-TTC, el modelo que mejor se ajusto
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a los datos experimentales fue el modelo de Korsemeyer-Peppas, con un coeficiente de
determinacién (R?) de 0.9958 y un valor del exponente (n) de 0.112. Estos resultados
indican que la liberacion del farmaco sigue un mecanismo de difusidon controlada por la
raiz cuadrada del tiempo, lo que implica una liberacién lenta y controlada. En el caso de
las nanofibras de PVA-TTC-DES, se encontré que tres modelos se ajustaron bien a los
datos experimentales: el modelo de Peppas-Sahlin, el modelo de Makoid-Banakar y el
modelo de Korsemeyer-Peppas. Los tres modelos describen la difusion Fickiana, regida
por fendmenos de difusion e hinchamiento. Ambas matrices, constituidas por nanofibras,
confirman dichos fendmenos, al compararlos con el modelo de Kopcha, ya que se

obtuvieron valores mayores a 1, lo cual indica la prevalencia de la difusion.

Las nanofibras de PVA-TTC y PVA-TTC-DES muestran un hinchamiento inicial
rapido de liquido seguida de una estabilizacion a lo largo del tiempo. No obstante, el uso
de DES indica una capacidad de retencion de liquidos mas prolongada en comparaciéon
con las nanofibras PVA-TTC.

Por su parte, la inhibicion bacteriana es dependiente de la concentracién del
farmaco y de la genética de la cepa. Las nanofibras alineadas en general son activas
sobre las cepas que indica la bibliografia, siempre que mantengan sus genes de
sensibilidad, y que al retirar el DES el principio activo mantenga su naturaleza quimica.
Tanto las nanofibras alineadas de PVA-TTC como las nanofibras alineadas de PVA-TTC-
DES indujeron inhibicién del crecimiento bacteriano en el ensayo de difusion en agar a
48 h en cultivos de ATCC de Staphylococcus aureus, superando el desempeno de las
colecciones de nanofibras aleatorias de PVA-TTC en dicho estudio. En la cepa
Streptococcus pyogenes no es posible discutir sensibilidad, esto puede deberse a que
sea una especie altamente resistente al antibidtico. En Klebsiella pneumoniae destaca
la inhibicion de las nanofibras alineadas de PVA-TTC-DES, mientras que en las
nanofibras aleatorias de PVA-TTC es deficiente al generar un halo minimo de inhibicion.
Del mismo modo analizando la inhibicion producida por estas cepas se afirma que existe
una diferencia estadisticamente significativa en la inhibicion que presentan las nanofibras
aleatorias y alineadas, siendo favorecido en las nanofibras alineadas; mientras que por
otro lado, la inhibicién de las nanofibras de PVA-TTC-DES es similar a las nanofibras
alineadas DE PVA-TTC.

QFB. Jorge Andrés Ornelas Guillén 82




Estos resultados indican que los andamios de nanofibras de TTC alineadas,
ademas de ser excelentes candidatos para el tratamiento contra bacterias de amplio
espectro, podrian reducir el consumo de antibioticos de manera prolongada ya que estos

materiales tienen una liberacidén sostenida en el tiempo y no se requieren tantas dosis.

Es asi que, se han logrado fabricar nanofibras alineadas de PVA-TTC-DES, lo cual
constituye un innovador sistema de liberacion farmacolégica, verificandose la influencia
de la alineacion de las nanofibras, ya que las nanofibras alineadas presentan una mejor
dosificacion que las nanofibras aleatorias de PVA-TTC. Esta propuesta ofrece una
valiosa alternativa para lograr una dosificacion sostenida y efectiva, pudiendo impactar
en la reduccion de algunos de los efectos adversos que suelen acompanar al consumo
de farmacos convencionales. Donde, la alta citocompatibilidad de las matrices PVA-TTC
soporta la aplicacion propuesta, en apego a la 1ISO-10993-1 referente a dispositivos

meédicos implantables.
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9. ANEXOS

