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RESUMEN

Utilizando la técnica de electrohilado, se procesé un andamio polimérico compuesto de
dos capas, una capa de gelatina y polivinil pirrolidona con gentamicina, y una segunda
capa de acetato de celulosa. Las condiciones del proceso de electrohilado se
estandarizaron para los pardmetros de potencial eléctrico aplicado, flujo de alimentacién
y distancia entre el inyector y el colector. Una vez optimizados los valores de las
principales variables del proceso, se establecié un tiempo de proceso de tres horas para
permitir la separacion del material del colector. EI material obtenido se caracterizé por
observaciones en microscopia electrénica de barrido, espectroscopia infrarroja por
transformada de Fourier, medicion del angulo de contacto para evaluar las propiedades de
humectabilidad y actividad antibacteriana contra Pseudomonas aeruginosa Yy
Staphylococcus aureus. Las fibras obtenidas que forman el andamio bicapa presentan
diametros de alrededor de 100 y 300 nm de las capas anterior y posterior respectivamente.
El andamiaje presenta la composicion quimica, las caracteristicas de humectabilidad y la
actividad antibacteriana que cumplen con la propuesta de este trabajo, basada en la
obtencion de un material que pueda ser utilizado como vehiculo para la administracion de

medicamentos y como material para el aposito de heridas.
SUMMARY

Using the electrospinning technique, a polymeric scaffold composed of two layers was
processed, a gelatin and polyvinylpyrrolidone layer with gentamicin, and a cellulose
acetate second layer. The conditions for the electrospinning process were standardized for
voltage parameters, feed flow and the distance from the injector to the collector. Once the
values of the main variables for the electrospinning were optimized, a three-hours
processing time was established to allow the separation of the material from the collector.
The obtained material was characterized by observations on scanning electron
microscopy, Fourier transform infrared spectroscopy, contact angle measurement to
evaluate wettability properties and antibacterial activity against Pseudomonas aeruginosa
and Staphylococcus aureus were evaluated. The obtained fibers that form the bi-layer
scaffold present diameters about 100 and 300 nm from the former and later layers

respectively. The scaffold presents chemical composition, wettability characteristics, and



antibacterial activity that fulfill the proposal from this work, based on obtaining a material
that could be used as a drug delivery vehicle and a wound dressing material.



1. INTRODUCCION

La atenciébn médica del paciente quemado tiene un alto costo por los gastos
prehospitalarios y hospitalarios, estimando que los costos por paciente varian desde los 30
mil pesos, en casos de severidad leve sin disfuncidn orgéanica, hasta el rango de varios
millones, en casos severos. En la mayor parte de las ocasiones el gobierno de ciertos
paises, es el que cubre total o parcialmente los gastos de la atencion médica a través de
instituciones de salud publica ya que dichos montos no pueden ser solventados en forma
exclusiva por los pacientes y sus familias(Atiyeh et al., 2014; Moctezuma-Paz et al.,
2015).

En este tipo de pacientes es de vital importancia la regeneracion de los tejidos dafiados,
para lo cual el desarrollo de andamios que permitan esta regeneracién con plena
recuperacion de sus funciones fisioldgicas ha sido uno de los principales objetivos de la
ingenieria de tejidos. Dentro de las tecnologias para la creacion de estos andamios el
electrohilado ha tomado gran importancia como lo indican las publicaciones cientificas

que han postrado un incremento en los Gltimos afios (Aldana and Abraham, 2017).

El desarrollo de andamios ideales para la regeneracion de los tejidos dafiados con plena
recuperacion de sus funciones bioldgicas ha sido durante mucho tiempo un objetivo
importante en la ingenieria de tejidos y actualmente uno de los procesos que han tomado
gran importancia como propuesta para la elaboracion de tales andamios es el
electrohilado. El proceso funciona por el principio electroestatico y aunque aparenta ser
simple, una gran cantidad de pardmetros de diferente naturaleza tienen influencia en el
resultado del proceso de electrohilado (Wendorff et al.,, 2012). Entre los avances
importantes de la técnica de electrohilado esta la produccion de fibras de solo algunos
nanometros y micrometros de didmetro, areas de gran porosidad que pueden imitar la
estructura de la matriz extracelular en términos de dimensiones y propiedades quimicas
(Agarwal et al., 2009) lo que brinda propiedades fisicoquimicas y mecanicas particulares
que pueden controlarse y aprovecharse para diversas aplicaciones en el area médica y

farmacéutica, entre otras.



El proceso de electrohilado es un método atractivo para la elaboracion de diversos
biomateriales, particularmente en forma de matrices debido a las propiedades mecanicas
superiores, asi como la posibilidad de activacion de estas ultimas con diversas moléculas,
esto aunado a la relativa facilidad de control del proceso una vez gque se han establecido
las condiciones oOptimas del mismo. Las caracteristicas estructurales, asi como
fisicoquimicas de las matrices obtenidas por electrohilado permiten obtener propiedades
como una excelente permeabilidad al oxigeno, mantenimiento de un ambiente humedo,
un tamafio de poro que impide la penetracion bacteriana generando una barrera de
proteccion ante microorganismos del ambiente, entre otras. Una ventaja particular de estos
sistemas puede ser la posibilidad de liberacion uniforme de agentes bioactivos en los sitios
de las heridas (Wendorff et al., 2012).

Una de las consideraciones clave del proceso es la eleccion del material, lo cual depende
de la aplicacion que se esté buscando. Para propdsitos relacionados con la biotecnologia
médica, son preferidos los polimeros biocompatibles y biodegradables. La eleccion esta
comunmente basada en las propiedades del tejido cercano al cual se expondra el polimero
(Duque-Sénchez et al., 2014). La polivinil pirrolidona (PVP), también Illamado
comunmente polividona o povidona, es un polimero soluble en agua que se obtiene a partir
del mondémero N-vinilpirrolidona. Es soluble en agua y en solventes polares y ha sido
utilizado en aplicaciones médicas y técnicas (Knappe et al., 2010). Por otra parte, la
gelatina (GEL) es biodegradable, biocompatible y muestra muchos sitios de union de la
integrina para la adhesion celular y la diferenciacion. Por estas razones la gelatina es
ampliamente utilizado en los campos farmacéuticos y médicos en una variedad de
aplicaciones, incluyendo la ingenieria de tejidos, apositos para heridas, administracion de
farmacos y terapia génica (Klimek and Ginalska, 2020a; Panzavolta et al., 2011). El
acetato de celulosa (AC) es uno de los derivados de la celulosa méas importantes (Khalili
et al., 2016). En las Gltimas décadas se ha prestado gran atencion a las fibras de celulosa
y sus derivados debido a su bajo coste, ligereza, facil procesamiento, biodegradabilidad,
buenas propiedades mecanicas y de barrera y reciclaje (Tsekova et al., 2017), demuestra
un gran potencial como material médico y aplicaciones de ingenieria tisular como fibra
funcional y compuesto reforzado (Park et al., 2020). Por otro lado, la gentamicina (GEN)

es un aminoglucésido comunmente utilizado en el tratamiento y la profilaxis de las
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infecciones bacterianas. Al igual que otros aminoglucésidos, tiene una vida media
relativamente corta, una baja biodisponibilidad y puede causar efectos secundarios como
la ototoxicidad y la nefrotoxicidad (Gutiérrez et al., 2018; Mosselhy et al., 2016).

Tomando en cuenta las propiedades fisico-quimicas de los materiales antes mencionados,
se seleccionaron en el presente trabajo para desarrollar un sistema bicapa por electrohilado
con potencial uso como aposito en heridas de distinta naturaleza, entre las cuales se pueden

considerar aquellas ocasionadas por quemaduras.



2. ANTECEDENTES

2. 1 Heridas por Quemadura

En el afio 2010 se reportaron 52.8 millones de muertes, de las cuales 5.1 millones fueron
debidas a lesiones, de este nimero el 2.2% se presentaron en menores de un afio y 12.3%
se presentaron en nifios de 1 a 19 afios. Las 4 principales causas de muerte por lesiones
fueron: los accidentes de trafico con 33%, el ahogamiento con 22%, las quemaduras con
14% y las caidas con 8%. Dicho estudio también hace mencion que las lesiones produjeron
84% de las muertes de personas de paises de ingresos econdmicos bajos y medio bajos,
mientras que s6lo produjeron 6% de las muertes de personas de paises de ingresos

econdmicos altos (Alonge and Hyder, 2014).

Las quemaduras son lesiones que se definen como dafios fisicos o traumatismos causados
por la transferencia aguda de energia, entre las causas de tal energia podemos enlistar
fuentes: mecénicas, térmicas, eléctricas, quimicas, de radiacion, entre otras. Generalmente
estas lesiones daran paso a dafio local, zonas de hiperemia, estasis, necrosis, apoptosis,
autofagia asociada con muerte celular, asi como una respuesta inflamatoria sistémica que
busca detener y reparar dicho dafio. En afios recientes dicha definicion ha sido ampliada
integrando el dafio psicoldgico y el dafio econdmico que acomparfian tanto de forma aguda

como cronica a los pacientes, a sus familiares y a la sociedad.

El Sistema Nacional de Vigilancia Epidemioldgica report6 que durante el afio 2013 hubo
126 786 nuevos casos por quemaduras, mientras que de enero a junio de 2014 hubo 65
182. De dichas quemaduras 56% sucedieron en adultos de 20 a 50 afios y 32% en nifios
de 0 a 19 afos. 85% de las quemaduras de los adultos sucedieron al estar realizando
actividades laborales mientras que las quemaduras de nifios sucedieron, en 90% de los
casos, dentro de sus hogares, 80% fueron debidas a agua caliente (Moctezuma-Paz et al.,
2015).

La atencion médica del paciente quemado es muy cara por los gastos prehospitalarios y
hospitalarios (incluyendo los costos de la biotecnologia consumible, estudios paraclinicos,
medicamentos, nutricion, etcétera). Se estima que los costos por paciente varian de 30 mil
a 500 mil pesos en casos de severidad leve sin disfuncion organica, de 500 mil a 5 millones

de pesos en casos de severidad moderada (con o sin disfuncién organica) y de 5 a 40
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millones en casos severos (con o sin falla orgdnica multiple). En la mayor parte de las
ocasiones el gobierno paga dicha atencién médica en instituciones de salud publica ya que
dichos montos no pueden ser solventados en forma exclusiva por los pacientes y sus
familias. Por lo anterior, se concluye que los accidentes y las quemaduras son siniestros
prevenibles de alta mortalidad, que producen altos costos en salud y discapacidad
permanente en los sobrevivientes; por ello el grupo redactor sugiere se establezca un
norma oficial mexicana intersectorial de prevencion y tratamiento de siniestros donde se

incluya a las quemaduras (Moctezuma-Paz et al., 2012).

El desarrollo de andamios ideales para la regeneracion de los tejidos dafiados con plena
recuperacion de sus funciones biologicas ha sido durante mucho tiempo un objetivo
importante en la ingenieria de tejidos. A la luz de este papel fundamental de los andamios
de ingenieria de tejidos, existen diferentes técnicas para fabricar matrices 3D con un alto
grado de porosidad y la interconexion de los poros, el tamafio de poro adecuado y cierta
geometria. Es ampliamente aceptado que la fabricacion de andamios a nano y micro escala
para imitar la matriz extracelular natural (ECM), es esencial para que la ingenieria de

tejidos tenga éxito (Yang et al., 2011).
2.2 Electrohilado

La primera cita detallada de la aplicacién de altos potenciales eléctricos para generar
aerosoles a partir de gotas de fluidos data de 1745, pero no fue hasta 1929 que la aplicacién
de campos eléctricos para producir seda artificial fue descrita. Hasta la década de los
noventas no habia un verdadero interés comercial en técnicas basadas en este principio,
aungue si hubo avances realizados y patentes generadas. Ha sido a lo largo de los tltimos
15 afios que el interés en el electrohilado ha crecido considerablemente (Braghirolli et al.,
2014).

El proceso de electrohilado funciona por el principio electroestatico. Como se puede
apreciar en la Figura 1, el equipo basicamente estd compuesto de una jeringa con una
boquilla, un colector (que normalmente es una placa metalica), una fuente de campo
eléctrico y una bomba. La solucion a ser “tejida” es aplicada al sistema mediante la
boquilla de la jeringa bajo un flujo definido con ayuda de la bomba. Esta sustancia se

encuentra bajo la influencia de un diferencial de voltaje eléctrico presente entre la punta



de laboquillay el contraelectrodo. Este diferencial, generado por la fuente de poder, causa
una deformacidn de la gota a una especie de cono. El solvente de la solucién se evapora

camino al contraelectrodo v, al final del proceso, solo quedan filamentos solidos.

Boquilla
metdlica

Solucion
Jeringa

Capilar Cono de &y
= Taylor
_
aw
Aceleracion
Bomba lenta
de flujo
| - "
e
Fuente de Transicion
poder de D 8 — Aceleracion ;‘ entre solido
alto voltaje & rapida ™ vy liquido
—_%‘_.—1-1‘ —n

—_l_ Colector

Colector metilico

Figura 1. Principales componentes del proceso de electrohilado

La técnica puede ser desarrollada de forma horizontal o vertical segin se desee. El
principal inconveniente al trabajar en posicion vertical es la posible salida de gotas de
solucion desde el capilar hacia el colector las cuales pueden caer sobre las fibras
depositadas haciendo defectuosa la superficie de estas e interrumpiendo el proceso. Para
impulsar la solucion a través del capilar puede utilizarse una bomba de infusion; si se
trabaja de forma horizontal con cono como capilar, la salida de la solucion puede estar

determinada por la fuerza de gravedad ligada a la viscosidad de la solucion.

