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RESUMEN

La ingenieria de tejidos es una metodologia que se sigue para combatir
lesiones tisulares a partir de la imitacion del microambiente fisioldgico. En este
sentido, en la literatura cientifica se han sugerido diversas aproximaciones
para la fabricacion de plataformas que imitan caracteristicas estructurales y
fisicoquimicas de tejidos naturales, a partir del uso de biomateriales. El
desarrollo de estas plataformas se ha enfocado actualmente a la regeneracién
de tejidos del sistema cardiovascular, piel, musculoesquelético y neuronal. De
entre estas plataformas, las membranas nanofibrosas han surgido como una
alternativa viable para el desarrollo de andamios utiles en la ingenieria de
tejidos. Asi, en este trabajo de investigacion se reporta el desarrollo de
membranas nanofibrosas con potenciales aplicaciones en la ingenieria de
tejidos, a partir del electrohilado de mezclas poliméricas acuosas de alcohol
polivinilico y compdsitos basados en nanoparticulas de plata inmovilizadas en

carboximetil-celulosa.

La preparacion de estas membranas se realizé a través de una metodologia
de tres pasos, caracterizada por: 1) la sintesis verde del compésito CMC-
AgNPs, utilizando la CMC como agente reductor y estabilizante; (2) la
preparacion de mezclas poliméricas acuosas basadas en PVA y el compdsito
CMC-AgNPs; y (3) preparacion de membranas nanofibrosas a partir del
electrohilado de mezclas poliméricas acuosas CMC-AgNPs/PVA. Las
muestras obtenidas a partir de esta metodologia fueron caracterizadas por las
técnicas de microscopia electronica de transmision (TEM), microscopia
electronica de barrido (SEM), espectroscopia de infrarrojo (ATR-FTIR),
espectroscopia fotoelectronica de rayos X (XPS), ensayos mecanicos de

tension, ensayos bactericidas y ensayos de viabilidad celular.

De acuerdo con los resultados obtenidos de la caracterizacion del compdsito

CMC-AgNPs por microscopia electronica de transmision, la estructura
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cristalina de las nanoparticulas sintetizadas es congruente con la esperada
para la plata. El centro de su distribucién de tamano de particula se encuentra
en 10.4 nm, con una desviacion estandar de + 2.2 nm. Ademas, los espectros
de infrarrojo medidos para este compdsito muestran que la estructura
molecular de la CMC no cambia de manera visible luego de la sintesis de las
AgNPs. No obstante, es posible identificar cambios en la posicién de las
bandas relacionadas con la vibracion de enlaces en los grupos carboximetilo
del polimero. Esto sugiere que existe una interaccion al menos fisica entre sus
moléculas y la superficie de AgNPs. La evidencia experimental recabada por
espectroscopia foto-electronica de rayos X indica que las AgNPs sintetizadas
estan inmovilizadas en la CMC a través de enlaces de coordinacion con sus

grupos carboximetilo.

Como lo ilustran las imagenes obtenidas mediante microscopia electronica de
barrido para las membranas nanofibrosas preparadas, las nanofibras
electrohiladas se encuentran libres de defectos. Ademas, se observé que el
centro de la distribucién de diametro de fibra se mueve hacia valores menores
a medida que aumenta el contenido en peso del composito CMC-AgNPs en la
mezcla electrohilada. De acuerdo con la caracterizacion espectroscépica de
estas membranas, este fenomeno se debe a las interacciones tipo puente
acetal y/o hidroégeno entre los grupos carboximetilo, acetilo e hidroxilo en la
CMC y PVA. Los resultados obtenidos de los ensayos mecanicos de tension
muestran que tanto la disminucién en el diametro de fibra, como las
interacciones entre las moléculas de ambos polimeros provocan un
incremento en la rigidez de las membranas nanofibrosas. Este incremento en
la rigidez esta relacionado con el aumento del contenido en peso de CMC-
AgNPs en las membranas nanofibrosas. Las propiedades mecanicas de estas
membranas son comparables con las deseadas para andamios utiles en

ingenieria de tejidos.



Los ensayos bactericidas realizados contra E. coliy S. aureus indicaron que
existen una disminucion en la cantidad de bacterias viables en los cultivos que
estuvieron en contacto con las membranas nanofibrosas preparadas. Esta
disminucién esta relacionada con el incremento del contenido en peso de
AgNPs en dichas membranas. No obstante, la evidencia experimental
obtenida de estos ensayos indicé que las membranas nanofibrosas no se
comportan como un agente bactericida tradicional. Mas bien, evitan la
proliferacion de especies Grampositiva y Gramnegativa en su superficie. Esto
puede ser una ventaja terapéutica para el tratamiento de lesiones tisulares, ya
que podria reducir el uso de antibioticos durante el proceso de regeneracion

de tejido.

Finalmente, los ensayos de viabilidad celular mostraron que luego de 1 dia de
incubacion, el promedio de células de Schwann viables en los cultivos que
estuvieron en contacto con membranas nanofibrosas es semejante al obtenido
para cultivos incubados sin membranas. Luego de 5 dias de incubacion, estos
cultivos mostraron un incremento en el promedio de células viables, respecto
al obtenido luego de 1 dia. Este incremento fue comparable con el medido para
cultivos incubados en ausencia de membranas. Esto indica que las
membranas nanofibrosas no inducen una toxicidad significativa en el medio
bioldgico y que proveen un ambiente adecuado para la proliferacion celular.
Este comportamiento es congruente con lo esperado para nanomateriales

utiles como andamios para ingenieria de tejidos.



CAPITULO 1.
ANTECEDENTES

1.1. Introduccion

En este capitulo se expondran a detalle los antecedentes cientificos que
motivaron este trabajo de tesis. En primer lugar, se discutiran los aspectos
relevantes de la ingenieria de tejidos, haciendo énfasis en las caracteristicas
que deben de presentar materiales y estructuras utiles para dicha aplicacion.
Posteriormente se describiran las rutas de preparacion que son comunmente
seguidas para la obtencidn de materiales enfocados a ingenieria de tejidos.
Luego, se explicara detalladamente la técnica de electrohilado, asi como
algunas de las aproximaciones reportadas para la preparacion de membranas
basadas en nanofibras a través de dicha técnica. Ademas, abordaran las
propiedades que posicionan a estas membranas como candidatos para su uso
en ingenieria de tejidos. Asimismo, se describiran las caracteristicas
estructurales de la carboximetil-celulosa y las aproximaciones experimentales
reportadas en literatura para la obtencién de nanofibras de este polisacarido.
Posteriormente, se discutiran las caracteristicas cristalinas de la plata, sus
propiedades bactericidas, asi como las rutas seguidas para la sintesis verde
de nanoparticulas de este metal seminoble. Finalmente, se establecera la

hipotesis y el objetivo que sustentan este trabajo de tesis.

1.2. La ingenieria de tejidos

En términos generales, la ingenieria de tejidos es una metodologia seguida
para combatir lesiones tisulares a partir de la imitacion del microambiente
fisiologico [1]. Esta metodologia es también conocida por algunos autores
como “medicina regenerativa® y tiene como objetivo la regeneracion y/o
reemplazo de tejidos u o6rganos dafados [2, 3]. Diversos grupos de
investigacion alrededor del mundo se han enfocado en la fabricacion de

distintas plataformas que pretenden imitar las caracteristicas estructurales y
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fisicoquimicas de tejidos naturales [3, 4]. Estas plataformas son disefiadas
para ofrecer un microambiente que facilite el anclaje de células mediante el
uso de biomateriales [3-5], y se clasifican comunmente en dos grandes
familias: (a) andamios basados en polimeros naturales; (b) implantes sintéticos
basados en polimeros, ceramicos o compositos. En la actualidad, el desarrollo
de este tipo de plataformas se ha encaminado a la regeneracion de tejidos del

sistema cardiovascular, piel, musculoesquelético y neuronal [6-9].