A. ANALISIS DEL MECANISMO DE LIBERACION

Los datos experimentales obtenidos mediante el monitoreo por UV-Vis de las
cinéticas de liberacion, se ajustaron mediante regresion lineal de suma de cuadrados a

siete modelos empiricos/semiempiricos:

Orden zero: Este modelo se utiliza para describir farmacos que se liberan
lentamente con una concentracion constante que puede caracterizarse como modelo
cinético ideal, en el que se mantienen los niveles de farmaco constantes durante el
proceso de liberacidon en el plasma sanguineo, porque la tasa de liberacién del farmaco

no depende de su concentracion [135]. La ecuacion que emplea es la siguiente:

C == CO - kot
Donde: C es la cantidad de farmaco liberado o disuelto, Cy es la cantidad inicial
de farmaco en la solucion (normalmente es cero), Ko la constante de velocidad de orden

ceroy tel tiempo

Primer orden: La cinética de liberacién de primer orden establece que la variacion
en la concentracion con respecto del tiempo depende solamente de la concentracion del

agente activo remanente en el dispositivo:

In (Q¢) =1n(Qy) + k4
Donde: Q; es el porcentaje de farmaco liberado después del tiempo ¢, Q, es el
porcentaje inicial de farmaco liberado (usualmente 0), k; la constante de velocidad para

la cinética de primer orden y t es el tiempo.

Korsmeyer-Peppas: Este modelo describe el mecanismo de liberacion del farmaco
a partir del sistema de nanoparticulas poliméricas considerando un mecanismo no

Fickiano, que se derivd como una relacion simple para detectar estos mecanismos [136],

In(Q;) = In(kgp) + nin(t)
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Donde: Q; es el porcentaje de liberacion del farmaco después del tiempo ¢, kgp €s
la constante de nanoparticulas que incorpora las caracteristicas geométricas, n es el
exponente de liberacion (relacionado al mecanismo de liberacion del farmaco) y t es el

tiempo.

El modelo de Korsmeyer-Peppas tiene un valor del exponente de difusion (m) que
se ajusta y utiliza para distinguir entre los mecanismos de liberacion de farmacos de
varias geometrias de nanoparticulas, asi como ilustrar los valores bajos y altos de

liberacion como se indica en la siguiente tabla:

Tabla 9.1. Valores del exponente de difusion (m) del modelo de Korsmeyer-peppas y los mecanismos de

liberacion caracteristicos de los materiales.

Exponente de difusion (m) )

- — Mecanismo
Film Cilindro Esfera

0.5 0.45 0.43 Difusién Fickiana

0.50<m<1.00 | 0.45<m<0.89 | 0.43<m<0.85
Transporte Anomalo
1 0.89 0.85
1 0.89 0.85 Transporte Caso-ll

Higuchi: Es un modelo de solubilidad en agua y baja solubilidad en la matriz sélida
y semisolida [137]. Este modelo suele caracterizarse por el uso de agua. En estos
sistemas hay dos mecanismos responsables de controlar la velocidad de la velocidad de
liberacion del farmaco: el hinchamiento y la erosion/degradacion, dando lugar a una capa
en la superficie del farmaco y asi, impedir la entrada de mas agua y evitar la liberacién

de mas farmaco, resultando en la disminucién del farmaco con el tiempo [138].

C = [D(2q, — Cs)Cst]*/?

Donde C es la cantidad total de liberacion del farmaco por unidad de superficie de
la matriz, D es el coeficiente de difusion del farmaco en la matriz, g: la cantidad total de
farmaco en una unidad de volumen de matriz, Cs=solubilidad dimensional del farmaco

en la matriz polimérica y t el tiempo.
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Hixon-Crowell: Este modelo tiene en cuenta que la superficie de la particula es
uniforme en tamafo y corresponde a su raiz cuboide [139]. Cuando se liberan
nanoparticulas, se produce un cambio en el diametro y la superficie de estas particulas.
Esta forma se aplica en forma de dosis como comprimidos, donde la descomposicién es

paralela a la superficie del farmaco [140].
C(])./3 - CL}/3 - kHCt

Donde, C:es la cantidad de farmaco liberado en el tiempo t. Co la cantidad inicial
de farmaco en el comprimido, kHC la constante de velocidad de la ecuacion de Hixson-

Crowell.