Para el inicio del proceso, el polimero debe estar diluido en el o los solventes que permitan
una dilucion completa del mismo pero que a la vez promuevan la obtencion de fibras
homogéneas. Los polimeros son dieléctricos, asi que en presencia de un campo eléctrico
pueden considerarse como un arreglo de dipolos eléctricos microscopicos compuestos por
cargas positivas y negativas cuyos centros no coinciden perfectamente (Duque-Sanchez

et al., 2014), se mantienen en su lugar por accion de las fuerzas atdbmicas y moleculares,
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y solo cambian su posicion ligeramente como respuesta a fuertes campos eléctricos
externos, lo cual explica por qué ocurre el estiramiento de la solucién en el proceso. En
ocasiones para incrementar las propiedades dieléctricas de la solucién, algunos solventes
con altas constantes dieléctricas son adicionados (Lee et al., 2003) favoreciendo la
formacion de fibras con menos estructuras defectuosas (conocidas como “cuentas” o
"perlas”, decrecen la superficie por unidad de area del proceso) y con diametros reducidos
(Son et al., 2004). Una vez se tiene la solucion en el lugar sea jeringa o cono se inicia la
aplicacion de alto voltaje, cuando este potencial eléctrico se aplica, las cargas se acumulan
promoviendo la formacion de una gota en la punta del capilar, a medida que la intensidad
del campo eléctrico se incrementa, la gota se alarga para crear una forma conica conocida

como cono de Taylor.

Bomba Bomba infusora
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Figura 2. Variaciones en el ensamble de los componentes del sistema de electrohilado

La fuerza del campo eléctrico supera las fuerzas de cohesion de la solucion, en la mayoria
de los casos dominada por la tension superficial, es asi como un chorro (jet) de solucion
de polimero inicia un viaje desde la punta del capilar hasta el colector; en su viaje, el jet

de solucién polimérica es alargado debido a las interacciones electrostaticas entre las



cargas cercanas a segmentos del mismo jet, mientras tanto, el solvente se evapora,
finalmente, las fibras se solidifican a su llegada al colector. Luego de ser extraidas del
colector algunos autores sugieren mantener las fibras en vacio para eliminar el solvente
remanente (Sridhar et al., 2014). Es importante tener precaucion en la ejecucion del
proceso ya que algunos solventes (cloroformo, dimetilformamida y otros productos
quimicos) pueden emitir vapores perjudiciales para la salud, por lo que se recomienda

incluir sistemas de ventilacion y proteccidn para quienes ejecutan el proceso.
2.2.1 Parametros del proceso

Una gran cantidad de parametros de diferente naturaleza tienen influencia en el resultado
del proceso de electrohilado. Entre estos parametros se pueden considerar A) condiciones
ambientales de la camara: temperatura, humedad, velocidad del aire; B) propiedades de la
solucion: elasticidad, viscosidad, conductividad, tension superficial; C) condiciones
fisicas: distancia entre la boquilla y el contraelectrodo, potencial eléctrico, flujo, peso
molecular del polimero, geometria del colector, etc. (Wendorff et al., 2012). A
continuacion, se mencionan brevemente algunos de estos parametros, asi como las

caracteristicas que afectan o confieren mediante el proceso de electrohilado.

2.2.1.1 Concentracion de la solucion: es uno de los parametros determinantes del tamafio
y la morfologia de las fibras. La concentracion de polimero en la solucion influencia tanto
la viscosidad como la tension superficial de esta, la viscosidad de una solucién de
polimero esta relacionada con el enredo de las cadenas poliméricas, si las cadenas son
menos enredadas, la solucién tendra una viscosidad baja y viceversa. El diametro de la
fibras tiende a aumentar con la viscosidad (Sridhar et al., 2014). Si la solucién estad muy
diluida las fibras de polimero se rompen en gotas antes de llegar al colector debido al
efecto de la tension superficial, de igual forma si la solucién estd muy concentrada
entonces las fibras no se podran formar debido a la alta viscosidad, lo que dificulta el paso

de la solucion a través del capilar.

2.2.1.2 Tension superficial: Reduciendo la tension superficial de una solucion de polimero
podrian obtenerse fibras sin presencia de cuentas (Duque-Sanchez et al., 2014). La tensién
superficial intenta reducir el area superficial por unidad de masa, cambiando los jets por

esferas, al aplicar el alto voltaje se busca aumentar la superficie oponiéndose a la



formacion de cuentas y favoreciendo la formacion de jets mas delgados, en este caso es la
fuerza viscoelastica la que se resiste a cambios répidos en la forma. El coeficiente de
tension superficial depende del polimero y el solvente, adicionar solventes como el etanol
a una solucion con baja tension superficial, podria contribuir a la obtencién de fibras lisas
(Stepanyan et al., 2016).

2.2.1.3 Conductividad de la solucion: soluciones con alta conductividad tendran mayor
capacidad de transportar las cargas de la solucion que aquellas con baja conductividad. La
adicion de sales a la solucion incrementa la conductividad y por consiguiente la fuerza
eléctrica para el estiramiento del jet, lo que promueve una reduccién en el didmetro de las
fibras (Rogina, 2014). Se ha encontrado que con el aumento de la conductividad eléctrica
de la solucion hay una disminucion significativa en el didmetro de las fibras mientras que
cuando la conductividad es baja se observa un alargamiento insuficiente del jet lo que

impide la produccidn de fibras uniformes (Bhardwaj and Kundu, 2010).

2.2.1.4 Efecto dieléctrico del solvente: basicamente éste cumple dos roles importantes
dentro del proceso de electrohilado: en primer lugar disolver las moléculas de polimero
para formar el jet con carga eléctrica y en segundo lugar llevar las moléculas de polimero
disuelto hasta el colector (Martins et al., 2008), es por ello que las propiedades del solvente
cumplen un rol fundamental dentro del proceso, la constante dieléctrica por ejemplo tiene
gran influencia en el proceso de electrohilado, generalmente una solucién con buenas
propiedades dieléctricas reduce la formacion de cuentas y el didmetro de las fibras

resultantes (Agarwal et al., 2009).

2.2.1.5 Voltaje: El voltaje es uno de los parametros mas importantes dentro del proceso
de electrohilado, algunos autores afirman que aplicar voltajes altos hace que mas fluido
se transporte en el jet lo que resulta en fibras con mayores diametros (Hu et al., 2014),
otros afirman que un incremento en la aplicacion del voltaje decrece el diametro de las
nanofibras, y aumenta la probabilidad de obtener fibras con defectos (cuentas) (Duque-
Sanchez et al., 2014), lo cierto es que en la mayoria de los casos un voltaje alto permite
un mayor estiramiento de la solucion 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 fibras (Bayat et al., 2011). 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 solvente.

2.2.1.6 Flujo de salida: Un flujo de salida menor podria ser benéfico ya que el solvente
tendria mas tiempo para evaporarse evitando la formacion de defectos en las fibras
(Agarwal et al., 2013). Cuando el flujo de salida se incrementa ocurre un incremento en
el diametro de las fibras y posiblemente en el tamafio de los defectos (Rosic et al., 2012).
Un minimo valor de volumen de solucion a la salida del capilar deberia ser mantenido
para obtener un cono de Taylor estable, el flujo de salida determina la cantidad de solucion

disponible para el proceso de electrohilado.

2.2.1.7 Distancia entre la punta de la aguja y el colector: Dependiendo de las propiedades
de la solucién el efecto de la variacion de la distancia puede o no, tener efecto en la
morfologia de las fibras. Al trabajar con distancia muy grandes las fibras electrohiladas
podrian romperse debido a su propio peso, especialmente si la fibras son de didmetro
pequefio (Martins et al., 2008). Una minima distancia es requerida para dar a las fibras el
tiempo suficiente para que el solvente se evapore antes de alcanzar el colector, con
distancias muy grandes o demasiado pequefias se ha observado la aparicion de cuentas
(Stepanyan et al., 2016) o fibras humedas que promueven la obtencion de fibras aplanadas
o con forma de cintas. La mayoria de los autores coinciden en que con mayores distancias
la solucion tendrd mayor tiempo de vuelo lo que promovera un mayor estiramiento de las

fibras antes de depositarse en el colector (Duque-Sanchez et al., 2014).

2.2.1.8 Parametros ambientales: Se ha evaluado la influencia de la humedad en las fibras
obtenidas por medio de la técnica de electrohilado y se demostré la aparicidn de pequefios
poros circulares en la superficie de las fibras debido al aumento en la humedad. El agua
condensada en la superficie de las fibras, al trabajar con alta humedad, puede tener
influencia en la morfologia de las fibras especialmente cuando se trabaja con solventes
volatiles (Bhardwaj and Kundu, 2010). Los poros pueden promover una transferencia de
proteinas y una migracion celular mucho maés agil y facil en ingenieria de tejidos. La
humedad en el ambiente podria determinar la velocidad de evaporacion del solvente en la

solucion, a humedad relativa baja un solvente volatil podria evaporarse muy rapido. Por
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su parte la temperatura puede incrementar la rata de evaporacion y puede ocasionar una

reduccion en la viscosidad de la solucion (Wendorff et al., 2012).

Tabla 1. Resumen general de los parametros y sus aportaciones en las caracteristicas de las fibras

obtenidas mediante el proceso de electrohilado.

Parametro Caracteristica que aporta
Concentracién de la A Dificulta el paso de la solucion por el capilar.
solucion v Las fibras se rompen en gotas antes de llegar al colector.
A Presencia de cuentas en las fibras.
Tension superficial , Se obtienen fibras lisas. Se pueden adicionar solventes con
menor tension como el etanol.
A Mayor transporte de cargas, mayor estiramiento de la
Conductividad de la solucion, fibras mas delgadas.
solucion , Menor transporte de cargas, menor estiramiento de la
solucion, fibras mas gruesas.
_ A Fibras gruesas, aparicion de cuentas.
Voltaje _ _
v Poco impulso para la solucién llegue al colector.
_ _ A Fibras mas gruesas, cuentas de mayor diametro.
Flujo de salida _ _
Vv Mayor tiempo para evaporacion del solvente. No cuentas.
A Las fibras pueden romperse por su propio peso. Mayor
estiramiento de la solucion, generando fibras delgadas.
Distancia del A Aparicién de cuentas si la distancia es demasiado larga o
colector y corta.
v Poco tiempo de evaporacion del solvente, por lo que las
fibras llegan humedas.
Humedad relativa A Aparicion de poros en las nanofibras.

“A ¢ Aumento del diametro de las fibras obtenidas. “v”’ Disminucion del didmetro de las fibras obtenidas.
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Entre los avances importantes de la técnica de electrohilado esta la produccion de fibras
de solo algunos nandémetros de didmetro, areas de gran porosidad que pueden imitar la
estructura de la matriz extracelular en términos de dimensiones y propiedades quimicas
(Agarwal et al., 2009).

Tomando en cuenta los pardmetros mencionados y algunas caracteristicas del ambiente,
se ha observado que la morfologia de las fibras obtenidas mediante electrohilado puede
variar (Duque-Sanchez et al., 2014), aunado a esto las aplicaciones en las cuales se han
utilizado. Ejemplos de la morfologia de fibras y algunas de las aplicaciones en las que se
han utilizado se muestran en la Tabla 2.

2.2.2 Areas de aplicacion del electrohilado

Las propiedades fisicas y quimicas de la materia se comportan de forma diferente a escala
nanométrica que respecto a como lo hacen a escala macrométrica. Debido a las
propiedades Unicas que son conferidas a las fibras de polimeros elaboradas mediante
electrohilado, se han implementado en diversos campos cientificos. Entre las aplicaciones

con mayor interés se pueden mencionar las siguientes:

2.2.2.1 Tecnologia textil: EI campo de la estructura del tejido es un &mbito en el cual se
lleva investigando a lo largo de la historia. En este momento, la aplicacion de fibras de
electrohilado en este &ambito también es posible. Los tejidos de nanofibras son capaces de
neutralizar agentes quimicos sin dejar de ser permeables al aire y al vapor debido a su gran
superficie. El electrohilado produce capas de nanofibras que presentan una alta porosidad,
pero tamarfios de poros muy pequefios. Esta caracteristica le proporciona buena resistencia
a la penetraciéon de agentes quimicos nocivos en forma de aerosoles (Bognitzki et al.,
2001).

La investigacion preliminar indica que, en comparacion con los tejidos convencionales,
las capas de fibras por electrohilado presentan simultaneamente una impedancia minima
a la difusién de vapor de agua y una eficiencia extrema en atrapar particulas de aerosoles.
Este tipo de tejidos serian buenos candidatos en vestimentas protectoras (Agarwal et al.,
2013).
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Tabla 2. Ejemplos de los parametros involucrados en la obtencidn de diferentes morfologias en las
fibras de electrohilado y aplicaciones en que se han implementado.

Tipo de fibra Parédmetros Involucrados Aplicaciones

Se atribuyen a la formacion de una capa
de polimero en la superficie de la fibra
0 por la evaporacion desigual del solvente.
Puede influir mucho el tipo de solvente y

Aplanadas Sistemas de biosensores, por
la capacidad de transferir

electrones y una actividad

Cintas L - electroquimica.
la adicion de sales a la solucion.
Se presentan por la deformacién del jet Nano y  microsistemas
debido al impacto con el plato colector. electromecénicos y
. La concentracion de la solucion electromagnéticos,
Helicoidales . . -
promueve esta morfologia. EI angulo de componentes opticos
incidencia del jet influye en la obtencién avanzados, sistemas de
de esta morfologia. liberacion de farmacos.
Relacionadas con la aparicion de jets En el caso de liberaciéon de
secundarios en la superficie del primer farmacos, puede promover la
Ramificadas jet. La inestabilidad entre las fuerzas acumulacion de
eléctricas y latension superficial generan medicamento en algunas
inestabilidad del jet. regiones de la muestra.
Nanodispositivos
electronicos y
Huecas Obtepidas mediante  electrohilado optoelectrénico_s, conyersién
coaxial. de energia, liberacion de
farmacos, proteccién

ambiental, sensores, etc.