La regeneracion de hueso es un ejemplo de estas plataformas ya que es un
proceso natural capaz de cubrir espacios pequefios como fracturas o defectos
oseos [10]. El hueso es considerado un compdsito natural basado en células
embebidas en una matriz extracelular (MEC). La MEC esta compuesta
principalmente de dos fases [11]: (1) nanofibras entrecruzadas, que se
autoensamblan a partir de moléculas de colageno tipo |; y (2) nanocristales
tipo plato de hidroxiapatita [Ca10(PO4)s(OH)2] depositados a lo largo de las
nanofibras de colageno. Estos componentes dirigen el proceso de
biomineralizacion de hueso, mismo que ocurre sobre la MEC. En virtud de ello,
la ingenieria de tejidos para regeneracion 6sea tiene por objetivo replicar las
funciones de los componentes antes mencionados, a fin de brindar soporte
para las células encargadas de la biomineralizacién. Estos soportes son
conocidos como andamios y su funcion es cumplir el papel de la MEC, razén

por la que deben presentar una morfologia fibrosa [10].

Por otro lado, las heridas del tejido nervioso afectan a millones de personas
en el mundo, dejando secuelas cognitivas, motoras y sensoriales a diversos
grupos etarios. El sistema nervioso central estd conformado por el encéfalo y
la medula espinal, los cuales tienen una limitada capacidad regenerativa [11].
Las lesiones del sistema nervioso central incluyen necrosis neuronal,
desmielinizacion, dafos oxidativos, inflamaciones y lesiones axonales [12]. A
fin de tratar este tipo de patologias, se ha propuesto el uso de plataformas

implantables que faciliten la regeneracion de tejido nervioso, emulando la MEC

5



[11]. En este sentido, las propiedades deseables para estas plataformas son:
(a) biocompatibilidad, para facilitar la adhesion, funcionalidad y proliferacién
celular; (b) baja toxicidad, a fin de evitar efectos adversos que puedan dar paso
a la formacion de un neuroma; (c) biodegradabilidad, para evitar inflamacién
cronica en el sitio del implante; y (d) médulo de Young, resistencia a la tensién

y al corte adecuados para su manipulacion.

En consideracion de lo anterior, las membranas basadas en nanofibras de
polimeros naturales o sintéticos emergen como una alternativa viable para el
desarrollo de andamios utiles en la ingenieria de tejidos [1]. Este tipo de
membranas pueden exhibir las caracteristicas quimicas y mecanicas antes
citadas, asi como también una porosidad comparable con la observada en la
MEC.

1.3. Preparacién de membranas basadas en nanofibras

En la literatura especializada se pueden consultar diversos reportes
relacionados con la preparacion de membranas basadas en nanofibras de
polimeros naturales y sintéticos a partir de técnicas como el autoensamblaje,
impresion 3D y electrohilado [1]. Por ejemplo, la técnica de autoensamblaje se
basa en un proceso en el que pequefios bloques de moléculas de polimeros,
surfactantes y péptidos, entre otros, son ensamblados a través de
interacciones de atraccion o repulsion entre ellos. ElI proceso de
autoensamblaje consta de diversos pasos, dependiendo del tipo de bloques
usados, y puede lograrse sobre una plantilla o en una solucion [13]. Asi, la
estructura molecular juega un papel fundamental, ya que interacciones de tipo
puente de hidrogeno, Van der Waals, electrostaticas, entre otras, son las que
dan las propiedades que conducen a la formacion de estructuras como las
nanofibras [14]. Como se ha indicado en la literatura especializada, las
nanofibras pueden ser tan delgadas como 10 nm, ademas de ser provistas de

caracteristicas biocompatibles a fin de proveer la estructura necesaria para



que las células puedan promover la formacion de tejido de distintos tipos [13].
La mayoria de los reportes se enfocan en la obtencién de hidrogeles basados
en nanofibras de péptidos y de proteinas [13-16]. Asimismo, se ha indicado
que esta ruta es muy sensible a cambios en el pH y concentracion de reactivos,
ademas de que es dificilmente escalable para la produccion de andamios

basados en nanofibras [1].

Por su parte, la impresion en 3D es una técnica basada en la deposicion de
material fundido o en forma de solucién liquida sobre un sustrato, siguiendo
un patron de deposicidn pre-definido por disefio asistido por computadora
(CAD). En esta ruta, el material es extruido capa por capa a través de una
boquilla con tamafo ajustable a una rapidez definida, a fin de apilar fibras y
producir andamios con una geometria y porosidad deseadas [17].
Recientemente se ha reportado la obtencién de compdsitos basados en acido
polilactico (PLA) y nanofibras de ZnO. Este composito se sintetiza mediante la
impresion de una solucion de PLA y nanofibras de ZnO en cloroformo, a
manera de una placa de 60 x 60 mm, cuyo disefio fue hecho por CAD [18].
Ademas, se ha propuesto la impresiéon 3D de compdsitos basados en PLA
reforzado con nanofibras de celulosa (CNF) injertadas en PLA (PLA-g-CNF)
[19]. Esta impresion se logro a partir del uso de soluciones de PLA y PLA-g-
CNF en cloroformo para obtener un monolito con dimensiones de 60 x 12.8 x
3.2 mm, que fue disefiado en el software Autodesk Fusion 360 [19, 20]. No
obstante, la impresién en 3D da como resultado fibras con un diametro de
varios cientos de micrometros, asi como un amplio tamafo de poros, lo que

dificulta la adhesion de células al andamio [17].

Se ha documentado la combinacién de técnicas como el electrohilado y la
impresion 3D para la fabricacion de andamios basados en policaprolactona
(PCL) y gelatina de piel porcina [17]. Para ello se siguié una metodologia de 5
pasos que consistio en: (1) preparacion de las soluciones de PCL y gelatina
en 1,1,1,3,3,3-hexafluoro-2-propanol (HFP) al 12 %p/v; (2) electrohilado de la
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solucion a 15 kV, flujo de 1 mL/h y separacion entre aguja y colector de 12 cm;
(3) dispersion de la membrana obtenida por electrohilado en una solucién de
terbutanol, mediante el uso de un homogenizador mecanico (15,000 RPM); (4)
impresion de un monolito de PCL a partir de PCL reblandecido, siguiendo un
patréon de rejillas apiladas; y (5) rellenado de las rejillas del monolito con la

dispersion de nanofibras PCL/gelatina.

Finalmente, la técnica de electrohilado se basa en uso de una diferencia de
potencial entre dos electrodos para producir nanofibras desde polimeros o
mezclas poliméricas en solucion. Esta técnica se ha usado exitosamente para
la obtencion de andamios basados en nanofibras de polimeros sintéticos como
la PCL [21-23], asi como de mezclas de polimeros semi-sintéticos, como la
carboximetil-celulosa (CMC) y el quitosan (QTO), con sintéticos como el
alcohol polivinilico (PVA) y 6xido de polietileno (PEO) [23-25]. Los andamios
obtenidos mediante esta técnica denotan una area superficial y distribucion de
poros similares a los de la MEC, favoreciendo la adhesion y proliferacion de
células de distintos tipos [23]. Asi, la técnica de electrohilado por si misma
surge como una ruta idénea para la obtencion de andamios utiles para
ingenieria de tejidos. Dado el interés de este trabajo de investigacion, a

continuacion, se detallara en que consiste la técnica del electrohilado.