Peppas-Sahlin: es conocido como "difusion no-Fickiana" o "andémala". Esto
significa que la tasa de liberacion de farmaco no sigue una cinética de difusién lineal
clasica, sino que esta influenciada por fendomenos como hinchamiento del polimero,

degradacion del material y otros mecanismos complejos [141]. Esta dada por:

C
C_t = kltn + kztzn

<

Donde C representa la cantidad de farmaco liberado en un tiempo t, k1 y k5 son las

Ct
constantes de liberacion del modelo, C_ es la fraccion de farmaco liberado en un tiempo
[0

"t" dividido por la cantidad total de farmaco liberado (liberacion acumulada) en un tiempo

infinito, n es el exponente que caracteriza el mecanismo de liberacion.

El primer término del lado derecho representa la "contribucién difusional Fickiana, f,

mientras que el término del lado izquierdo la caso Il -contribucién de relajacion "R".

Makoid-Banakar: se basa en la hipotesis de que la liberacion del farmaco ocurre a
través de una combinacion de difusion y desintegracion de la matriz. La ecuacién del

modelo es la siguiente:
Q = kt"
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Donde: Q es la cantidad de farmaco liberado en el tiempo t, k es una constante de
velocidad de liberacion, n es un exponente que puede tener diferentes valores

dependiendo del mecanismo de liberacion.

Kopcha: El principal mecanismo de liberacion esta relacionado con la relacion
A/B. Si A/B es superior a 1, el principal mecanismo de liberacién esta controlado por la
difusién (relacionado con la velocidad a la que el farmaco se mueve a través de la matriz
polimérica.) y si es inferior a 1, esta controlado por la erosién (la velocidad a la que el
polimero se degrada o se disuelve en el medio). En el caso de ser igual a 1, tanto la

difusién y la erosién son importantes para el mecanismo de liberacion [142].
M, = At®> + Bt

Donde Ay B son la velocidad de difusién y las constantes de velocidad de erosién,
respectivamente, t es el tiempo de liberacion y M; Representa la cantidad acumulada de

farmaco liberado en el tiempo .
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B. ENSAYO DE SUSCEPTIBILIDAD ANTIMICROBIANA

Etapa 1.
1.

2.

Etapa 2.

Etapa 3.

Preparacion de cepas bacterianas y disoluciéon de McFarland:
Cultivar las cepas ATCC en agar Muller-Hinton durante 24 horas a 37°C.

Recolectar las células bacterianas del cultivo en tubos y hacer lavados

mediante la centrifugacion a 2500 rpm por 3 minutos.

. Re-suspender las células en solucién salina estéril (0.85% de NaCl) hasta

obtener una suspensién homogénea.

. Ajustar la turbidez visualmente con una solucion estandar de sulfato de bario al

0.5 en la escala McFarland, afadiendo mas solucion salina o mas células para
alcanzar una absorbancia de 0.5 en la escala McFarland. Si se usa un

espectrofotometro medir la longitud de onda a 625 nm.

Ensayo de sensibilidad antibacteriana:

. Preparar una suspension bacteriana con una concentraciéon de 0.5 en la escala

McFarland.

. Sembrar uniformemente la suspension bacteriana en placas de agar Muller-

Hinton.

. Colocar los sensidiscos en las placas de agar, asegurandose de espaciarlos

uniformemente.

. Incubar las placas a 37°C durante 24 horas.

Evaluacioén de resultados:

. Medir los halos de inhibicion alrededor de cada sensidisco en luz indirecta con

un calibrador.

. Registrar los diametros de inhibicién y compararlos entre los diferentes tipos de

nanofibras y controles.