Fibrascon  Aparecen por una humedad relativa y Ingenieria  de  tejidos,
poros presion de vapor del solvente. catalisis, sensores.

2.2.2.2 Aplicaciones oOpticas y eléctricas. La tecnologia es otro de los campos en los que
la técnica de electrohilado se abre camino. Actualmente se esta intentado producir
pequefios dispositivos electrénicos y baterias de alto rendimiento (con electrodos porosos)
a partir de nanofibras que provienen de polimeros conductores. El principio de estas
baterias es que la velocidad de reaccion electroquimica es funcion de la superficie del
electrodo. Este tipo de matrices también pueden ser Utiles para aplicaciones en las que sea
necesaria la disipacion electrostatica, la proteccién de la corrosion, el aislamiento

electromagnético, etc. (Duque-Sanchez et al., 2014).
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2.2.2.3 Refuerzo de materiales: Se esté trabajando en el refuerzo de materiales, de tal
modo que permitan ser sometidos a mayor carga, tension o deformacion mecénica. Hasta
el momento, los esfuerzos se han dirigido a desarrollar las propiedades fisicas (Opticas y
eléctricas) y quimicas, y a mantener a las prestaciones mecanicas en niveles correctos.
Esta aplicacion del método también presenta ciertas limitaciones, una de ellas es en el
campo del refuerzo, ya que ain no se han obtenido fibras continuas y uniaxiales que
puedan dar una mayor resistencia al material. Otra carencia importante en éste campo
recae en que los polimeros que mejor funcionan en el momento de dar fibras, no siempre

son los més indicados para los refuerzos estructurales de materiales (Tekmen et al., 2008).

2.2.2.4 Cosméticos: Los compuestos procesados mediante electrohilado se han utilizados
como cosmeéticos en mascarillas para el cuidado y limpieza de la piel con o sin aditivos
(Duque-Sanchez et al., 2014). Estas mascarillas tienen ventajas de mayor area lo que
facilita una mejor utilizacion y también acelera la taza de transferencia de aditivos a la
piel (Hu et al., 2014). Para la salud y renovacion de la piel, factores revitalizantes pueden
ser embebidos en las mascarillas de nanofibras (Agarwal et al., 2008). Debido al tamafio
tan pequefio de poro y la alta relacién superficie-volumen, las nanofibras por electrohilado

tienen un gran potencial para ser usadas en el cuidado de la piel.
2.2.3 Aplicaciones en ingenieria de tejidos

Una de las areas con mayor que ha tenido importantes desarrollos, y para fines practicos
es mas importante para este trabajo, es la relacionada a la ingenieria de tejidos. Es un area
multidisciplinaria que combina los principios de la ingenieria y de las ciencias de la vida
para el desarrollo de sustitutos bioldgicos y también para la restauracion, mantenimiento
o lamejora de las funciones de tejidos. La investigacion de biomateriales es un campo que
juega un rol primordial en la ingenieria de tejidos al proveer de matrices para el
crecimiento celular, la proliferacion y la formacion tisular en tres dimensiones. Al ser
comparado con otras técnicas como el auto ensamble y la separacion de fases, el
electrohilado provee formas maés simples y con mejor aprovechamiento de costos para
producir andamios moleculares que posean estructuras con poros interconectados y cuyas

fibras tengan didmetros en rangos nanométricos (Bhardwaj & Kundu, 2010).
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2.2.3.1 Andamios para ingenieria de tejidos: Una de las consideraciones clave del proceso
es la eleccion del material, lo cual depende de la aplicacion que se esté buscando. Para
propdsitos relacionados con la biotecnologia médica, son preferidos los polimeros
biocompatibles y biodegradables. La eleccion estd cominmente basada en las propiedades
del tejido cercano al cual se expondrd el polimero. Algunas veces se busca obtener
materiales con propiedades de dos 0 mas polimeros, casos en los que mezclas de polimeros

son usadas para el electrohilado (Agarwal et al., 2008).

En esta Gltima area es que una correcta eleccion de los polimeros para la formacién de las
matrices tiene un papel ain mas esencial que el que juega en otras areas dénde el
electrohilado ha sido aplicado, ya que las caracteristicas de biocompatibilidad y

biodegradabilidad influyen de gran forma.

2.3 Polimeros

Los polimeros son los materiales méas utilizados en las aplicaciones biomédicas, se
clasifican en sintéticos y biopolimeros naturales. Los polimeros sintéticos aportan ventajas
sobre los polimeros naturales en la produccion de una amplia gama de tasas de
degradacidn y propiedades mecénicas. La composicién de los polimeros sintéticos puede
disefiarse para reducir al minimo la respuesta inmunitaria y combinar las buenas
propiedades entre si. Por otro lado, estan los polimeros naturales, los cuales exhiben
propiedades similares a las de los tejidos blandos. Estos materiales se obtienen de fuentes
naturales. Por lo tanto, tienen que ser purificados para evitar la respuesta de cuerpos
extrafios después de su implantacion. Ejemplos de polimeros naturales son la gelatina, el
dextrano, la fibrina, la fibronectina, la agarosa/alginato y el acido hialurénico. Estos
pueden ser facilmente procesados y moldeados, ademas son inertes a los tejidos del
huésped y estan disponibles a un costo razonable. Los polimeros biodegradables son
generalmente seleccionados para sistemas de administracion de drogas, ya que no necesita
cirugia para ser removido después de la liberacidn de las drogas y puede ser excretado por

el propio cuerpo (Sultana et al., 2015).

La PVP es un importante polimero sintético cuyo monomero consta de carbono,
hidrogeno, oxigeno y nitrogeno. Reportado por primera vez en una patente hace 60 afos

mencionando un conjunto de propiedades como buena adhesion, baja toxicidad, alta
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higroscopicidad, excelente compatibilidad fisiologica, alta solubilidad en agua y solventes
orgénicos, etc. Debido al rango tan amplio de caracteristicas que presenta este polimero,
actualmente se utiliza en una gran cantidad de aplicaciones como adhesivos, pinturas,
detergentes, electronicos, bebidas, cosmeticos, farmacos, materiales para ingenieria

bioldgica, entre otras (Chuangchote et al., 2009).

Las caracteristicas moleculares de PVP le valieron su uso temprano como extensor de
plasma de la sangre. Actualmente el uso del complejo PVP-Yodo se ha convertido en
universal para la desinfeccion de heridas ya que se ha encontrado que es menos toxico que
las tinturas de yodo. EI PVP tiene un largo historial en las aplicaciones biomédicas y
farmacéuticas y en la actualidad los sistemas de administracion de farmacos basados en

PVP estan bajo intensa investigacion (Knappe et al., 2010).

Desde el primer reporte de fibras de PVP obtenidas mediante electrospinning, por
Bognitzki et al. (2001), se ha usado ampliamente en la obtencion de fibras junto con otros
materiales como biopolimeros y otros compuestos mediante diversas mezclas con la
finalidad de emplear las fibras en medicina y aplicaciones biologicas (Chuangchote et al.,
2009).

Por otro lado, esta a la gelatina (GEL), un polimero natural obtenido a través de la
desnaturalizacion térmica de antes mencionado o la degradacion fisica y quimica, siendo
mas barato y no muestra la antigenicidad en condiciones fisioldgicas. Existen dos tipos,
Ay B, siendo la tipo A obtenida mediante la hidrélisis acida de la piel de cerdo con HCI
y H2SOs. Es soluble en alcoholes polihidricos (glicerol, propilenglicol) y en varios
disolventes orgéanicos (triflouroetanol, acido acético, formamida) (Ranganathan et al.,
2019).

Su uso ha ganado mucha importancia en los campos de la ingenieria biomédica, la
ingenieria de tejidos y los cosméticos y en la industria alimentaria. Se considera un
biomaterial realmente bueno por ser biodegradable, biocompatible, muestra abundantes
secuencias RGD, las cuales son sitios de union de la integrina para la adhesion celular y
la diferenciacion, ademas de que puede combinarse facilmente con una amplia gama de
polimeros naturales y sintéticos para el desarrollo de andamiajes para defectos

cardiovasculares, 0seos, oculares, musculares, hepaticos y cutaneos. Por estas razones la
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gelatina es ampliamente utilizado en los campos farmacéuticos y médicos en una variedad
de aplicaciones, incluyendo la ingenieria de tejidos, apositos para heridas, administracion

de farmacos y terapia génica (Klimek and Ginalska, 2020b; Panzavolta et al., 2011).

La celulosa y sus derivados son los polisacaridos renovables mas abundantes que se han
utilizado durante muchos afios en diversas aplicaciones, especialmente como ap6sitos para
heridas. El acetato de celulosa (AC) es uno de los derivados de la celulosa mas importantes
(Khalili et al., 2016). En las Gltimas décadas se ha prestado gran atencién a las fibras de
celulosa y sus derivados debido a su bajo costo, ligereza, facil procesamiento,
biodegradabilidad, buenas propiedades mecéanicas, de barrera y reciclaje (Tsekova et al.,
2017), mostrando un gran potencial como material médico y aplicaciones de ingenieria de

tejidos como fibra funcional y compuesto reforzado (Park et al., 2020).

Estos polimeros se pueden procesar facilmente en estructuras porosas tridimensionales
con el comportamiento de degradacion adecuada y resistencia mecanica. Se encuentran
entre los polimeros biodegradables y biocompatibles, y sus mezclas tienen amplias
aplicaciones como suturas quirdrgicas, materiales de implante, portadores de farmacos, y

andamios para la ingenieria de tejidos (Linh and Lee, 2012).

La gentamicina (GEN) es un aminoglucésido utilizado comunmente en el tratamiento y
la profilaxis de las infecciones bacterianas. Al igual que otros aminoglucosidos, tiene un
periodo de semidesintegracion relativamente corto, una baja biodisponibilidad y puede
causar efectos secundarios como la ototoxicidad y la nefrotoxicidad. (Gutiérrez et al.,
2018; Mosselhy et al., 2016).

Actualmente para recubrir las heridas y quemaduras, la gelatina se administra en varias
formulaciones: gelatina-alginato entrecruzados y esponjas de gelatina-hialuronato, las
cuales presentan propiedades de cicatrizacion de heridas en la piel dorsal de las ratas
Wistar, asi como también hay aplicaciones de factor de crecimiento epitelial (EGF)
contenido en apdsitos para heridas a base de gelatina en caso de pérdida de la mayor parte
del tejido o heridas que no cicatrizan como quemaduras, traumatismos, diabetes, Ulceras
diabéticas y venosas, asi como también se ha empleado el polimero en cirugia ortopédica

y traumatologia (Mogoanu and Grumezescu, 2014).
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3. JUSTIFICACION

En México se reportan alrededor de 200 mil nuevos casos de lesiones por
guemaduras. Se conoce que el 56% ocurren en adultos de 20 a 50 afios y 32% en nifios de
0 a 19 afios. Las lesiones por quemaduras, tan solo en nifios, cuesta al afio 492 millones
de pesos en nuestro pais, ademas el costo por incapacidad medica en la poblacién
econdémicamente activa es un indicador que debe ser medido y reportado. El costo de
atencion especificamente por este tipo de lesiones en nuestro pais esta relacionado con el
costo hospitalario y/o los materiales que se requieren para su tratamiento, los cuales
dependiendo de la gravedad pueden ser cuantiosos. El contar con biomateriales (ap6sitos)
que permitan el manejo ambulatorio por parte de los pacientes en lesiones leves, podria
disminuir los costos al no requerir hospitalizacion para su tratamiento, asi como ofrecer
un tratamiento alternativo competitivo con los existentes. Por lo que en este trabajo nos
propusimos la elaboracion de matrices por electrohilado basadas en polimeros con
propiedades fisicoquimicas que sean biocompatibles, asi como biodegradables como lo
son la PVP, la GEL y el AC, que ademas permitan su activacion a través de la adicién de
agentes con actividad antimicrobiana, en este caso la gentamicina, y/o la posible

proliferacion celular.

18



4. HIPOTESIS

Es posible obtener un andamio bicapa de polivinil pirrolidona (PVP), gelatina (GEL) y
acetato de celulosa (AC) obtenido mediante la técnica de electrohilado adicionado con
gentamicina, el cual presenta caracteristicas fisicoquimicas y bioldgicas deseables en un

biomaterial para su posible uso como para recubrimiento de heridas epidérmicas.
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5. OBJETIVO DEL TRABAJO

Elaborar un andamio polimérico a base de polivinil pirrolidona (PVP), gelatina (GEL) y
acetato de celulosa (AC) mediante el proceso de electrohilado y evaluar su actividad

antimicrobiana y/o de proliferacion celular para su posible uso en biomedicina.

5.1 Objetivos particulares:

511 Obtener formulaciones poliméricas de PVP, GEL y AC cuyas caracteristicas
permitan procesarlas mediante electrohilado para elaborar el andamio de dos
capas.

512 Caracterizar fisica y quimicamente el andamio bicapa obtenido mediante:
microscopia electronica de barrido, espectroscopia infrarroja, analisis
térmicos y angulo de contacto.

5.1.3 Activar el andamio con gentamicina.

514 Evaluar la actividad antimicrobiana del andamio contra P. aeruginosa y S.

aureus.
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6. MATERIAL Y METODOS

La realizacion de este proyecto se llevé a cabo en distintas instalaciones de la Universidad
Auténoma de Nuevo Ledn (UANL), principalmente en el Laboratorio L1 del Instituto de

Biotecnologia (IB) de la Facultad de Ciencias Biologicas (FCB).

De la misma manera se contd con la colaboracion de la Facultad de Ciencias Fisico-
Matematicas (FCFM) de la UANL, asi como diversos campus de la Universidad

Veracruzana (UV) mediante una estancia de investigacion.