1.4. Electrohilado de nanofibras

El proceso de electrohilado puede ser descrito de la siguiente manera [26].
Este proceso da inicio una vez que una solucion polimérica es polarizada por
una fuente de alto voltaje, lo que provoca interacciones repulsivas entre las
cargas dentro de la solucion y atractivas para con el colector conectado a
tierra. Esto genera una fuerza de tension que actua sobre la solucién, la cual
se elonga desde una gota de solucion hasta formar una fibra. Lo anterior ocurre
una vez que la intensidad del campo eléctrico generado por la fuente en la

solucion supera su tension superficial, facilitando la formaciéon de un cono en



la punta del capilar llamado “cono de Taylor’. Posteriormente, este cono se
elonga y da lugar al denominado “chorro polimérico” que viaja hacia el colector.
Mientras el chorro polimérico viaja por la atmodsfera del experimento hacia el
colector, éste experimenta un movimiento caético que incrementa la distancia
recorrida y el tiempo que tarda en llegar al colector. Esto contribuye a la
evaporacion del solvente y a la subsecuente depositacién de las nanofibras

sobre el colector (véase Figura 1).

Cono de o
Taylor \ /
Aguja

Jeringa (capilar) \\

v T
Bomba de
infusion

Chorro
polimérico

Fuente de alto
voltaje DC Material

o o
L

Figura 1. Esquema de un sistema para el electrohilado de soluciones y mezclas poliméricas
[26].

Como se menciond en el apartado anterior, la técnica de electrohilado se ha
usado para la obtencion de membranas nanofibrosas utiles como andamios
para ingenieria de tejidos. Por ejemplo, se ha reportado la obtencion de
membranas de PCL, a partir del electrohilado de soluciones acidas al 12y 15
%plv [27]. Estas soluciones se prepararon usando como solvente una mezcla
de acido acético (AA) y acido férmico (AF) a una relacion AA:AF de 3:7 en
volumen y 0.7 g de acido citrico. El electrohilado de las soluciones se logré
usando una jeringa de teflén de 6 mL, aguja de calibre 22, un flujo de 1.5 mL/h,
separacién entre aguja y colector (hoja de aluminio) de 15 cm, un voltaje de
20 kV y humedad relativa de entre 35 y 50 %.



Las membranas fueron posteriormente esterilizadas con luz ultravioleta (UV)
durante 2 h por cada lado, para finalmente tratarlas quimicamente
(conjugacién) con glicoproteinas tales como fibronectina (FBN), laminina
(LAM) o el péptido acido arginil-glicil-aspartico (RBD) [27]. La conjugacién de
las membranas con proteinas o péptido se llevé a cabo a fin de mejorar la
adhesion in vitro de la linea celular de neuroblastoma, SH-SY5Y. Mediante
esta metodologia fue posible la obtencion de membranas con un diametro de
fibra de entre 200 y 600 nm para la solucion de PCL al 12 %p/v; y de entre 600
y 1100 nm para la solucion al 15 %p/v. Mas aun, se determiné que su grado
de hinchabilidad varia entre 12.4 y 52.3 %, dependiendo de la proteina y/o
péptido conjugado en la membrana. Asimismo, su degradacion alcanz6 una
perdida en peso del 20 % luego de tres meses en cultivo de fluido
cerebroespinal artificial. Finalmente, se observd que las membranas no
inducen toxicidad en el medio de cultivo de la linea celular SH-SY5Y; y se
demostré que la proliferacibn de estas células se incrementa
significativamente en membranas conjugadas con LAM y FBN luego de 2 dias

de incubacién, dada la afinidad de las células para con estas glicoproteinas.

Ademas, se ha reportado la preparacion de membranas basadas en
nanofibras del copolimero PCL-lignina, a partir del electrohilado de mezclas
poliméricas PCL:PCL-lignina, usando al HFP como solvente [8]. Estas
soluciones se prepararon a relaciones en peso PCL:PCL-lignina de 95:5, 90:10
y 85:15; y se electrohilaron usando una jeringa de 5 mL, aguja calibre 22, un
flujo de 1 mL/hr, una separacion entre aguja y colector (hoja de aluminio) de
10 cm y un voltaje de 15 kV. Asi, se obtuvieron membranas nanofibrosas con
un diametro de fibra de entre 338 y 330 nm, cuyas propiedades mecanicas,
tales como mddulo de Young, resistencia a la tension y elongacion a la ruptura
se encuentran en intervalos de 16.1 a 24 MPa, 6.3 a 13.3 MPa y de 86 a 137
%, respectivamente. Mas aun, se observd que células como las Schwann

proliferan de manera adecuada sobre las membranas luego de 3 dias de
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incubacion in vitro. Esta proliferacién es mas evidente en las membranas con

alto contenido de lignina.

Por otra parte, se ha documentado la preparacion de membranas nanofibrosas
a partir del electrohilado de una mezcla polimérica de PCL y gelatina (GE), a
la que se incorporaron nanofibras de celulosa (CL) o nanofibras de celulosa
acetilizada (ACL) [28]. Esta mezcla polimérica se preparo a una concentracion
de 10 %p/p de PCL/GE con una relacion en peso de 7/3, usando como
solvente una solucion acida AA:FA a una razon 1:3 en volumen. Ademas, a
esta mezcla se le incorporé 1 0 2 %p de CL o ACL para su electrohilado. El
electrohilado se llevo a cabo con una jeringa de 1 mL, aguja calibre 23, flujo
de entre 0.1 y 0.2 mL/h, una separacion entre aguja y colector (hoja de
aluminio) de 13 cm y voltajes de entre 11 y 14 kV. Se obtuvieron diametros de
fibora de entre 100 y 300 nm, mismo que aumentd en relacién con la
incorporacion de CL o ACL a la mezcla electrohilada. Con esto, propiedades
mecanicas como el modulo de Young y la resistencia a la tension aumentaron
hasta 59 y 4.5 MPa, respectivamente, al incorporar 2 %p de ACL a la mezcla
polimérica. Ademas, de acuerdo con las mediciones hechas por la técnica de
angulo de contacto, la incorporaciéon de AC a la mezcla PCL/GE incrementé la
hidrofilicidad de las membranas (angulo de contacto de 66 °), en virtud de los
grupos hidroxilo en las cadenas de celulosa. Este aumento de hidrofilicidad de
las membranas tuvo un impacto significativo en la proliferacion de células

como los fibroblastos (L929), luego de 5 dias de incubacion in vitro.

Estos antecedentes sugieren que el uso de glicoproteinas o de polimeros
naturales con abundantes grupos hidroxilo, amino, acetilo o carboxilo
favorecen la proliferacion in vitro de células sobre membranas nanofibrosas
obtenidas a través de la técnica de electrohilado. En este sentido, a
continuacion, se plantearan las caracteristicas estructurales de la CMC, a fin
de establecer la viabilidad de su uso en la fabricacion de andamios utiles para

ingenieria de tejidos.
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1.5. La carboximetil-celulosa

La CMC es un polisacarido derivado celulosa, que se obtiene de la sustitucion
de sus grupos hidroximetilo por carboximetilo [29, 30]. La Figura 2 muestra la
estructura molecular de la celulosa y de la CMC. La sustitucién de estos grupos
funcionales se reporta como una cantidad llamada “grado de sustitucion” (DS),
que representa el numero de hidroximetilos sustituidos por unidad de
anhidroglucosa [29]. Es comun que la CMC se encuentre como una sal de
sodio (Na) (véase Figura 2), cuyos cationes son facilmente desplazados de los
grupos carboximetilo en solucién acuosa [30]. Asi, la CMC presenta un
caracter aniénico en solucion acuosa con pH superior a 4, que se pierde debido
a la protonacion de sus grupos carboximetilo a pH menores [30-32]. En virtud
de ello, se considera a la CMC un polisacarido util en el desarrollo de
hidrogeles para la adsorcion y liberacion de moléculas de farmacos o
colorantes, donde el “gatillo” es el cambio en pH [33-35]. Ademas, debido a su
biocompatibilidad, ha sido utilizado en la sintesis de andamios inyectables para

ingenieria de tejidos [35].