Notas Adicionales:

e Todas las manipulaciones deben realizarse en condiciones estériles.

e Repetir el experimento al menos tres veces para obtener resultados mas robustos.
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C.

ENSAYO DE CITOCOMPATIBILIDAD EN FIBROBLASTOS

Protocolo 1: Preparacion de los materiales

1.
2.

Los materiales son cortados con un bisturi circular en discos de 6 mm de diametro.
Posteriormente se procede a realizar la esterilizacién de los materiales mediante
exposicion a radiacion UV durante 20 min, 10 min por cada lado.

Dentro de la campana de flujo laminar, los materiales se colocan en frascos

herméticos y se mantienen sellados hasta su uso.

Protocolo 2: Conteo de células en camara Neubauer y cultivo primario

1.

A los cultivos iniciales, incubados en botellas matraz T-25, se les retira el medio
de crecimiento.

Se realizan tres lavados con DMEM: F-12, empleando 5 mL para cada lavado.

3. El proceso de tripsinacién se realiza adicionando entre 2 y 3 mL de disolucién de

Tripsina 0.25%-EDTA 1 mM, una vez tapada la botella de cultivo se lleva a
incubacion por 5 min a 37 °C y en atmdsfera de 5% de COa.

Se agita la botella suavemente durante 20 s en vortex y se vierte el contenido a
frascos Corning para centrifuga.

Se centrifuga durante 6 min a 1200 rpm con el correspondiente contrapeso, el
sobre sobrenadante se desecha.

A las células sedimentadas se le adiciona el medio de crecimiento completo y se
homogeniza en vortex por 30 s.

Se extraen 100 uL de la suspension de células con micropipeta y se agrega un
volumen igual de azul tripan al 0.4 % p/v preparado en PBS.

Se prepara la camara de Neubauer, colocando el portaobjetos sobre la camara y
se adiciona una gota de la mezcla de suspensién de células/azul tripan en cada

uno de los extremos de la camara.

10.Se realiza el conteo de células por cuadrante en microscopio invertido y con el

promedio del conteo obtenido se calcula el numero de células/mL.
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Calculos:

# de células contadas
4

Promedio de células =

promedio de células contadas
1x10

Células/mL =

celular _ # de células requeridas por pozo

Volumen de suspencion = -
P pozo # de células contas/mL

11.Bajo campana de flujo laminar, se adiciona con micropipeta el volumen de la
suspension de células correspondiente al numero de células requerido para el
analisis respectivo.

12.El cultivo primario se realiza por triplicado, con un n=3 en cada placa.

13.Una vez completo el set, se procede a la incubacién a 37 °C bajo a atmdsfera de
COz2 al 5% durante 24 h.

Protocolo 3: Ensayo de citotoxicidad por MTT
El experimento se realiza por triplicado con:

Control positivo: medio de crecimiento completo y células.
Control negativo: medio de crecimiento completo sin células.

Control interno: medio de crecimiento completo, células y material.

1. Se preparan placas de 96 pozos con los materiales correspondientes a analizar,
previamente esterilizados.

2. Se adiciona en cada pozo el volumen necesario de la suspension de células para
el cultivo de 50,000 y 25,500 células/pozo siguiendo el protocolo 2.

3. Se incuba la placa a 37 °C y atmésfera de CO:2 al 5% por 24 h.

4. Se observa confluencia en microscopio invertido.
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5. Se adiciona a cada pozo el reactivo del kit MTT en volumen igual al 10% respecto
al volumen inicial (volumen inicial= 100 pL, por tanto, el volumen de reactivo MTT=
10 pL).

6. Se incuba durante 4 h a condiciones estandar (37 °C y CO2 5%).

7. Una vez transcurrido el tiempo de incubacion se procede a leer la absorbancia de
las placas en espectrofotometro de UV-Vis para placa multipozo en el rango de

Amax=500 a 600 nm.

8. Los valores de viabilidad se estiman a partir de la siguiente ecuacion:

o Densidad Optica de la muestra
% de Viabilidad celular = - — x 100
Densidad optica del control
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