6.1 Elaboracion de las soluciones poliméricas

Los polimeros fueron probados a 4 concentraciones 8, 12, 16 y 20% (p/v) y la solubilidad
de estos en distintos solventes (etanol anhidro y acido acético). Por otro lado, las mezclas
de PVP y GEL (PVP:GEL) se realizaron a 4 distintas proporciones (1:4; 2:3; 3:2; 4:1).
Los criterios para seleccionar las mezclas de los polimeros mas adecuadas para su
electrohilado fueron:

e Solubilidad
e Miscibilidad
° pH

e Conductividad

El resumen de las soluciones elaboradas se muestra en la Tabla 3.

Tabla 3. Parametros a variar para el procesamiento de las soluciones poliméricas mediante

electrohilado.

Polimero Solvente Concentracion (%op/v) Mezclas
PVP Etanol anhidro (100%) 8a20 1:4

Acido acético: 2:3
GEL 20, 40, 60 y 80% 8a20 ifi

Acido acético:
AC 20, 40, 60, 80 y 100% 8220 i
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Listado de las soluciones poliméricas preparadas:

Concentracion
polimérica total.

Mezclas de PVP y GEL

© © N o gk~ 0w DN PE

[ T e e T o S e e N S S S
© O N O 0O N~ W N L O

Proporcion de la solucion
de PVP a la concentracion
correspondiente, diluida en
etanol anhidro.

8P1G4AcA80
8P2G3AcA80
8P3G2AcA80
8P4G1AcA80
8P1G4AcAG0
8P2G3AcAG60
8P3G2AcA60
8P4G1AcAG60
8P1G4AcA40

. 8P2G3AcA40
. 8P3G2AcA40
. 8P4G1ACA40
. 8P1G4AcA20
. 8P2G3AcA20
. 8P3G2AcA20
. 8P4G1AcA20
. 12P1G4AcA80
. 12P2G3AcA80
. 12P3G2AcA80

|

—[gl

Pl

:G4AcA80

Proporcion de la solucidn
de GEL a la concentracion
correspondiente.

20.
21.
22.
23.
24.
25.
26.
217.
28.
29.
30.
31.
32.
33.
34.
35.
36.
37.
38.

12P4G1AcA80
12P1G4AcA60
12P2G3AcA60
12P3G2AcA60
12P4G1AcA60
12P1G4AcA40
12P2G3AcA40
12P3G2AcA40
12P4G1AcA40
12P1G4AcA20
12P2G3AcA20
12P3G2AcA20
12P4G1AcA20
16P1G4AcA80
16P2G3AcA80
16P3G2AcA80
16P4G1AcA80
16P1G4AcA60
16P2G3AcA60

Solvente de GEL, acido
acético a la concentracion
indicada.

39.
40.
41.
42.
43.
44,
45,
46.
47.
48.
49,
50.
51.
52.
53.
54.
55.
56.
S57.

16P3G2AcA60
16P4G1AcAG0
16P1G4AcA40
16P2G3AcA40
16P3G2AcA40
16P4G1AcA40
16P1G4AcA20
16P2G3AcA20
16P3G2AcA20
16P4G1AcA20
20P1G4AcA80
20P2G3AcA80
20P3G2AcA80
20P4G1AcA80
20P1G4AcA60
20P2G3AcA60
20P3G2AcA60
20P4G1AcA60
20P1G4AcA40
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58. 20P2G3AcA40 61. 20P1G4AcA20 64. 20PAG1AcA20
59. 20P3G2AcA40 62. 20P2G3AcA20
60. 20P4G1AcA40 63. 20P3G2AcA20

Soluciones de AC

65. BACACAG 72. 12ACACcAG0 79. 16ACACcA20
66. BACACAS80 73. 12ACACcA40 80. 20ACACAG
67. BACACAGO 74. 12ACACcA20 81. 20ACACcA80
68. BACACA40 75. 16ACACAG 82. 20ACACcA60
69. BACACA20 76. 16ACACA80 83. 20ACACA40
70. 12ACACAG 77. 16ACACAG0 84. 20ACACcA20
71. 12ACACA80 78. 16ACACA40

Todas las soluciones poliméricas se prepararon de acuerdo con la concentracién

correspondiente siguiendo el mismo procedimiento que se describe a continuacion:

Se determind la masa del polimero correspondiente a la concentracion a preparar y el
volumen del solvente requerido para completar el volumen final deseado. Para una mejor
solubilidad en las placas de agitacion magnética (Cimarec+, Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, EUA), se utilizaron frascos de fondo plano. Las velocidades de agitacion
fluctuaron entre 600-800 rpm, de acuerdo con la mezcla y la temperatura maxima utilizada
fue de 50° C.

Durante la agitacion se cubrieron lo frascos para evitar la evaporacion de los solventes y
reducir el tiempo de solubilizacion. Una vez solubilizado el polimero se dejo en agitacion

lenta sin calor para disolver las burbujas formadas por la agitacion.
6.1.1 Solubilidad

El tiempo para la solubilidad maxima de los polimeros fue de 18 h, tiempo en el cual no
se observaba la presencia de grumos que pudieran interferir con el proceso de
electrohilado.
6.1.2 Miscibilidad
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Para la mezcla de PVP y GEL, en base al grado de miscibilidad alcanzadas en agitacion
por 18 h, se seleccionaron los solventes y las proporciones de los polimeros

respectivamente a los cuales se les determino pH y conductividad eléctrica.

6.1.3 pH

Para determinar el valor de pH de las soluciones poliméricas se emple6 un potenciémetro
(542, Corning Pinnacle, NY, EUA) el cual fue calibrado empleando soluciones estandar

apH 7y 4, atemperatura de 23°C.

6.1.4 Conductividad

Los valores se registraron usando con un conductimetro (542, Corning Pinnacle, NY,
EUA), utilizando una solucion calibradora con una conductividad de 1,413 pS. Las
soluciones con valores de conductividad fueron seleccionadas para el proceso de

electrohilado.

6.2 Proceso de electrohilado
6.2.1 Parametros del proceso de electrohilado

En un equipo “Standard unit NEU-01” (Tong Li Tech, Shenzhen, China) se variaron los
principales pardmetros que afectan al proceso. Inicialmente la combinacién de los
parametros se fue descartando en base a la formacion estable del cono de Taylor y el jet
en la punta del inyector, posteriormente parametros como la obtencién de fibras en el
colector, ausencia de solvente colectado, una menor formacion de cuentas y didmetros de
fibras y poros fueron considerados. Los parametros considerados y los valores de cada

uno se presentan en la Tabla 3.

Tabla 3. Parametros evaluados para el procesamiento de las soluciones poliméricas mediante

electrohilado.

Parametro Unidad Rango
Flujo de alimentacién ml/h 0.1a5.0
Voltaje aplicado kV 10a 30
Distancia inyector-colector cm 10a 30
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Las etapas para probar los pardmetros de flujo, voltaje y distancia al colector fueron las

siguientes:

Primero se confirmd que la solucion en turno pudiese fluir bajo las condiciones que se

configurasen en el equipo dentro del rango antes establecido mencionado en la Tabla 3.

Como segunda etapa se evaluaron las distintas combinaciones entre el flujo de
alimentacion y el voltaje aplicado, tomando como positiva la combinacion que resultase

en la formacion del cono de Taylor y del jet de eyeccion en la punta del inyector estable.

Posteriormente se procedio a evaluar las distancias a las cuales, bajo las combinaciones
anteriormente determinadas, se lograse depositar material polimérico en la placa del

colector.

Las combinaciones con los mejores resultados fueron observadas mediante microscopia
Optica.

Como punto final para la generacion del andamio polimérico, se consideré el tiempo de
procesamiento del material. En este punto se hace referencia al periodo bajo el cual se ha

de mantener el procesamiento para poder retirar la matriz del colector y poder asi realizar
las pruebas de caracterizacion y actividad antibacteriana.

6.3 Caracterizacion del material
6.3.1 Microscopia Optica

Se empled un protocolo de discriminacién preliminar mediante microscopia optica para
las muestras resultantes de procesamientos por electrohilado en las que los parametros de

su elaboracion llevasen a la presencia de caracteristicas morfologicas no deseables como:

e Presencia de solvente residual en el colector.
e Ausencia de formacion de fibras.
e Deformaciones y/o falta de integridad en las fibras.

e Fibras con didmetros por encima de 1 um.

25



La metodologia para realizar estas observaciones por microscopia Optica se llevd a cabo
mediante un muestreo en tiempo real de los resultados generados por el proceso de
electrohilado bajo las distintas combinaciones de los diversos parametros que se han

enmarcado en la seccion anterior de este trabajo.

Una vez estabilizado el cono de Taylor y una continua expulsién de la solucién polimérica
se colocd un portaobjetos sobre el colector metélico, reanudando el procesamiento de la

solucion polimérica durante un tiempo de 60 s.

Posteriormente se procedid a realizar observaciones usando un microscopio (DM300,
Leica Microsystems, Wetzlar, Germany) empleando 100 y 400 x aumentos, tomado
iméagenes fotogréficas para posteriormente realizar mediciones aproximadas del didmetro
de las fibras observadas, mediante el uso del software ImageJ (v1.52a Abramoff et al.,
2004), utilizando una camara de Neubauer (Luzeren, Jalisco, México) como referencia
establecer la escala en las observaciones realizadas. Todas las observaciones fueron por

triplicado.

Las condiciones de electrohilado con las que no se obtuvo formacion de fibras o

caracteristicas morfologicas no deseables fueron descartadas.

6.3.2 Microscopia Electronica de Barrido (SEM)

Esta técnica se fundamenta en el uso de un haz de electrones sobre la muestra focalizada
en donde los electrones son absorbidos por esta superficie, de esta manera se produce una
emision secundaria de electrones, los cuales son captados por un integrador y transductor

de imagen, para ser exhibidos de esta manera en una pantalla.

Las caracteristicas de la morfologia y la topografia del material obtenido en este trabajo
fueron analizadas por SEM (Nova NanoSEM 200, FEI, Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, EUA). Las muestras tuvieron que recubrirse previamente con oro durante

180 s para su visualizacion.

El diametro medio de las fibras se determing utilizando el programa ImageJ. Para obtener
el diametro promedio de las fibras y los poros, se tomaron 100 mediciones a diferentes
fibras dentro de cada una de las muestras. De la misma manera fueron medidos los

didmetros de los poros.
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6.3.3 Adicion de la gentamicina

La adicién del antibidtico se realizd de manera porcentual, empleando como se ha
mencionado antes, una solucién con concentracion de 160 mg/ml. Inicialmente se
procedio a afiadir a la solucion de PG el volumen de gentamicina necesario para una
concentracion total del 1% (v/v). Una vez homogenizada la mezcla, se procedié a su
procesamiento por electrohilado bajo las mismas condiciones antes determinadas para
posteriormente evaluar si el material presentara actividad antibacteriana. En caso de que
la solucion no presentase tal accion, se procederia a preparar una nueva solucion
polimérica con una concentracién de gentamicina del 2% (v/v) y asi consecutivamente
hasta el 10% (v/v).

A partir de este punto se procedié a la generacion del andamio de dos capas, pues ya se
habia logrado generar una capa de PG cuya actividad antibacteriana era similar a la
exhibida por el control (solucion de gentamicina a 160 mg/ml). Tales resultados se
muestran mas adelante en la seccion de “Actividad Bioldgica”. Para la generacion de la
primera capa del andamio, se proceso la solucion de PG+gen durante 180 min. Posterior
a este lapso se procedi6 a la formacion de la segunda capa compuesta por la solucién de
AC. Tal capa se proceso durante 40 min.

6.3.4 Espectroscopia Infrarroja por la Transformada de Fourier (FTIR)

Este método es probablemente uno de los mas extensamente empleados para el analisis
de grupos quimicos funcionales y la investigacién de estructuras poliméricas. Se basa en
la absorcion de energia de un haz de luz infrarroja por parte de una molécula siempre que
la energia que incida sea igual a la necesaria para resultar en una transicién vibracional de

la molécula mencionada.

Debido a que cada material diferente es una combinacion Unica de atomos, no existen dos
compuestos que produzcan exactamente el mismo espectro de infrarrojos, pero si con una
alta similitud. Por lo antes mencionado, la espectroscopia infrarroja puede dar lugar a una

identificacion positiva, mediante un analisis cualitativo de diferentes materiales.

La deteccion de las sefiales correspondientes a los grupos quimicos caracteristicos de los

materiales utilizados para producir el andamiaje polimérico se analizd mediante
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espectroscopia de reflexion total atenuada por transformada de Fourier (ATR/FTIR),
Ilevada a cabo con un Nicolet iS10 equipado con un accesorio Smart OMNI-Transmition
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA). Los espectros se registraron con una
resolucion de 4 cm™ (64 escaneos) en el rango de 4000 - 650 cm™. Para analizar mas a

fondo los espectros, se utilizo el Essential FTIR® version 3.50.194.

6.3.5 Humectabilidad

Esta prueba puede definirse como el angulo que se forma entre la superficie de un liquido
al entrar en contacto con una superficie solida. El valor de este angulo depende
principalmente de la relacion que exista en las fuerzas adhesivas del liquido y del solido,
y las fuerzas cohesivas del liquido propio. En el momento en que una fase liquida entra
en contacto con una solida, forman una interfase comun. Esta capacidad por parte de los

solidos para formar interfases con los liquidos es a lo que se le llama mojabilidad.

Para determinar la capacidad de un solido a ser mojado por un liquido, se realiza la
medicion del angulo de contacto (0) formado en tal interfase. El perfil que la gota adopte
es el resultado del balance entre las fuerzas de la superficie y las de la interfase. Asi bien,
por convenio se entiende que cuando 0<90° se dice que el liquido moja al s6lido. Como

es de entender, si el caso es que 6>90°, el sistema no moja.