OR OR
0O o0 RO s
RO 0
a)R=H & OR

IMR:HO\)koNaH

Figura 2. Estructura molecular de: (a) celulosa; (b) carboximetil-celulosa.

Asimismo, se ha evaluado la efectividad de la CMC para la adhesion de
proteinas cationicas, tales como TGF-B1 y FGF-2, usadas como factores de
crecimiento para células madre mesenquimales y fibroblastos,

respectivamente [36]. En este caso, la CMC fue sulfonatada (sCMC) y

12



conjugada en membranas nanofibrosas basadas en poli(hidroxibutirato) /
gelatina (PG), que fueron obtenidas previamente por la técnica de
electrohilado. Dada la presencia de grupos carboxilo y sulfato de la sCMC, las
proteinas TGF-B1 y FGF-2 se unieron de manera exitosa a las membranas
nanofibrosas PG. Mas aun, la union de FGF-2 a las membranas nanofibrosas
incremento de manera significativa la proliferacion de células madre

mesenquimales luego de 7 dias de incubacion.

En consideracion de lo anterior, es posible inferir la utilidad de la CMC en el
desarrollo de andamios para ingenieria de tejidos. No obstante, la preparacion
de nanofibras de CMC a partir de técnicas como el electrohilado es dificil, dada
su compleja estructura molecular. Por ello se ha propuesto el uso de polimeros
tipo tensoactivo, como el PEO, a fin de optimizar el electrohilado de la CMC
desde mezclas poliméricas acuosas [24]. De esta aproximacion experimental
se obtuvieron membranas compuestas de nanofibras con diametro de entre
398 y 176 nm. Este diametro disminuy6 a medida que el contenido en peso de
CMC en la mezcla polimérica aumentd. De acuerdo con los autores, este
fendmeno se relaciona con el incremento de la conductividad de la mezcla a
electrohilar, en virtud del caracter polianionico de la CMC. Asimismo, se
reportd que el médulo de Young y la resistencia a la tension de las membranas
varia de manera inversa con el contenido en peso de CMC, lo cual puede
relacionarse con el didmetro de las nanofibras y la posible interconexion entre
poros en las membranas. Mas aun, las membranas PEO/CMC mostraron una
proliferacion de fibroblastos NIH 3T3, comparable con la del medio de cultivo

usado como control, luego 24 horas de incubacion.

Ademas, se ha reportado la obtencion de membranas fibrosas basadas en
compositos de nanoparticulas de plata (AgNPs) y CMC que fueron
electrohiladas desde mezclas poliméricas acuosas con PVA [37]. Estas
mezclas se prepararon usando PVA con grados de hidrolisis de 98% y 87-89%

a fin de reducir su tension superficial y conferirles la viscosidad adecuada para
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obtener nanofibras PVA/CMC-AgNPs. De esta ruta se obtuvieron membranas
compuestas de nanofibras libres de defectos, con un diametro de entre 153 y
103 nm. Este diametro varié de manera inversa con el contenido en peso de
CMC en la mezcla electrohilada. Este fendbmeno se relacion6 con la magnitud
de la conductividad, tension superficial y viscosidad de las mezclas
electrohiladas. De acuerdo con la evidencia experimental reportada, estas
cantidades variaron debido a la interaccion entre grupos carboximetilo de la

CMC y acetilos remanentes en el PVA.

1.6. Las nanoparticulas de plata

La plata es un metal seminoble con una estructura cristalina cubica centrada
en las caras (FCC), cuyo parametro de red es de 4.08 A. Especificamente, las
AgNPs exhiben una notable actividad bactericida, misma que depende de su
tamano. En este contexto se ha reportado que las AgNPs pueden liberar iones
Ag* en dispersiones acuosas de biopolimeros, que afectan a las bacterias de
distintas maneras, ya sea interactuando con su pared celular y membrana
plasmatica; desnaturalizando los ribosomas para inactivar sus proteinas; o
interrumpiendo la produccion de trifosfato de adenosina (ATP) e inhibiendo su

capacidad de replicacion [38].

Se han desarrollado diferentes rutas de sintesis para la preparacién de AgNPs,
entre las cuales destacan las basadas en procesos fisicos, quimicos,
bioldgicos y de sintesis verde. En los métodos fisicos, las nanoparticulas se
preparan mediante una condensacion-evaporaciéon a presion constante,
descargas eléctricas, pirolisis y ablacion laser. Una ventaja de estos métodos
es la alta velocidad de la reaccion. Ademas, técnicas tales como la ablacion
laser permiten la obtencion de nanoparticulas “limpias” de agentes quimicos a

nivel superficial [39, 40].
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El uso de extractos de plantas, bacterias, hongos y algas como agentes
reductores para la preparacion de AgNPs son comunmente entendidos como
sintesis verde, ya que generalmente no usan o producen sustancias peligrosas
para la salud humana y el medio ambiente [41]. Mas aun, son métodos
facilmente escalables para la produccién en masa, asi como mucho mas
econdmicos que aquellos que implican procesos fisicos. Asi, se han utilizado
biomoléculas como alcaloides, flavonoides, aminoacidos, fenoles o
carbohidratos como agentes reductores y estabilizadores para el control del

tamano de particula.

Ademas, se ha reportado la obtencién de AgNPs a partir de una ruta de
sintesis verde que usa a la CMC como agente reductor y estabilizador [42]. De
acuerdo con los autores, a través de esta ruta es posible obtener compdsitos
basados en AgNPs inmovilizadas en CMC, cuyo tamafo de particula varia
entre 13 y 44 nm. Este tamafo cambia de acuerdo con la relacion en peso de
CMC/AgNOQOs usada para la sintesis del compdsito, asi como de la estructura
molecular del CMC. Mas aun, debido a la inmovilizacion de las AgNPs en
CMC, fue posible regular la actividad bactericida contra E. faecalis (ATCC
29212), sin inducir toxicidad significativa en cultivos in vitro de fibroblastos
gingivales (ATCC PCS-201-018) luego de 1 dia de incubacion.

1.7. Hipdtesis y objetivo general

1.7.1. Hipotesis

El electrohilado de mezclas poliméricas acuosas de alcohol polivinilico y
compositos basados en nanoparticulas de plata inmovilizadas en carboximetil-
celulosa, permitira la obtencién de membranas nanofibrosas cuya morfologia,
actividad bactericida y biocompatibilidad les confieran una potencial aplicacién

en la ingenieria de tejidos.
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1.7.2. Objetivo General

Desarrollar membranas nanofibrosas con potenciales aplicaciones en la
ingenieria de tejidos, a partir del electrohilado de mezclas poliméricas acuosas
de alcohol polivinilico y compédsitos basados en nanoparticulas de plata

inmovilizadas en carboximetil-celulosa.
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CAPITULO 2.

EXPERIMENTACION

2.1. Introduccion

En presente trabajo de investigacion se desarrollaron membranas
nanofibrosas basadas en nanofibrosas de alcohol polivinilico (PVA) vy
compositos de nanoparticulas de plata (AgNPs) inmovilizadas en carboximetil-
celulosa (CMC). La preparacion de estas membranas se llevé a cabo por una
ruta de tres pasos, que involucran: (1) sintesis verde de compédsitos CMC-
AgNPs; (2) preparacion de mezclas poliméricas acuosas de CMC-
AgNPs/PVA; y (3) electrohilado de dichas mezclas para la obtencion de

membranas nanofibrosas.

En este capitulo se presentara a detalle la metodologia seguida para la
preparacion de las membranas CMC-AgNPs/PVA. Luego, se expondra el
protocolo de caracterizacion seguido para el estudio de su morfologia,
composicidon quimica, propiedades mecanicas, actividad bactericida y
viabilidad celular. En la Figura 3, se muestra un diagrama en bloque de la

metodologia seguida en este trabajo.

CTC :> Reactor por CMC-AgNPs Caracterizacion
24 horas del compdsito

AgNO:

Caracterizacion Membranas Sissirehiiude CMC-:\QNPS
de membranas Nanofibrosas PVA

v

. Ensayo de
Ensayo Bactericida Viabilidad Celular

Figura 3. Diagrama en bloque de la metodologia experimental.
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2.2. Sintesis de compositos CMC-AgNPs.

2.2.1. Materiales

Para la sintesis del compdsito CMC-AgNPs se us6 CMC con un grado de
sustituciéon DS = 1.2 y peso molecular Mw = 250 kDa, asi como nitrato de plata
(AgNO:s), que fueron adquiridos con la comparnia Sigma-Aldrich y usados tal
como se recibieron. Para la preparacion de las soluciones empleadas en la

sintesis del compdsito, se utilizd agua desionizada (p = 18 MQ-cm).

2.2.2. Metodologia de sintesis

La sintesis del compdsito CMC-AgNPs se llevo a cabo siguiendo la
metodologia reportada por Martinez-Rodriguez y colaboradores [42], con

algunas modificaciones, tal y como se describe a continuacion:

1. Preparar una soluciéon de CMC con concentracion de 15 mg/mL,
disolviendo 1.5 g de CMC en agua desionizada y aforando a 100 mL.

2. Preparar una solucién de AgNOs con concentracion de 9.64 mg/mL,
disolviendo 96.4 mg de AgNOs en agua desionizada y aforando a 10
mL.

3. Preparar una solucién de AgNOs a una concentracion de 0.24 mg/mL,
diluyendo en agua desionizada 2.5 mL de la solucion preparada en el
paso anterior y aforando a 10 mL.

4. Agregar 20 mL de solucién de CMC en un matraz de tres bocas (reactor)
bajo condiciones de agitacién constante a temperatura ambiente.

5. Agregar 10 mL de la solucion AgNOs con concentracion de 0.24 mg/mL
al reactor y agitar la mezcla a temperatura ambiente.

6. Incrementar la temperatura de la solucidn resultante del paso anterior a
90°C y mantener la reaccion a esta temperatura bajo condiciones de

reflujo constante de agua fria durante 1 dia.
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7. Enfriar de manera natural hasta alcanzar la temperatura ambiente, para
posteriormente congelar la solucién resultante con hielo seco (CO2
s6lido); y secar el material mediante liofilizacion.

8. Pesar el material resultante y preparar una dispersion acuosa de
composito de CMC-AgNPs a una concentracion de 53 mg/mL
agregando 530 mg de compdsito en agua desionizada y aforando a 10
mL, cuya relacion en peso CMC/AgNPs es de 200.

9. Almacenar la dispersion en un recipiente opaco para su posterior

caracterizacion y uso.

2.3. Preparacion de membranas nanofibrosas

2.3.1. Materiales

Para la preparacion de las membranas nanofibrosas se utiliz6 PVA de bajo
peso molecular (LMA), con un peso molecular de Mw = 13 — 23 kDa y grado de
hidrolisis de 87.8 %, PVA de alto peso molecular (HMP) con Mw = 130 kDa y
grado de hidrolisis de 99.6 %, que fueron adquiridos con la compania Sigma-
Aldrich y usados tal como se recibieron; y el compdsito CMC-AgNPs. Ademas,
se us6 agua desionizada (p = 18 MQ-cm) para obtencion de las soluciones
necesarias en la preparacion de estas membranas. Las membranas fueron
obtenidas mediante la técnica de electrohilado, usando una fuente de alta
tension DC marca Gamma High Voltage Research Inc. y una bomba de

infusién marca New Era Pump System Inc.

2.3.2. Metodologia de preparacion

La preparacion de las membranas nanofibrosas se condujo de acuerdo con la
metodologia reportada por Martinez-Rodriguez y colaboradores [37], con

varias modificaciones, a saber:
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1.

Preparar una solucion acuosa de alcohol polivinilico (PVA) a una
concentracion de 100 mg/mL, a partir de la disolucion en agua
desionizada de una mezcla de LMP y HMP con una relacién en peso
LMP/HMP = 1.

Mezclar la solucién preparada en el paso anterior con una dispersion
acuosa del compdsito CMC-AgNPs de concentracion 53 mg/mL, a las
relaciones en peso CMC-AgNPs/PVA indicadas en la Tabla | a fin de
obtener, mediante agitacion magnética, aproximadamente 10 mL de las

mezclas poliméricas mostradas en la Figura 4.

Tabla I. Muestras de membranas nanofibrosas preparadas.

Nombre de la Relacion en volumen Relacion en peso Relacién en peso g

muestra PVA:CMC-AgNPs CMC-AgNPs/PVA | AgNPs/ g Membrana
M91 9:1 0.06 2.8x104
M82 8:2 0.13 59x 104
M73 7:3 0.23 9.3x 104
M64 6:4 0.35 1.4 x103
M55 5:5 0.53 1.7 x103

3. Introducir la mezcla polimérica en una jeringa de 3 mL con una aguja
de punta plana de calibre 20.

4. Electrohilar por al menos 6 horas la mezcla polimérica a temperatura
ambiente y humedad relativa de entre 40-50%, aplicando voltaje de 10
kV entre la punta de la aguja y el colector de las nanofibras (hoja de
aluminio); a una distancia entre punta y colector de exactamente 8 cm;
y un flujo de mezcla polimérica de 1 uL/min. Es importante mencionar
que también se electrohil6 la solucion acuosa PVA usando las
condiciones antes mencionadas para obtener la muestra denominada
MPVA.

5. Retirar del colector la membrana obtenida para su posterior

caracterizacion (véase Figura 5).
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Figura 4. Fotografia de las mezclas poliméricas preparadas a las relaciones en volumen
PVA:CMC-AgNPs indicadas en cada vial.

Figura 5. Fotografia en la que se ilustra, a manera de ejemplo, las membranas obtenidas
mediante el proceso de electrohilado: (a) M91; (b) M55.

2.4. Caracterizacion de las muestras sintetizadas

2.4.1. Caracterizacion del compésito CMC-AgNPs

La caracterizacion morfolégica y cristalina del compésito CMC-AgNPs se
realizd por microscopia electrénica de transmision (TEM), en un microscopio
de emisiéon de campo (FEG) marca FEI, modelo Titan G2 80-300, usando las
técnicas de campo oscuro anular de angulo amplio (HAADF-STEM), campo
claro (BF) y difraccion de electrones de area selecta (SAED). Se obtuvo la
distribucion de tamafo de particula a partir de la medicién de al menos 300
particulas, que fueron seleccionadas aleatoriamente, y su posterior analisis

usando el modelo estadistico de Gauss. La preparacion del espécimen
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analizado se logro colocando un alicuota de una dispersion acuosa diluida del
composito CMC-AgNPs sobre una rejilla de Cu recubierta con carbén amorfo
(lacey-C Cu-grid). La rejilla fue secada bajo condiciones ambiente durante 1

hora para su posterior analisis.