Para este estudio, se realizaron mediciones de los angulos de contacto exhibidos por las
capas que componen el material PG+GEN/AC para evaluar las caracteristicas de
mojabilidad de las capas del andamiaje, utilizando un Analizador de Forma de Gota
(DSA30S, Kriss, Hamburgo, Alemania) mediante la aplicacién de 2 ul de buffer de
acetatos pH 5.5. Cada valor del angulo de contacto correspondia al valor medio de los
angulos de contacto izquierdo y derecho en un momento dado. Las mediciones se

realizaron por triplicado.

6.3.6 Analisis Térmico

Con el objetivo de determinar el comportamiento del material en funcion de la
temperatura, se pueden realizar distintos andlisis que comprenden un amplio numero de
técnicas. En lo concerniente al campo de los polimeros, las técnicas de este tipo mas

empleadas son los siguientes.

28



El anélisis termogravimétrico (TGA) registra de manera continua los cambios que sufre
la masa de una muestra dentro de una atmdsfera controlada, la cual puede ser oxidante o
inerte, en funcién de la temperatura o en funcion del tiempo. En el desarrollo de este
trabajo, se utilizo el primer caso, en el cual se aumento de forma lineal la temperatura. El
TGA se realizo en el un analizador Q-50 (TA Instrument Inc., Waters LLC, New Castle,
DE, USA). Las muestras (~10 mg) se colocaron en bandejas de alimina y se realizaron
recorridos en el rango 37-400°C, con una tasa de calentamiento de 10°C/min bajo

atmosfera de nitrégeno.

La calorimetria diferencial de barrido (DSC) se fundamenta en registrar los cambios en la
entalpia entre la muestra y un material inerte de referencia son sometidos a una rampa o
ciclos de temperatura controlados. Ambos cuerpos son colocados en crisoles idénticos, los
cuales son calentados de manera independiente. Al producirse una transicién térmica en
la muestra, tiene lugar una liberacion o absorcién de calor lo cual genera que se adicione
energia térmica ya sea a la muestra o a la referencia con la intencion de mantener ambas
a la misma temperatura. Considerando que la energia térmica en magnitud es equivalente
a aquella liberada o absorbida en la transicién, el balance de energia resulta en una
medicion calorimétrica de la energia de la transicion. Con relacion a los polimeros, las
transiciones térmicas con mayor relevancia son la transicién vitrea (Tg) y la temperatura

de fusion (Tm).

En el caso del andamiaje obtenido, su comportamiento térmico fue evaluado por DSC.
Las muestras se calentaron en el rango de temperaturas de 37 a 400°C a una tasa de
calentamiento de 10°C/min bajo nitrégeno DSC Q2000 (TA Instrument Inc., Waters LLC,
New Castle, DE, USA).

6.4 Actividad antibacteriana

El método de difusion en disco de Kirby-Bauer es una alternativa viable para la
determinacion de la resistencia bacteriana a los antibioticos. Cuando se coloca un disco
de papel de filtro impregnado con una concentracion conocida de un compuesto
antimicrobiano en una placa de agar, inmediatamente se absorbe el agua del agar en el
disco. De esta manera el antimicrobiano comienza a difundir en el agar circundante,

siendo la velocidad de difusion a través del agar menor a la velocidad de extraccion del
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compuesto antibidtico del disco, por lo tanto, la concentracion del antimicrobiano es
mayor cerca del disco, lo cual produce una reduccion logaritmica de la concentracion a
medida que aumenta la distancia del disco. La velocidad de difusion del antimicrobiano a
través del agar depende de las propiedades de difusion y solubilidad del farmaco en el
agar y del peso molecular del compuesto antimicrobiano. Las moléculas més grandes se
difundiran a un ritmo més lento que los compuestos de menor peso molecular.

Mediante la inoculacion de la placa de agar con el patdgeno que se va a analizar previo a
colocar los discos en la superficie del agar, se produce un crecimiento simultaneo de las
bacterias y la difusion de los compuestos antimicrobianos. El punto en el que se alcanza
la masa critica se demuestra por un circulo muy marginado de crecimiento bacteriano
alrededor del disco. La concentracién de compuesto antimicrobiano en este margen se
denomina concentracidn critica y es aproximadamente igual a la concentracion minima
inhibitoria (CMI) obtenida en las pruebas de susceptibilidad de dilucién de caldo. El
tamafio de la zona observada en una prueba de difusion del disco no tiene ningun
significado por si sélo, sin embargo, si este halo se correlaciona con los tamafios de las
zonas generadas por estandares o controles, se puede generar una interpretacion de
comparacion entre las muestras evaluadas y las sustancias de referencia o controles.

La actividad antibacteriana del andamio fue evaluada contra S. aureus y P. aeruginosa
mediante una prueba Kirby-Bauer modificada (Catauro et al., 2020). Brevemente, se
inoculé al agar nutritivo soluciones celulares de bacterias con una concentracién ajustada
a 1x10° CFU ml. Se depositaron muestras en forma de discos del andamiaje (10 mm de
diametro) en el agar inoculado. Como control positivo, se inocularon discos de papel del
mismo tamafio con 100 ul de solucion de gentamicina. Como control negativo se
emplearon muestras del andamio sin antibidtico esterilizadas mediante exposicién a luz
UV. Las placas fueron incubadas a 37°C durante 24 h, posteriormente se midieron los
halos de inhibicion del crecimiento. Los valores reportados son la media + desviacion

estandar (SD) de las mediciones realizadas en muestras analizadas por triplicado.

6.5 Analisis Estadistico

Se realizaron los andlisis estadisticos con el programa SPSS (Statistical Package for the

Social Sciences la versién 23, SPSS Inc., EE. UU.) mediante comparaciones de medias
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por ANOVA. En los resultados en que fuera necesario, se utilizo la prueba post ANOVA
Tuckey para la comparacion entre los diferentes grupos de tratamiento con importancia

asignados a p <0.01.
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7. RESULTADOS

7.1 Elaboracién de las soluciones poliméricas

El trabajo comenzo con 64 soluciones de PVP:GEL y 20 de AC, sumando un total de 84
soluciones poliméricas. Mediante los criterios mencionados en el apartado 6.1, se

descartaron 78 soluciones.

7.1.1 Solubilidad

Durante la elaboracion de las distintas soluciones poliméricas, de las 64 soluciones de
mezcla entre PVP y GEL, ninguna de las soluciones fue descartada basandose en la
solubilidad.

En el caso de las soluciones de AC, se descartaron las soluciones en las que se utilizaba
como solvente el &cido acético diluido. So6lo se alcanzé una correcta solubilizacion
mediante el empleo del acido acético glacial sin diluir (Figura 3). De esta manera es que

fueron eliminadas 16 de las 20 soluciones de AC propuestas inicialmente.

Figura 3. Solucion de Acetato de Celulosa (AC) al 12% (p/v) empleando &cido acético glacial como

solvente.
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7.1.2 Miscibilidad

La obtencidn de las distintas mezclas de las soluciones de PVP y GEL no presentd
problema alguno, ya que, sin importar las concentraciones poliméricas especificas de cada
solucion, la concentracidn total de polimeros en la mezcla, las proporciones empleadas en
la mezcla o incluso la concentracion de &cido acético, se lograron obtener mezclas de
PVP:GEL homogéneas, no presentdndose efecto por la concentracion de los polimeros, la
proporcidn de estos en la mezcla, ni el solvente, por lo cual no se descarté ninguna de las
64 soluciones obtenidas de tales mezclas. En la Figura 4 se puede apreciar la apariencia

de una mezcla de las soluciones de PVP:GEL.

Figura 4. Solucién de polivinil pirrolidona y gelatina (PVP:GEL) en proporcién 3:2 con una

concentracion polimérica total de 8% (p/v) completamente homogenizada.
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7.1.3 pH

En general los valores de pH de las soluciones poliméricas fluctuaron de 0.6 a 2.7
descartandose las soluciones de pH menores a 1.5 para asegurar la estabilidad de la
gelatina y la gentamicina.

8%(p/v)

P4G1 P3G2 P2G3 P1G4
Proporciones PVP/GEL

'12%(p/V) .

GEL en acido
acético al:

u80%
H60%
- 40%
u20%

P4G1 P3G2 P2G3 P1G4
Proporciones PVP/GEL

16%(p/v)

P4G1 P3G2 P2G3 P1G4
Proporciones PVP/GEL

Figura 5. Valores de pH de las soluciones de PVP:GEL.

34



Con los resultados anteriores fueron descartadas las soluciones con &cido acético al 80 y
60% (v/v), restando asi solo 24 soluciones poliméricas, correspondiendo a las que fueron
elaboradas con acido acético al 40 y 20% (v/v).

7.1.4 Conductividad

Los valores de conductividad de las soluciones de PVVP:GEL fueron registradas de manera
simultanea a la determinacion de pH, con resultados desde 685 a 2275 uS (Figura 6).
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~
w
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o

N
w
o

P4G1 P3G2 P2G3 P1G4
Proporciones PVP/GEL

12%(ph)

GEL en acido
acetico al:
w80 “80%
w60 i 60%

40 —
m20 “20%

P4G1 P3G2 P2G3 P1G4
Proporciones PVP/GEL

16%(p/v)

180
560
40
“20

Conductividad (uS)

P4G1 P3G2 P2G3 P1G4
Proporciones PVP/GEL

Figura 6. Valores de conductividad de las soluciones de PVP:GEL.
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En base a los resultados, se seleccionaron las soluciones que presentaron el valor de
conductividad mas alto para cada una de las concentraciones poliméricas totales

(mostrados en la Figura 6) reduciendo a 3 el numero de soluciones.
Mezclas de soluciones PVP:GEL

e 8P1G4AcA20:
o Solucion al 8%(p/v) de concentracion polimérica total con 1 parte de PVP en
etanol y 4 partes de GEL en acido acético al 20%(v/).
o 12P1G4AcA20:
o Solucion al 12%(p/v) de concentracion polimérica total con 1 parte de PVP en
etanol y 4 partes de GEL en &cido acético al 20%(V/).
e 16P1G4AcA20:
o Solucion al 16%(p/v) de concentracidn polimérica total con 1 parte de PVP en

etanol y 4 partes de GEL en acido acético al 20%(v/).

Con relacion a las soluciones de AC restantes hasta este punto, se mantuvieron las 3 para

continuar con su procesamiento por electrohilado.
Soluciones de AC

e B8ACACAG:
o Solucion al 8%(p/v) de concentracién polimérica total de AC en &cido acético
glacial.
o 12ACACAG:
o Solucion al 12%(p/v) de concentracion polimérica total de AC en &cido
acético glacial.
e 16ACACAG:
o Solucion al 16%(p/v) de concentracion polimérica total de AC en &cido

acetico glacial.

A partir de estas 6 soluciones se comenzaron a realizar las pruebas para su procesamiento

mediante electrohilado.

De esta manera se realizé una reduccién de soluciones de 84 a 6, siendo estas:
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7.2 Proceso de electrohilado
7.2.1 Parémetros del proceso de electrohilado

Entre los pardmetros con mayor influencia en el proceso de electrohilado, se encuentran
el flujo de alimentacion, diferencia de potencial y distancia desde el inyector al colector.
Estos pardmetros suelen impactar en gran medida sobre la formacién y morfologia de las
fibras obtenidas. Por tal motivo es que los valores de tales parametros fueron variados

para el procesamiento de las soluciones seleccionadas previamente.

De acuerdo con lo mencionado en el apartado 6.2.1, los valores de los parametros se

variaron dentro de los siguientes rangos:

e Voltaje: 10 a 30 kV
e Flujo: 0.1a5.0 ml/h

e Distancia: 10 a 30 cm

Inicialmente se probd el voltaje con el cual cada solucién pudiese formar o mantener de
manera estable el cono de Taylor, lo cual puede sugerir una proyeccion de la solucién

desde el inyector, en una forma similar a fibras.

De manera similar se evalud el flujo de alimentacion de la solucion al inyector del equipo,
buscando tener un balance entre este parametro y el mencionado antes, ya que
generalmente si el voltaje no demanda un consumo adecuado del volumen suministrado,
el segundo tiende a acumularse en la punta del inyector impidiendo la formacion del cono

de Taylor o incluso llegando a ocluir el sistema.

En las Tablas 4 a 9 se muestran las combinaciones de flujo y voltaje probadas con las 6
soluciones elegidas previamente. El objetivo de tal prueba fue encontrar las
combinaciones que permitieran la ruptura de la tension superficial de las soluciones para

poder formar el jet de una forma estable, evitando que se interrumpa el cono de Taylor.
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Tabla 4. Evaluacion de formacion de cono de Taylor con la solucién 8P1G4

combinando flujo de alimentacién y voltaje aplicado.

8P1G4

Flujo (ml/h)

10

12

14

16

Voltaje (kV)

18

20

22

24 26 28 30

0.1
0.5
1.0
1.5
2.0
2.5
3.0
3.5
4.0
4.5

5.0

<
<
<
<

<
<
<
<
<
<

<
<
<
<
<

<
C < X

v

v

‘/) Formacion del cono de Taylor y jet de la solucion;

-) ausencia de cono de Taylor
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Tabla 5. Evaluacion de formacion de cono de Taylor con la solucion 12P1G4

combinando flujo de alimentacion y voltaje aplicado.

12P1G4 Voltaje (kV)

Flujo (ml/h) 10

H
N
H
o
H
(o))

18 20 22

0.1

<

0.5

AN
C < < K X
C < < K X
C < < K X
C < < K X
C < < K X
C < < K X

1.0
15 -
2.0 -
2.5 - - - oo
3.0 - - - - oo
35 - - - oo
4.0 - - - oo
45 - - - oo

50 - - - - - - -

‘/) Formacion del cono de Taylor y jet de la solucién;

-) ausencia de cono de Taylor
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Tabla 6. Evaluacion de formacion de cono de Taylor con la solucion 16P1G4

combinando flujo de alimentacion y voltaje aplicado.