La caracterizacion estructural se realizé por espectroscopia de infrarrojo en un
espectrometro marca Perkin EImer, modelo Frontier MIR FT-IR. La muestra de
composito liofilizado fue medida por la técnica de reflectancia total atenuada
(ATR-FTIR). Finalmente, la composicion quimica del compésito liofilizado fue
estudiada por la técnica de espectroscopia fotoelectronica de rayos X (XPS)
en un espectrometro marca Thermo Fisher Scientific, modelo K-alpha, con

radiacion monocromatica de Ka-Al (E = 1.5 keV).

2.4.2. Caracterizacion de las membranas nanofibrosas

La caracterizacion morfolégica de las membranas nanofibrosas se hizo por
microscopia electronica de barrido en un microscopio marca FEI, modelo Nova
NanoSEM, a través de la técnica de imagen por electrones secundarios (SE)
en condiciones de bajo vacio. Se obtuvo la distribucion de diametro de fibra
mediante la medicién de al menos 300 nanofibras, que fueron seleccionadas
aleatoriamente, y su posterior analisis usando el modelo estadistico de Gauss.
Asimismo, la caracterizacién estructural y quimica fueron conducidas por las

técnicas espectroscopicas de ATR-FTIR y XPS, respectivamente.

Por ultimo, las propiedades mecanicas de resistencia a la tensién, deformacion
a fractura y modulo de Young de las membranas nanofibrosas fueron
determinadas a través de ensayos de tensidn, usando una celda de carga de
30 kg y una rapidez de desplazamiento de las mordazas de 10.8 mm/min, en
una maquina para ensayos mecanicos marca Stable Micro Systems, modelo
TA.XTplus. Para ello, se prepararon especimenes con una longitud de 30 mm,

que fueron cortados con forma de “hueso de perro” (véase la Figura 6), desde
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membranas con un espesor de entre 150 y 200 um. Estos especimenes fueron
sometidos a ensayo de tension usando una distancia entre mordazas y ancho
de 16 y 5 mm, respectivamente. Las propiedades mecanicas de las
membranas nanofibrosas fueron obtenidas a través del ensayo de 5
especimenes de cada membrana (conjunto experimental, n = 5). Se utilizd
estadistica descriptiva para el calculo de la media y desviacion estandar de los

datos obtenidos.

a7.5 mm

15 mm 5 mm |30 mm

7.5 mm

20 mm

K
Figura 6. Imagenes en las que se muestra: (a) dimensiones de los especimenes preparados

para los ensayos de tension; (b) fotografia de los especimenes preparados para los ensayos
de tension.

0.2 mm

2.4.3. Ensayo bactericida

Para determinar la actividad bactericida de las membranas preparadas se
realizaron ensayos contra las bacterias Gramnegativa Escherichia coli (ATCC
BAA-2471) (E. coli) y Grampositiva Staphylococcus aureus (ATCC 33592) (S.
aureus), mediante la técnica de contacto directo reportada por Weiss y
colaboradores [43], con algunas adecuaciones. Esta prueba se llevo a cabo
con la finalidad de elucidar la habilidad de las membranas para lidiar con la
viabilidad celular de los microorganismos que se encuentran en contacto con
su superficie. En una microplaca de 96 pozos se colocaron, por quintuplicado,
especimenes circulares de 5 mm de diametro que fueron cortados de las

membranas nanofibrosas y fijados cuidadosamente en el fondo de cada pozo.
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Luego, se inocularon sobre las membranas 10 uL de una suspension de
bacterias (E. coli o S. aureus) en caldo nutritivo (Dibico 1040) con 1 x 108
células viables. Esta suspension se dejo en contacto con los especimenes por
30 s (véase estandar NMX-BB-040-SCFI-1999), para luego ser transferida a
pozos con 215 uL de caldo nutritivo estéril. Se obtuvieron 5 cultivos de
bacterias por espécimen (conjunto experimental, n = 5). Estos cultivos fueron
homogenizados por 2 minutos usando un agitador orbital, para luego ser

incubados a 37 °C durante 1 dia en una atmosfera aerdébica.

Para este ensayo se utilizaron como controles negativos los cultivos de las
bacterias (E. coli o S. aureus) que no estuvieron en contacto con los
especimenes, y el caldo nutritvo estéri como control positivo,
respectivamente. Luego de 1 dia de incubacidn, se estimé la cantidad de
bacterias viables en los cultivos a partir de la medicidon de su absorbancia a
una longitud de onda de 595 nm. Para ello, se utilizé un espectrometro para
microplacas marca Bio-Rad laboratories, modelo iMark Microplate Reader. Se
empled estadistica descriptiva para el calculo de la media y desviacion
estandar de los datos obtenidos. Ademas, se uso la prueba no paramétrica de
Kruskal-Wallis para el analisis estadistico de estos datos. Para este estudio,
los valores de p < 0.05 fueron considerados como estadisticamente

significativos.

2.4 .4.. Ensayo de viabilidad celular

La viabilidad celular de las membranas nanofibrosas se evalué usando como
modelo a las células de Schwann (ATCC CRL-3390); utilizando el 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT) como indicador de viabilidad
(ensayo MTT). Para ello, la linea celular fue cultivada en medio de Eagle
modificado de Dulbecco (DMEM), suplementado con 10% de FBS, 1% de
antibidtico-antimicético (también llamado DMEM-completo) a 37 °C en una

atmosfera humeda con 5% de CO2 hasta alcanzar una confluencia del 90 %.
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Posteriormente, se colocaron, por triplicado (conjunto experimental, n = 3),
especimenes circulares de 5 mm de diametro de las membranas preparadas
en cada pozo de una microplaca de 96 pozos. A continuacion, se inocularon
sobre las membranas 100 uL. de DMEM-completo con 5 x 10* células viables.
Estos cultivos fueron incubados a 37 °C por 1 o 5 dias en una atmdsfera
humeda con 5 % de CO2. Para este ensayo se utilizaron como controles
positivo y negativo 100 uL de medio DMEM-completo con 5 x 104 células

viables y 100 uL de medio DMEM-completo, respectivamente.

Luego de la incubacion por 1 o 5 dias, se descartd el sobrenadante en los
cultivos y las células fueron lavadas cuidadosamente con PBS. Después se
agregaron 100 L de una dilucién de MTT en DMEM-completo al 5 mg/mL a
cada uno de los pozos en la microplaca, para luego ser incubados por 4 horas.
Transcurrido este periodo, se descartd el sobrenadante en cada pozo y se
disolvieron los cristales de formazan con 200 pL de dimetilsulféxido (DMSO).
Finalmente, la absorbancia de cada cultivo fue medida a una longitud de onda
de 595 nm usando un espectrometro para microplacas (Bio-Rad laboratories,
modelo iMark Microplate Reader). Se empled estadistica descriptiva y la
prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis para el analisis estadistico de los
datos obtenidos. Para este estudio, los valores de p < 0.05 fueron

considerados como estadisticamente significativos.
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CAPITULO 3.

RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Introduccion

En este capitulo se expondran y discutiran los resultados obtenidos de la
caracterizacion de los nanomateriales sintetizados, de acuerdo con la
metodologia experimental que se siguid en este trabajo de investigacion
(véase Figura 3). Primeramente, se detallara la evidencia experimental
recabada de la caracterizacion morfolégica y cristalina del compdsito CMC-
AgNPs wusado en la preparacion de las membranas nanofibrosas.
Posteriormente se expondran las caracteristicas estructurales y composicion
quimica de dicho compdésito. Luego, se abordaran los resultados obtenidos de
la caracterizacion morfolégica de las membranas nanofibrosas preparadas a
partir del electrohilado de mezclas poliméricas acuosas CMC-AgNPs/PVA.
Asimismo, se detallara la evidencia experimental obtenida de su
caracterizaciéon espectroscopica. Ademas, se describiran las propiedades
mecanicas obtenidas para las membranas nanofibrosas mediante ensayos de
tension. Finalmente, se expondran los resultados derivados de los ensayos
bactericida y de viabilidad celular realizados para la evaluacion de las

membranas nanofibrosas.