16P1G4

Flujo (ml/h)

10

12

H
o

-
D

Voltaje (kV)

18

20

22

N
~

N
[ep}

0.1
0.5
1.0
1.5
2.0
2.5
3.0
3.5
4.0
4.5

5.0

<
<

<
<

<

<
A N S N N AN
A N S N N AN
A N S N N AN
A N S N N AN
A N S N N AN
A N S N N AN
A N S N N AN

‘/) Formacion del cono de Taylor y jet de la solucién;

-) ausencia de cono de Taylor
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Tabla 7. Evaluacion de formacion de cono de Taylor con la solucién 8AC

combinando flujo de alimentacion y voltaje aplicado.

8AC
Flujo (ml/h)

10

Voltaje (kV)

18 20 22

26

30

0.1
0.5
1.0
1.5
2.0
2.5
3.0
3.5
4.0
4.5

5.0

C < KX

C < KX
C < KX
C < KX

<
<
<

<
<
<

‘/) Formacion del cono de Taylor y jet de la solucién;

-) ausencia de cono de Taylor
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Tabla 8. Evaluacidn de formacién de cono de Taylor con la solucion 12AC

combinando flujo de alimentacion y voltaje aplicado.

12AC

Flujo (ml/h)

10

Voltaje (kV)

18 20 22

0.1
0.5
1.0
1.5
2.0
2.5
3.0
3.5
4.0
4.5

5.0

‘/) Formacion del cono de Taylor y jet de la solucién;

-) ausencia de cono de Taylor
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Tabla 9. Evaluacidn de formacién de cono de Taylor con la solucion 16AC

combinando flujo de alimentacion y voltaje aplicado.

16AC Voltaje (kV)

Flujo(ml/h) 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30

01 - - - .- .o
05 - - - - - .-

1.0 v

<

1.5 -

<

2.0 - v
2.5 - -
3.0 -- -
35 Se - oo oo oo
4.0 S- e e oo oo
45 Se - e oo oo

50 - - = e e e e ..o

‘/) Formacion del cono de Taylor y jet de la solucién;

-) ausencia de cono de Taylor

Segun los resultados obtenidos, se dejaron como posibles combinaciones a emplear
aquellas con valores de flujo de 0.1 0.2 y 0.4 ml/h para las mezclas de PGy de 1.0, 1.5y
2.0 ml/h para las soluciones de AC. En ambos tipos de soluciones, se continuaron

probando voltajes desde 10 a 30 kV.

Una vez que se determinaron combinaciones de los dos pardmetros antes mencionados,
en los que la formacion del cono de Taylor y la estabilidad del jet se mantuviesen estables,
se procedié a variar la distancia entre el inyector y el colector. El resultado para considerar

como adecuada una distancia fue la deposicion de material polimérico. Como segundo
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resultado se tomd que la distancia permitiese la evaporacion del solvente utilizado, dando
lugar a la ausencia de rastros del solvente en el colector.

En las Tablas 10 a 15 se presentan los resultados de la variacion de la distancia entre el

inyector y el colector para el procesamiento de las soluciones.

Tabla 10. Deposicion de solucién 8P1G4 en colector a diferentes distancias del inyector en

combinacién con los flujos y voltajes antes evaluados.

8P1G4 Voltaje (kV)

[N
N
[N
SN
[N
(op]

18 20 22 24 26 28 3

o

Distancia (cm) 10 Flujo (ml/h)

- - 0.1
10 - - - 0.2
v Vv v 0.4
- - 0.1
15 0.2
v vV v 0.4
- - 0.1

20 - - - 0.2

A N N N N N U RN
A N N NV N N RN
A N N N U N N RN
A N N N U N N RN
A N N N VU N N RN
A N N N U N N RN
A N N NV N N RN
A N N N N N MR N

v v Vv 0.4
e

25 - - 0.2

<
<
<
<
<
<

N Y R N N IRV N R 0.4
0.1
30 N Y R Y 0.2

- - VvV VvV VvV VvV V V V VvV V 0.4

\/) Coleccidn de material; -) Sin coleccién de material.
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Tabla 11. Deposicion de soluciéon 12P1G4 en colector a diferentes distancias del inyector en

combinacién con los flujos y voltajes antes evaluados.

12P1G4 Voltaje (kV)
Distancia(cm) 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 Flujo (ml/h)
v VvV vV VvV vV VvV V- - - 0.1
10 v VvV vV V V V- - - 0.2
v VvV vV VvV VvV VvV V V V V 0.4
v VvV vV V V V- - - 0.1
15 v VvV vV VvV VvV V- - - 0.2
v VvV vV VvV V V V VVV 0.4
v VvV vV VvV VvV V- - 0.1
20 v VvV vV V V V- - - 0.2
v VvV vV VvV VvV VvV V V V V 0.4
- - VvV - - - - - 0.1
25 R VARV AV " A VO - 0.2
- - VIV V V VYV VVV 0.4
R Y B - 0.1
30 - - VvV VvV V- - - - 0.2
- - VIV V- - - 0.4

\/) Coleccién de material; -) Sin coleccion de material.



Tabla 12. Deposicion de solucion 16P1G4 en colector a diferentes distancias del inyector en

combinacién con los flujos y voltajes antes evaluados.

16P1G4 Voltaje (kV)

[EEN
N
[EEN
IS
[EEN
[op}

Distancia (cm) 10 18 20 22

26 28 30 Flujo (ml/h)

10

15

20

NS N G N N N N NN
NS N G N N N N NN
NS N G N N N N NN
NS N G N N N N NN
NS N G N N N N NN
NS N G N N N N NN
NS N G N N N N NN
A N G N N N RN

25

30

- - VvV VvV VvV VvV

- - 0.1
- - 0.2
v vV v 0.4
- - 0.1
- - 0.2
v Vv v 0.4
- - 0.1
- - 0.2
v vV v 0.4
- - 0.1
- - 0.2
- - 0.4
- - 0.1
- - 0.2

v v 0.4

\/) Coleccién de material; -) Sin coleccion de material.
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Tabla 13. Deposicion de solucidon 8AC en colector a diferentes distancias del inyector en

combinacién con los flujos y voltajes antes evaluados.

8AC Voltaje (kV)
Distancia(cm) 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 Flujo (ml/h)

v VvV vV VvV VvV VvV V V V V 1.0
10 v VvV vV VvV V V V VV 15
v VvV vV VvV VvV VvV V V V V 2.0
v VvV vV VvV V V V VVV 1.0
15 v VvV vV VvV VvV VvV V V V V 15
v VvV vV VvV V V V VVV 2.0
v VvV vV VvV VvV VvV V V V V 1.0
20 v VvV vV VvV V V V VV 15
v VvV vV VvV VvV VvV V V V V 2.0
S T T A "R VAR VARV g 1.0
25 S VAR VAR G VL " VR VA Ve 15
- - - VIV 2.0
S T T 1.0
30 - - - - - - s V- 1.5
S R I VO R VA VAR Ve 2.0

\/) Coleccidn de material; -) Sin coleccion de material.
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Tabla 14. Deposicion de solucién 12AC en colector a diferentes distancias del inyector en

combinacién con los flujos y voltajes antes evaluados.

12AC Voltaje (kV)
Distancia(cm) 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 Flujo (ml/h)
v VvV vV VvV VvV VvV V V V V 1.0
10 v VvV vV VvV V V V VV 15
v VvV vV VvV VvV VvV V V V V 2.0
v VvV vV VvV V V V VVV 1.0
15 v VvV vV VvV VvV VvV V V V V 15
v VvV vV VvV V V V VVV 2.0
v VvV vV VvV VvV VvV V V V V 1.0
20 v VvV vV VvV V V V VV 15
v VvV vV VvV VvV VvV V V V V 2.0
e VR VA VA - 1.0
25 VO VA VO V 15
- - - VIV V V- 2.0
S T T 1.0
30 e R AR VARV SR v 1.5
- - VIV V VLV 2.0

\/) Coleccién de material; -) Sin coleccidn de material.
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Tabla 15. Deposicion de solucién 16AC en colector a diferentes distancias del inyector en

combinacién con los flujos y voltajes antes evaluados.

16AC

Distancia (cm)

10

[EEN
N

[EEN
SN

[N
[op}

Voltaje (kV)

18

20

22

N
S

N
(@]

N
(ee]

w
o

Flujo (ml/h)

10

15

20

25

30

C L <X L K < < KX
A N N N N N R RN
C L <X L K < < KX
A N N N N N R RN
A N N N N N R RN

v Vv

v

<

<
A N N N N N U N O N N

A N O N N U G U S O N

<
<

v

v

v

v

<
<
<
<
<

<

C L X X € L < < < <K KX
AR N N N N Y U N N NN
AR N N N N Y U N N NN
A N O N N Y N U N SRR

1.0
1.5
2.0
1.0
1.5
2.0
1.0
1.5
2.0
1.0
15
2.0
1.0
1.5

2.0

\/) Coleccidn de material; -) Sin coleccidn de material.

En los casos en que hubo deposicion de material en el colector, se realizaron observaciones

mediante microscopia Optica para comenzar a apreciar la morfologia de las estructuras

formadas durante el procesamiento por electrohilado.

49



7.3 Caracterizacion del Material
7.3.1 Microscopia dptica

Implementacion de Microscopia Optica como método de evaluacion rapido para

discriminar resultados con relacion a la formacion de fibras con caracteristicas deseadas.

Teniendo resultados sobre las combinaciones de los pardmetros que pudiesen resultar en
la deposicion de material polimérico en el colector, se procedié a emplear la observacion
mediante microscopia Optica de las formaciones poliméricas que estuviesen generandose
con las distintas soluciones procesadas mediante distintas combinaciones de los
parametros. En esta etapa se fueron descartando las combinaciones de pardmetros que
presentaron remanentes de solventes, morfologia diferente a fibras, y/o numero elevado
de deformaciones en las fibras. En la Figura 7 se puede observar la presencia de solvente
en el colector, lo cual indica que no hubo una completa evaporacion del solvente durante

el proceso de electrohilado bajo las condiciones probadas.

voltaje de 12 kV, un flujo de 1.5 ml/h, a 10 cm de distancia entre el inyector y el colector. Se

observa la presencia de solvente que no fue evaporado durante el proceso.
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Los resultados que presentaron una gran cantidad de deformaciones o “perlas” en las
fibras generadas, fueron descartados de igual manera. En la Figura 8 se muestran este tipo
de resultados con deformaciones.

o n"Q ';._ .
WIABY s P
e - -

voltaje de 30 kV, un flujo de 0.4 ml/h, a 25 cm de distancia entre el inyector y el colector.

Mediante las observaciones de microscopia Optica fue posible el observar resultados que
apuntaban a un procesamiento adecuado de las soluciones poliméricas. Como se muestra
en la Figura 9, se alcanzaron a apreciar fibras (sefialadas con flechas rojas) con un
diametro menor al que pudiese ser caracterizado mediante este tipo de microscopia, una
reducida cantidad de deformaciones y sin presencia de solvente, razones por las que estos
resultados fueron seleccionados para su posterior caracterizaciéon morfolégica mediante
SEM.
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FNCabite -

Figura 9. Fibras poliméricas obtenidas mediante eIAproce'samiento‘de la solucion 16P1G4
con un voltaje de 20 kV, a 0.2 ml/h de flujo de alimentacién y 20 cm de distancia entre

inyector y colector.

Basandose en los resultados obtenidos, y buscando las condiciones de procesamiento bajo
las cuales hubiese ausencia de solventes en el colector, reducido nimero de deformaciones
y formacion de fibras poliméricas, se eligieron a ser caracterizadas las soluciones 16P1G4
(PG de ahora en adelante) y 16 AC (AC de ahora en adelante).

7.3.2 SEM

Una vez que se seleccionaron las soluciones y condiciones de procesamiento para las
mismas, se procedieron a obtener las muestras necesarias para su observacion mediante
SEM, siendo asi posible el estudiar la morfologia de las fibras obtenidas y que

posteriormente pasarian a constituir el andamiaje polimérico.

Con las observaciones de las muestras realizadas mediante SEM, se lograron los didmetros
promedio de las fibras de ambas soluciones, asi como el tamafio promedio de los poros
presentes en cada una de las matrices obtenidas, informacion que se presentan en las
Figuras 10 a 13 y la Tabla 16.
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Fibras de PG
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Frecuencia (%)
—_ — ] v
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[22,35] [36.47] [48,60] [61,72] [72.85] [85.97]

Diametro (nm)

Poros de PG

[SC TR
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]
<

Frecuencia (%)
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S Lh © Lh

[60, 120] [121, 179] [180, 238] [239, 298] [299, 357] [358, 416]

Diametro (nm)

Figura 11. Frecuencia del diametro de las fibras y poros presentes en la matriz de PG.
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25kV X20,000 1um,. %N = FCFMUANL

Figura 12. SEM de las fibras obtenidas mediante el proceso de electrohilado de la solucién AC.
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[70, 174] [175,278] [279, 381] [382, 485] [486, 589] [590, 692]
Diametro (nm)

Figura 13. Frecuencia del didametro de las fibras y poros presentes en la matriz de AC.



Tabla 16. Tamafio promedio de fibras y poros

PG AC
Fibras 56 + 16* 138 + 66
Poros 127 + 47* 309 £ 135

Las unidades de los datos se encuentran representadas en nandmetros (nm). * Representa diferencia

estadistica con una p=0.01

Habiendo realizado las observaciones y mediciones de la morfologia de las estructuras en
las matrices poliméricas, y determinando que tales resultados eran aceptables, se procedio

a la adicion de gentamicina (gen) a la primera capa polimérica (PG+gen).

Una vez obtenida con éxito tal capa, se procesd encima de esta la capa de AC como

cubierta exterior para de esta forma obtener el andamio bicapa.

7.3.3 Adicion de la gentamicina

Debido a que las dos primeras concentraciones de gentamicina no presentaron actividad
antibacteriana, se lleg6 a una concentracion del 3% (v/v), la cual arrojé resultados

prometedores en lo respectivo a actividad antibacteriana.

Una vez generado el andamio de dos capas, se procedié nuevamente a observaciones
mediante SEM, con la intencion de evaluar los posibles cambios que hubiesen sufrido las
fibras con la adicién con antibi6tico, en el caso de la capa de PG, y las posibles diferencias

en las fibras de la capa de AC debido a su procesamiento sobre la primera capa polimérica.

A continuacién, se presentan las imagenes de SEM de las capas del andamio polimérico
ya finalizadas. Se midieron nuevamente los diametros y frecuencias de fibras y poros en
ambas capas del andamio con la intencion de realizar la comparacion con los resultados

obtenidos al procesar las soluciones de manera individual y en ausencia de antibiotico.
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25kV’ 2X10/000" Apm -\ A SFCFMAUANL;

Figura 14. SEM de las fibras qe conforman la primera capa a base de la solucién PG+gen.

Fibras PG+gen

25

20

15

10

Frecuencia (%)

[71,87] [88, 103] [104, 119] [120, 135] [136, 151] [152, 167]

Diametro (nm)

Poros de PG+gen

Frecuencia (%)

[114, 197][198, 208] [209, 363] [364, 446] [447, 529] [530, 612]
Diametro (nm)

Figura 15. Frecuencia de diametros obtenidos al medir las estructuras presentes en la matriz de PG.
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10kV. X10,000 1pm FCFM-UANL

Figura 16. SEM de las fibras formadoras de la segunda capa del andamio a partir de la solucion AC.

Fibras de AC en PG+gen
40

35
30
25

20

Frecuencia (%)

3

[154,289] [290, 425] [426,561] [562,696] [670, 832] [833,967]

Diametro (nm)

Poros de AC en PG+gen

Frecuencia (%)

4

1 2
[162,363] [364,564] [565,766] [767, 967] [967,1169] [1170, 1370]
Diametro (nm)

Figura 17. Frecuencia de diametros obtenidos al medir las estructuras presentes en la matriz de PG.
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Tabla 17. Didmetros promedio de fibras y poros que constituyen el andamio.

PG PG+gen AC AC en PG+gen
Fibras 56+16* 124+26 138+66 307+£110*
Poros 127+£47* 372146 309+135 472+209*

Las unidades se representan en nanémetros (nm). * diferencia estadistica con p = 0.01.

Todas las fibras procesadas a partir de la solucion respectiva mostraron bordes lisos sin la

presencia de perlas. Todas las muestras de cada capa presentan patrones de fibras

aleatorios. Los didmetros promedio de las fibras y poros observados se muestran en la
Tabla 17

7.3.4 ATR-FTIR

Para poder comprobar la composicion quimica del andamio obtenido se realizaron analisis

de espectroscopia infrarroja. Tales resultados se muestran en la Figura 18, donde se

pueden apreciar que, las sefiales caracteristicas de cada uno de los componentes

individuales que conforman el andamio polimérico estan presentes en las muestras del

material final. De igual manera se enlistan las sefiales y su correspondencia en la Tabla

18.

Transmitancia (%)

1266 1083
3286 2955 1536 658

1642

1438

4000 3000 2000 1000
Numero de onda (cm™!)

Figura 18. Espectro de FTIR que muestra las sefiales de a) PVP, b) GEL, c) AC, d) gen y €) Andamio
bicapa.

58



Tabla 18. Posicion de las sefiales detectadas mediante FT-IR presentes en

el andamio bicapa y la fuente de origen de cada una de esas sefiales.

Namero de onda (cm™)  Vibracion ~ Grupo Funcional Fuente

658 Deformacion Csp—H gen
1083 Estiramiento c-O AC
1266 Estiramiento c-C AC
1438 Flexién C—H PVP
1536 Deformacion N-H GEL
gen
PVP
1642 Estiramiento Amida | GEL
gen
2955 Estiramiento C-H AC
3285 Estiramiento N-H GEL
gen

7.3.5 Humectabilidad

Para avaluar las caracteristicas de humectabilidad de las capas del andamio polimérico, se
realizaron ensayos para determinar el angulo de contacto de las superficies del material.
El angulo de contacto promedio para cada una se muestra en la Figura 19. Para la capa
PG+gen se obtuvo un angulo promedio de 15.32 + 0.34°, mientras que la capa de AC

present6 un promedio de 132.88 + 0.12°.

Ademas de esta prueba, se realizaron observaciones mediante SEM para registrar los
cambios que se presentasen en las fibras posterior a su humectacion. Como se muestra en

la Figura 20, las fibras de AC comienzan a presentar indicios de solubilizacion.
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Angulo promedio 15°

Angulo promedio 132°

Figura 19. Determinacion de las caracteristicas de humectabilidad de las capas del
andamio polimérico mediante la determinacién del angulo de contacto de a)
PG+geny b) AC.
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Flgura 20. SEM que muestra Ia morfologla de Ias flbras formadoras de Ia capa de AC del andamlo a) antes

de la prueba de angulo de contacto y b) después de su humectacién con buffer de acetatos pH 5.5.

7.3.6 Andlisis Térmico

En la Figura 21 se presenta el termograma del andamio polimérico adicionado con
gentamicina. Mediante este analisis se muestran la Tq2o00 del material a los 294.3 £ 1.7 °C,
y la Taso% en 359.6 + 1.1 °C. En tal figura se incluye la derivada con respecto a la
temperatura para remarcar los cambios de pendiente. Estos se deben a la pérdida de agua
en el caso del primer pico, y a la descomposicion del material polimérico, en caso del

segundo cambio.

Mediante el DSC se pudo observar el comportamiento térmico del material. En la Figura
22 se puede apreciar un comportamiento similar a lo reportado en la literatura. Primero se
observa un amplio pico endotérmico alrededor de los 100°C, posterior al cual se presenta
la Ty alrededor de los 195°C para el AC y PVP. En el caso de GEL, los resultados
probablemente se vieron enmascarados debido al pico endotérmico inicial. Finalmente se
puede considerar una Tm cercana a los 265°C, muy cercano con los resultados de TGA

previamente observados.
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Figura 21. Termograma del andamio.- -indica la pérdida del primer 20% de la masa de la muestra (Taz20%),

y- -muestra la temperatura para la pérdida de la mitad (Tasos).

Exo

0 - SIU - 160 - 1!’10 S 2(50 2%0 360 I
Temperatura (°C)
Figura 22. DSC del andamio que muestra el comportamiento térmico durante un solo calentamiento con

aumento de 10 °C/min en atmdsfera de nitrdgeno.
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7.4 Actividad Biol6gica

Para la obtencion de estos resultados se midieron los halos de inhibicion del crecimiento
bacteriano de P. aeruginosay S. aureus. Los resultados sobre los cultivos microbioldgicos
se pueden observar en la Figura 23, usando como control negativo una muestra del
andamio polimérico sin antibidtico, como tratamiento un disco del material con
gentamicina, y como control positivo se emple6 un trozo de papel filtro empapado con
100 pl de la solucion de gentamicina a 160 mg/ml. Todas las muestras con forma de
circulos con 1 cm de diametro fueron esterilizadas por ambos lados mediante exposicién
a luz UV durante 15 minutos para asegurar su esterilidad. En la Tabla 19 se presentan los
valores promedio en milimetros de los diametros de los halos inhibicion del crecimiento

de las bacterias.

Tabla 19. Actividad antibacteriana obtenida en las pruebas de Kirby-Bauer.

Bacteria a b c
P. aeruginosa 0 24.82 £ 1.10 2517 +1.46
S. aureus 0 25.62 + 0.86 25.72 £ 0.99

Halos de inhibicion del crecimiento después de incubar las bacterias en presencia de: a) control negativo,

b) muestra del andamio bicapa y c) control positivo. Todas las mediciones se encuentran en milimetros.
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P. aeruginosa

Figura 23. Halos de inhibicion del crecimiento en cultivos bacterianos a) control negativo usando andamio
bicapa sin gentamicina, b) tratamiento con andamio polimérico adicionado con gentamicina, ¢) control negativo

de disco de papel filtro con gentamicina.
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8. DISCUSION

Para el desarrollo de biomateriales, es importante considerar el empleo de solventes que
puedan generar o incrementar la probabilidad de un efecto citotoxico por lo que es
importante utilizar bajas 0 nulas concentraciones de solventes que puedan tener este
efecto. Diferentes trabajos han reportado el uso de soluciones de acido acético como
solvente polimérico en concentraciones menores a las empleadas en este trabajo
(Nugraheni et al., 2016), sin embargo también se ha reportado el uso de concentraciones
mayores de este acido suave para la elaboracion de materiales poliméricos (Gautam et al.,
2014; Jalaja et al., 2016). En este trabajo se busco disminuir la concentracion del acido
acetico que permitiera obtener las caracteristicas de procesabilidad de los polimeros
utilizados. Sin embargo, aunque se seleccionaron matrices en las que no se observara la
presencia de solventes remanentes, es importante determinar de forma analitica su

presencia, asi como estudios de citotoxicidad del andamio obtenido.

Por otro lado, la solubilidad del acetato de celulosa fue mejor en acido acético que en
acetona, por lo que se eligié el primero para su completa solubilizaciéon. La baja
solubilidad del acetato de celulosa en agua coincide con lo reportado por otros autores lo
cual puede deberse a los grados de sustitucidn cercanos a 3.0, | al exponer el acetato de

celulosa porcentajes de agua por encima del 20% (Bao, 2015).

Una de las ventajas de la técnica de electrohilado es la posibilidad de alcanzar una total
evaporacion de los solventes empleados en la preparacion de las soluciones. Este resultado
se enmarca como una consecuencia de un procesamiento “ideal” de la solucion mediante
la técnica, y si bien en muchas ocasiones no hay una total evaporacion de los solventes, si
las condiciones del proceso son adecuadas, se logra una reduccion importante de la

presencia de estas sustancias en el material colectado (Duque-Sanchez et al., 2014).

Con relacion a las caracteristicas exhibidas por las soluciones una vez que fueron
preparadas, se observo que aquellas con mayor concentracion de acido acético presentaron
un menor pH. De una manera similar se observé que, en el caso de las mezclas de PVP y
GEL, a mayor proporcion de PVP en etanol, se presentaron valores de conductividad mas
bajos. Por lo anterior se seleccionaron las soluciones con una mayor proporcion de GEL,

ya que al tener una mayor conductividad estas soluciones reducian las probabilidades de

65



necesitar aplicar mayor voltaje para romper la tension superficial y la consecuente
formacion del cono de Taylor (Zong et al., 2002).

Las soluciones con menor viscosidad tienden a presentar una mayor cantidad de cuentas
o perlas (Shenoy et al., 2005),eso se observo en los resultados de la microscopia oOptica,
en donde las fibras obtenidas de las soluciones de 8 y 12%(p/v) exhibieron mas
deformaciones de este tipo que las fibras provenientes del procesamiento de las soluciones
de 16%(p/v) tanto para el caso de 16%P1G4 como para 16%AC.

Los pardmetros del proceso de electrohilado se encuentran relacionados entre si, y para
obtener los resultados deseados es importante el poder encontrar la combinacion adecuada
entre estos parametros. Las combinaciones entre flujo de alimentacion y voltaje son
importantes ya que es mediante la acumulacion de cargas en la solucién que se da lugar a
la ruptura de la tensidn superficial de la gota en la punta del inyector, posibilitando la
formacion del cono de Taylor. El flujo de alimentacion debe ser el adecuado para evitar
que el proceso se interrumpa por falta de suministro de la solucion polimérica, sin
embargo, se debe controlar para que el flujo no sea demasiado, llegando asi a acumular
un volumen excesivo en la punta del inyector y generando una gota lo suficientemente
grande como para que el cono de Taylor y el jet se interrumpan igualmente. De manera
concreta, a mayor el flujo de alimentacion puede significar que se el voltaje aplicado
también deba aumentarse. Una vez que se hubiesen determinado las combinaciones con
las cuales el cono de Taylor y el jet se mantuvieran estables, se procedi6 a evaluar la
distancia ideal a la cual se obtuvieran los resultados buscados. Nuevamente se tiene una
relacidn entre este parametro y los dos antes mencionados ya gque es durante esta distancia
que el estiramiento de las fibras tendrd lugar a manera de “vuelo”. Durante el tiempo de
vuelo en que las fibras recorren la distancia entre el inyector y el colector, se facilita la
evaporacion de los solventes, asi que a mayor distancia mayor sera la probabilidad de
obtener fibras secas, sin embargo se puede generar un efecto negativo si este espacio se
aumenta demasiado, y esto se debe a que si se excede la distancia que las fibras pueden
estirarse, no llegaran a ser colectadas, lo cual resulta en la ausencia de material polimérico
colectado. Mediante la microscopia Optica se realizaron las observaciones de los

resultados preliminares obtenidos mediante las combinaciones seleccionadas de los 3

66



pardmetros principales del proceso de electrohilado. Coincidiendo en gran medida con lo
mencionado en literatura sobre los efectos del flujo, el voltaje y la distancia, sobre la
morfologia de las fibras obtenidas. En comparativa con trabajos reportados por otros
autores, los valores de flujo, voltaje y distancia se encuentran dentro de los rangos dentro
de los que se han procesado soluciones similares a las de este proyecto (Castillo-Ortega
et al., 2011; Charernsriwilaiwat et al., 2016; Costa-Salles et al., 2015; Hongyan et al.,
2020; Jiang et al., 2016; Kendouli et al., 2014; Tsekova et al., 2017).