3.2. Caracterizacion morfoldgica y cristalina del compdsito CMC-AgNPs

La Figura 7 ilustra los resultados obtenidos de la caracterizacion morfolégica
y cristalina del compésito CMC-AgNPs. La Figura 7a muestra una imagen
HAADF-STEM en donde es posible observar la morfologia de las
nanoparticulas sintetizadas. Como se ilustra en la Figura 7b, estas
nanoparticulas tienen una distribucion de tamano centrada en 10.5 nm, asi
como una desviacion estandar de = 2.1 nm. Esta distribucion de tamarfo es
congruente con la obtenida por rutas de quimica verde previamente reportadas

[42]. Asimismo, la Figura 7c muestra una imagen BF obtenida a alta
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magnificacién en la que es posible identificar un arreglo atémico regular, cuyo
espaciamiento interplanar es de 2.3 A. Este espaciamiento concuerda con el
reportado para planos de la familia {111} de la plata (Ag). Mas aun, en el patron
SAED reportado en la Figura 7d se reconocen anillos de Debye relacionados
con las familias de planos {111}, {200} y {220}, que concuerdan con los
reportados para la estructura FCC de Ag (véase JCPDS: 04-0783). Esta

evidencia confirma la formacién de AgNPs en la muestra.
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Figura 7. Caracterizacion morfolégica y cristalina del compdsito CMC-AgNPs, en donde se
muestra: (a) imagen de HAADF-STEM; (b) distribucién de tamafio de particula; (c) imagen BF
obtenida en alta magnificacion para una nanoparticula; y (d) patrén SAED indexado.

3.3. Caracterizacion estructural y quimica del compdsito CMC-AgNPs

En la Figura 8 se muestran los espectros ATR-FTIR obtenidos para el reactivo
CMC y para el compdsito CMC-AgNPs. En el espectro del reactivo CMC se

observan bandas de absorcion relacionadas con [32, 44] (véase Figura 8a):
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estiramiento de O-H en grupos hidroxilo a 3358 cm-'; estiramiento asimétrico
del enlace C-H en metilenos y metilos a 2914 y 2881 cm', respectivamente;
estiramiento asimétrico y simétrico del enlace O-C=0 en los grupos
carboximetilo a 1587 y 1414 cm-', respectivamente; flexion de los enlaces C-
CH y O-CH en los grupos carboximetilo a 1323 cm'; y estiramiento del enlace
C-O-C en los grupos carboximetilo a 1103 y 1049 cm-'. Asimismo, en la Figura
8b, el espectro obtenido para el compdsito CMC-AgNPs muestra las bandas
mencionadas anteriormente, aunque las relacionada con el estiramiento del
enlace C-O-C en los grupos carboximetilo denotan un ligero corrimiento
batocromico e hipsocromico hacia 1097 y 1053 cm-', respectivamente, que
sugiere al menos una interaccion fisica entre dichos grupos y la superficie de
las AgNPs [44, 45]. A fin de obtener mas informacion acerca de esta
interaccion, se procedio a la medicidon de los espectros de XPS del reactivo
CMC y compdsito CMC-AgNPs.
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Figura 8. Espectros ATR-FTIR obtenidos para: (a) reactivo CMC; y (b) compdsito CMC-
AgNPs.
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La Figura 9 ilustra los espectros XPS de alta resolucion C1s, O1s y Ag3d
obtenidos para la CMC y el compdsito CMC-AgNPs. Estos espectros
experimentales fueron deconvolucionados usando wuna aproximacion
gaussiana y una anchura a media altura (FWHM) de 1.48 eV en el software
PeakFit4.12. Al respecto, el espectro C1s de la CMC se deconvolucion6 en
cuatro picos relacionados con C en C-C/C-H, C-O, C=0 y O-C=0 a 284.6,
286.3, 287.9 y 289.4 eV, respectivamente (véase Figura 9a) [46]. Asimismo,
su espectro O1s muestra picos a 531.0, 532.3 y 532.9 eV atribuibles a
fotoelectrones emitidos de O en C=0, C-O y O-C=0, respectivamente [46]; asi
como una sefal a 535.3 eV, atribuible a electrones Auger de Na [47] (véase
Figura 9a). Estos resultados concuerdan con los reportados por otros autores
para la estructura molecular de la CMC [48] (véase Figura 9b).
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Figura 9. Imagen en donde se ilustran: (a) espectros C1s y O1s obtenidos para el reactivo
CMC; (b) estructura molecular del reactivo CMC; y (c) espectros C1s, O1s y Ag3d medidos
para el compdsito CMC-AgNPs.

Ademas, la Figura 9c muestra los espectros C1s, O1s y Ag3d medidos para el
composito CMC-AgNPs. En el espectro C1s se observan sefiales relacionadas
con C en C-C/C-H, C-O, C=0 y O-C=0 a 284.6, 286.2, 287.7 y 289.0 eV,
respectivamente [46]. Por su parte, en el espectro O1s se identifican picos a
530.9, 532.1, 533.1 eV atribuibles a O en C=0, C-O y O-C=0,

respectivamente, asi como un pico a 535.2 eV, que corresponde a electrones
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Auger de Na [47]. Estas sefales son congruentes con las obtenidas para el
reactivo CMC, aunque las relacionadas con C=0/C-O-C y O-C=0 denotan un
corrimiento hacia menores energias de hasta 0.4 eV. Mas aun, el espectro
Ag3d muestra dos picos a 368.2 y 374.3 eV, asociados con la emision de
fotoelectrones desde los estados 3ds2 y 3dsne, respectivamente [49]; y cuya
diferencia en energia es muy cercana a la esperada para Ag° (6 eV) [50]. De
acuerdo con la literatura consultada, estos resultados indican que las AgNPs
sintetizadas estan inmovilizadas en la CMC a través de enlaces de
coordinacion con sus grupos carboximetilo [49, 50]. Estos resultados y los
obtenidos por la técnica de ATR-FTIR confirman que el proceso propuesto

permite la obtencion de un material composito CMC-AgNPs.

3.4. Caracterizacién morfolégica de las membranas nanofibrosas
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Figura 10. Caracterizacién morfolégica de las membranas nanofibrosas, en donde se
muestran imagenes de SEM por la técnica de SE y distribucion de diametro de fibra obtenidas,
respectivamente, para: (a) y (b) MPVA; (c) y (d) M91; (e) y (f) M82; (g) y (h) M73; (i) y (j) M64;
(k) y (1) M55.

La Figura 10 ilustra los resultados obtenidos de la caracterizacion morfologica

de las membranas nanofibrosas preparadas. Como se observa, la morfologia

de las nanofibras se encuentra libre de defectos en todos los casos. Asimismo,
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de acuerdo con la medicién de diametro de fibra y su posterior analisis, el
centro de la distribucion de dicho diametro se mueve hacia valores menores al
aumentar el contenido en peso de CMC-AgNPs en la mezcla polimérica
electrohilada. Esta tendencia se cumple para casi todas las muestras, con
excepcion de M64, aunque el centro de su distribucion continia siendo menor
al obtenido para MPVA. Mas aun, en las imagenes obtenidas se puede
apreciar la dispersion de AgNPs sobre las nanofibras electrohiladas. A fin de
indagar acerca del origen de este comportamiento, se procedié a medir estas

muestras por la técnica de ATR-FTIR.