Los mejores resultados se obtuvieron a partir de las soluciones a una concentracion de
16% para todos los polimeros ya que se observd una a nula presencia de solventes
residuales, una casi inexistente cantidad de deformaciones en las fibras, y fibras con
diametros menores a los 0.5 um. Con estas dos soluciones seleccionadas (16%P1G4 y
16%AC), se logro electrohilar y retirar las matrices poliméricas del colector. El tiempo
requerido fue de 180 minutos para la matriz de PG (polivinil pirrolidona y gelatina) y de

40 minutos para la de AC.

El didmetro observado de las fibras obtenidas en las capas de PG y AC arrojaron valores
promedio de 56+16 y 138+66 nm, los cuales fueron menores a los reportados en trabajos
con condiciones similares (An et al., 2010; Costa-Salles et al., 2015; Kendouli et al., 2014;
Li et al., 2016), sin embargo, estos valores se incrementaron al adicionar la gentamicina.
Esta accion coincide con lo reportado en literatura (Reneker and Yarin, 2008). por lo que
para minimizar este incremento por la adicion del farmaco, se modificaron los parametros
del procesamiento de la nueva solucion (PG+gen) para buscar obtener fibras con un
diametro similar al que mostraron aquellas elaboradas en ausencia de la gentamicina. Aln
y cuando se realizaron cambios minimos en los valores del voltaje aplicado y la distancia
entre el inyector y el colector, no se logro disminuir el diametro de las fibras cuyos valores
terminaron promediando 124+26 nm, valores por debajo de lo reportado por otros autores
(Estrada-Villegas et al., 2019; Khalili et al., 2016; Tsekova et al., 2017).

Algo similar ocurrio al analizar el diametro de los poros presentes en las capas del
andamio, los cuales mostraron un aumento al igual que se presentd en las fibras. Sin
embargo, el promedio de los diametros de los poros presentes en la capa externa de AC

sigue siendo menor que el tamafio promedio de las células bacterianas (Cervantes-Garcia
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et al., 2014) de los principales microorganismos que se reportan como colonizadores de
heridas por quemaduras en la piel, sugiriendo que la capa de AC puede llegar a fungir
como una especie de barrera fisica que prevenga la colonizacion bacteriana al emplearse

el andamio como un recubrimiento para este tipo de heridas.

El analisis de ATR-FTIR del andamio mostrd la mayoria de las sefiales caracteristicas
correspondientes a los componentes del material. Debido a la presencia de PVP se
presentd el pico en 1438 cm™, el cual corresponde a una flexion de C—H (Fan et al., 2012)
y una sefial en 1642 cm™ que corresponde al estiramiento de C=C de la amida I, grupo
que se reporta como caracteristico de este polimero (Bonelli et al., 2019). Considerando
el AC, es importante mencionar que la sefial ubicada en 900 cm™ asignada al estiramiento
de C-O-C en el enlace B-(1—4)-glicosidico, se describe como una banda de absorcién
"amorfa”; presente y aumentando en intensidad en muestras amorfas; se pudo observar
que en el caso del andamio tal sefial desaparecid, lo cual pudiese sugerir que la
configuracién amorfa del AC en el material se vio reducida (Ciolacu et al., 2011). Las
sefiales en 1370 cm?, estan relacionado con la distorsion angular de la C-C en el grupo
éster-metilo, y en 1730 cm™ puede asignarse al grupo acetilo en la cadena polimérica
(Ibrahim et al., 2005), no fueron detectables en el espectro del andamio. Una vez mas, la
presencia de celulosa amorfa puede ser confirmada por el desplazamiento de la banda de
900 cm™ (Ciolacu et al., 2011), correspondiente a la vibracion de estiramiento C-H, a
valores de niumero de onda mas altos y por la fuerte disminucion de la intensidad de esta
banda. En relacion con esta banda, en el espectro obtenido durante este estudio, la banda
se desplaza a 2955 cm™, lo que podria significar que la presencia de AC amorfo en las

fibras parece ser minima.

La gelatina de cerdo tipica presenta tres regiones importantes, y en el material obtenido
en este trabajo pudieron ser observadas. La primera es la banda a 1536 cm™ que es causada
por la deformacion de los enlaces N-H en la amida Il. La segunda regién es la banda a
1642 cm™ que es la misma que la de PVP. Finalmente la banda en 3286 cm™ que
corresponde al modo de estiramiento del N-H de los grupos de amida enlazados con
hidrogeno (Chakrabarty and Teramoto, 2018; Hashim et al., 2010).
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Por ultimo, la presencia de gentamicina se confirmo con las siguientes sefales, la banda
en 658 cm™ la cual es importante debido a que se marca como sefial para la determinacion
de este compuesto. De igual manera se observaron dos bandas mas en 1536 y 1642 cm™
relacionadas con las aminas aromaticas primarias (Mosselhy et al., 2016). Finalmente, una
sefial reportada en la region alrededor de 3286 cm™ siendo caracteristica para los
estiramientos de los grupos amino N-H del antibi6tico (He et al., 2018).

Es apreciable mediante el espectro de FTIR que la presencia de grupos amino es
considerable en el andamio polimérico. Tal hecho es relevante debido a que la presencia
de este tipo de grupos funcionales mejoran considerablemente las capacidades de
biocompatibilidad de los andamios, influyendo en caracteristicas como la humectabilidad
del material, una mejor capacidad para la adsorcién de proteinas, e incluso el
comportamiento celular (Klimek and Ginalska, 2020a). Este tipo de grupos funcionales
van de la mano con la presencia de PVP y GEL en el andamio, ya que acorde a lo referido
en literatura, la presencia de las secuencias RGD presentes en GEL generan puntos de
anclaje tanto para las integrinas a y 3, con lo cual se beneficia la adhesion y proliferacion
de distintos tipos de células (Hosoyama et al., 2019), siendo este segundo polimero el que
aporta no sélo la mayoria de los grupos amino del material, sino también este tipo de
secuencias pro-adhesivas. En suma, la presencia de las secuencias RGD y los grupos
amino podrian ayudar a aumentar las capacidades de favorecer la adhesién celular y la
proliferacion, lo cual puede traducirse como un probable incremento en la capacidad de
promover la regeneracion de algunos tejidos (Kim et al., 2020)

En cuanto a la humectabilidad de las capas del material, los resultados para la capa
PG+gen coincidieron en gran medida con las caracteristicas conocidas de los polimeros,
(Aldana and Abraham, 2017). Al observar los valores de angulo de contacto de PG+gen,
se puede considerar que tal capa tiene un comportamiento de naturaleza hidrofilica,

permitiendo con cierta facilidad el ser mojado por el buffer de acetatos.

Por el contrario, el resultado obtenido para la capa AC mostrd6 un comportamiento
hidrofobico, caracteristica esperada, aunque los valores fueron mayores a lo reportado
(Grundke et al., 2015).
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Considerando el grado de hidrofilicidad demostrado por la capa PG+gen, se sugiere que
las propiedades del andamio pudiesen ayudar en la migracion y diferenciacion celular
(Zhang et al., 2012), esto teniendo en cuenta el valor de 8, resultado que concuerda con
reportes previos que hipotetizan en base a resultados experimentales la relacion entre el
grado de hidrofilicidad, que al verse incrementado aumenta el grado de biocompatibilidad
(Prado-Prone et al., 2020). Con lo antes mencionado, se refuerza la conjetura de que el
material desarrollado exhibe potencial para su aplicaciobn como un recubrimiento para
heridas, estableciendo un contacto directo con el tejido dafiado por parte de la capa
PG+gen, y colocando una barrera fisica en la parte exterior de la herida mediante la
presencia de la capa de AC, reduciendo asi las probabilidades de colonizacidn por parte

de microorganismos (Li et al., 2018).

Los resultados obtenidos mediante la caracterizacion térmica del material muestran un
comportamiento un tanto diferente al descrito previamente por otros autores. LaFountaine
y colaboradores (2016) reportaron temperaturas de degradacion para el PVP alrededor de
los 175°C, y de igual forma se han reportado degradaciones térmicas del AC rondando los
225°C (Tsekova et al., 2017), no obstante, las muestras del andamio bicapa solo habian
perdido un 20% de su masa al llegar a una temperatura 100°C por encima de lo
mencionado en otros trabajos. Este efecto pudiese ser atribuido a las probables
interacciones entre los polimeros que constituyen el material, sobre todo si se considera
la presencia de GEL, cuya presencia estuviese elevando la estabilidad térmica en general
del material. Este polimero presenta tres etapas térmicas en su degradacion, la primera se
reporta alrededor de los 200°C, en la que se pierde poco mas del 10% de la masa (Correia
et al., 2013), hecho que puede verse reflejado en la Figura X. De manera muy similar
ocurre con la segunda etapa de degradacion de GEL, la cual tiene lugar entre los 200 y
400°C (Correia et al., 2013; Gautam et al., 2014; Jalaja and James, 2015), concordando

con lo mostrado en este estudio.

El analisis de DSC se realizo en s6lo un calentamiento ya que, si bien se buscaban analizar
las caracteristicas térmicas del material y sus componentes, se procuro que el analisis fuera
representativo del material con la morfologia de las fibras sin modificar, razon por la cual

no se aplicd un segundo calentamiento. En los resultados obtenidos con esta técnica, se
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observé un pico endotérmico entre los 45 a 110°C, el cual de manera coincidente con la
literatura, corresponde a la desorcion de agua por parte del andamio (Kendouli et al., 2014)
pero también esta relacionado con la temperatura de desnaturalizacion de la gelatina, la
cual sufre una transicion de hélice a bobina en el rango de 90-110°, temperatura a la cual
la triple estructura helicoidal de la gelatina se funde y disocia para formar estructuras
enrolladas al azar (Jalaja and James, 2015). Posterior a esto se puede apreciar la
temperatura de transicion vitrea del material alrededor de los 195°C, valor que coincide
con el rango de lo reportado para los polimeros utilizados en la elaboracion del andamio
(Bonellietal., 2019; Miyashita et al., 2002; Prado-Prone et al., 2020). Finalmente se puede
observar que la temperatura de fusién se encuentra alrededor de los 265°C, dato que a
diferencia de la Tg, Se encuentra un tanto por encima de lo reportado en algunos trabajos
(Gautam et al., 2014; Jalaja and James, 2015; Tavassoli-Kafrani et al., 2017) lo cual puede
deberse precisamente a la morfologia que presenta el material, coincidiendo con los
resultados observados en el TGA.

Referente a los resultados de actividad antimicrobiana de las pruebas de Kirby-Bauer
contra S. aureus y P. aeruginosa con las muestras del andamio polimérico bicapa, estos
fueron similares a los obtenidos con el control positivo (solucion de gentamicina). De
igual manera, los didmetros de los halos de inhibicién de crecimiento en ambos
microorganismos son similares a los que se han reportado en estudios cuyas metodologias
y materiales son semejantes a lo realizado en este proyecto (Coimbra et al., 2019; Tonda-
turo et al., 2018), con la diferencia en la concentracion de gentamicina manejada en tales
reportes. Estos resultados permiten concluir que la estructura permitié una liberacion del
agente antimicrobiano alcanzando una actividad similar a la del antibiotico libre, sin
embargo, hay que realizar estudios sobre esta velocidad de liberacion y la posibilidad de
controlarla. Cabe mencionar que una ventaja que tendria el andamio bicapa generado es
la barrera fisica por la capa hidrofobica mientras que la capa hidrofilica pudiese ayudar en

la migracion y diferenciacion celular, estudios que hay que realizar.
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9. CONCLUSIONES

El comportamiento de los polimeros empleados para la elaboracion del andamio en este
trabajo fue acorde a los reportes presentados por diversos autores en trabajos previos. La
polivinil pirrolidona facilita el procesamiento de la gelatina mediante electrohilado. La
presencia del acetato de celulosa previene la pérdida de la integridad estructural ante la
humectacion de la capa de polivinil pirrolidona y gelatina, mientras que la gelatina aporta

estabilidad térmica al material.

Los resultados expuestos en el presente escrito comprueban la factibilidad de obtener un
andamiaje polimérico de dos capas, siendo la primera capa una mezcla de PVP y GEL

adicionada con gentamicina, y la segunda de AC mediante la técnica de electrohilado.

La actividad antibacteriana del andamio es la misma a la observada al emplear una
solucion de gentamicina comercial, con lo cual se puede asegurar no solamente que el
farmaco fue exitosamente adicionado a las fibras poliméricas mediante el electrohilado,
pero también que la liberacién de la molécula por parte del andamio permite que el
material obtenido pueda ser sugerido como apdsito para prevenir el crecimiento bacteriano

de P. aeruginosa y S. aureus.

Considerando las propiedades fisicoquimicas y microbioldgicas de este andamiaje, la
configuracién de este le brinda un potencial de aplicacion como apdésito para heridas, ya
que la capa que estaria en contacto directo con el tejido seria la PG+gen, mientras que la
capa AC desempefiaria el papel de barrera fisica que podria prevenir o limitar la

colonizacion por microorganismos, hasta que el biomaterial se solubilice
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10. PERSPECTIVAS

Cabe mencionar que debido a la situacion de pandemia generada por el SARS-CoV-2
durante el desarrollo de este estudio, no fue posible realizar algunos experimentos
planeados como objetivos del presente trabajo, por lo que se sugieren como perspectivas

de este.
10.1 Pruebas de liberacion del principio activo

Cuantificacion de gentamicina por reacciones colorimétricas con Ninhidrina.

El protocolo de este objetivo ya se dejé estandarizado por lo que se sugiere realizar los

ensayos de liberacion del farmaco por parte del andamio polimérico
10.2 Pruebas en lineas celulares

De igual manera este objetivo no fue posible realizarlo, se contemplaba realizar pruebas
de citotoxicidad, proliferacion y migracion celular en lineas celulares para asegurar que el
material es adecuado para su posible empleo como apdsito para heridas en piel, por lo que

se sugiere continuar con la realizacion de estos.
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