3.5. Caracterizacién espectroscoépica de las membranas nanofibrosas
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Figura 11. Espectros ATR-FTIR obtenidos para: (a) reactivo LMP; (b) HLP; y (c) MPVA.

La Figura 11 muestra los espectros de ATR-FTIR obtenidos para los reactivos
LMP y HMP, asi como de la membrana MPVA. En el espectro de la Figura 11a
se observan bandas de absorcién atribuibles a vibraciones en grupos del LMP,
como lo son [51, 52]: estiramiento de O-H en grupos hidroxilo a 3331 cm™;
estiramiento asimétrico de C-H en metilenos y metilos a 2937 y 2914 cm,
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respectivamente; estiramiento de C=0 en grupos acetilo a 1732 cm-’; flexion
en el plano del enlace C-O-H a 1427 cm™'; flexién de enlace C-H en metilenos
a 1373 cm™; estiramiento del enlace C-O a 1090 cm-"; flexion fuera del plano
del enlace C-O-H a 945 cm'; y estiramiento del enlace C-C en cadena alifatica
a 843 cm™.

Estas bandas también son visibles en el espectro obtenido para el HMP, a
excepcion de la relacionada con el estiramiento de C=0, lo cual se debe a que
el grado de hidrolisis de este reactivo es del 99.6 % (véase Figura 11b).
Asimismo, en el espectro obtenido para MPVA se observa un ligero corrimiento
hipsocromico de las bandas relacionadas con los estiramientos de enlaces
C=0 y C-O (véase Figura 11c). Esto sugiere interacciones intramoleculares

tipo puente de hidrégeno entre las cadenas de ambos polimeros.

La Figura 12 muestra los espectros ATR-FTIR obtenidos para las membranas
CMC-AgNPs/PVA. En todos los casos se observan bandas de absorcion
relacionadas con los modos de vibracion previamente identificados para los
reactivos CMC, LMP y HMP (véase Figuras 8 y 11). No obstante, es importante
hacer notar que la banda relacionada con el estiramiento asimétrico O-C=0
del grupo carboxilo en la CMC aumenta en intensidad en relacion directa con
el contenido en peso de CMC-AgNPs en la mezcla electrohilada. Lo anterior
se determind tomado como referencia las bandas asociadas con el
estiramiento asimétrico del enlace C-H a 2940 cm-'. Mas aun, esta banda
denota un corrimiento hipsocrémico desde 1587 cm-', para el reactivo CMC
(véase Figura 8a), hasta 1599 cm' (véase Figura 12d). Asimismo, se observan
corrimientos hipsocromicos y batocromicos para las bandas atribuidas a los
estiramientos de enlaces C=0 y C-O. Esto sugiere interacciones tipo puente
acetal y/o de hidrogeno entre grupos carboximetilo, acetilo e hidroxilo. Tal
como se ha reportado previamente, este tipo de interacciones regulan la

hilabilidad de este tipo de mezclas poliméricas, confiriéndoles una viscosidad
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y tension superficial adecuadas para la obtencion de nanofibras delgadas y
libres de defectos [37].
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Figura 12. Espectros ATR-FTIR obtenidos para: (a) M91; (b) M82; (c) M73; (d) M64; y (e) M55.

A fin de obtener mas evidencia experimental a cerca de esta interaccion, se
procedi6 al estudio por XPS del estado quimico de C y O para las membranas
MPVA y M64. Los espectros C1s y O1s de MPVA y M64 fueron
deconvolucionados usando una aproximacion gaussiana y un FWHM de entre
1.48 y 2.46 eV, como se sugiere en la literatura consultada [48, 53, 54]. La
Figura 13 muestra los espectros C1s y O1s obtenidos para estas muestras, en
donde se pueden identificar sefales relacionadas con fotoelectrones emitidos
desde C en C-H/C-C, C-O y C=0 a 284.6, 286.0 y 288.4 eV, respectivamente,
para MPVA (véase Figura 13a). Asimismo, el espectro O1s muestra picos a
532.2, 532.6 y 534.1 eV, relacionados con O en C=0, C-O y de agua
adsorbida, respectivamente (véase Figura 13a). Estas sefales son
congruentes con las reportadas por diversos autores para el PVA con distintos

grados de hidrolisis [53, 54]. Estas sefhales también son visibles en los
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espectros C1s y O1s obtenidos para M64, junto con las atribuidas a Cy O en
0O-C=0 a 289.4 y 533.4 eV, respectivamente (véase Figura 13b). No obstante,
las relacionadas con C-O y C=0 denotan corrimientos de 0.1 y 0.2 eV en el
espectro C1s,yde 0.3y 0.6 eV en el espectro O1s, de M64, respectivamente.
Este resultado apunta a que la interaccion entre grupos carboximetilo, acetilo
e hidroxilo de la CMC y PVA son la fuente que le confiere a las mezclas

poliméricas una buena hilabilidad.
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Figura 13. Espectros C1s y O1s obtenidos por XPS para las membranas nanofibrosas: (a)
MPVA; y (b) M64.

3.6. Caracterizacidon mecanica de las membranas nanofibrosas

En consideracién de la morfologia obtenida para las membranas electrohiladas
(véase Figura 10), se procedio a la medicion de propiedades mecanicas tales
como resistencia a la tensién, deformacion a fractura y médulo de Young de
especimenes de MPVA, M91, M82 y M73. La Figura 14 ilustra las curvas
esfuerzo-deformacion tipicas obtenidas para estas membranas nanofibrosas.

Asimismo, la Tabla Il muestra las propiedades mecanicas medidas de cada
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conjunto experimental (n = 5). Ademas, en esta tabla se incluyen la media y

desviacion estandar obtenidas de la medicién de su diametro de fibra.
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Figura 14. Curvas esfuerzo-deformacion obtenidas para las membranas nanofibrosas
indicadas.

De acuerdo con estos datos, al incrementar el contenido de CMC-AgNPs en
la mezcla electrohilada, la resistencia a la tension aumenta desde 5.8 £ 0.7
MPa, obtenida para MPVA, hasta 8.1 + 0.3 MPa para M73 (véase Tabla Il). No
obstante, para este mismo caso, la deformacion a la fractura y el médulo de
Young disminuye a valores de 241 £ 1.2 % y 1628 + 28.3 MPa,
respectivamente (véase Tabla Il). Este comportamiento es congruente con el
reportado para otras mezclas poliméricas que incluyen celulosa y acetato de
celulosa [18, 55]. Mas aun, basados en la evidencia experimental recabada en
este trabajo de tesis, el incremento en la rigidez de las membranas
nanofibrosas puede estar relacionado con la disminucion del diametro de las

nanofibras, asi como en la interaccion entre las moléculas de CMC y PVA.
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Tabla Il. Diametro de nanofibras y propiedades mecanicas obtenidos de las membranas

nanofibrosas. Los datos se expresan en media * desviacién estandar.

Diametro de Resistencia ala | Deformacion a Maodulo de
Muestra nanofibras tension la fractura Young
(nm) (MPa) (%) (MPa)
MPVA 335.8+50.3 5.8+0.7 55.7+8.9 194.6 + 46.3
M91 312.0+76.0 8.5+0.3 73.6+94 106.1 £ 67.6
M82 226.3+67.2 6.5+1.5 33.1+17.8 93.3+33.2
M73 210.1 £+ 58.8 8.1+0.3 241+1.2 162.8 £ 28.3

Es importante mencionar que una descripcidbn mas precisa a cerca del origen
de este incremento en la rigidez de las membranas queda fuera del alcance
de este trabajo de investigacion. No obstante, es posible decir que las
propiedades mecanicas de estas membranas son equiparables a las
reportadas para andamios utiles en la regeneracion de tejidos del sistema

nervioso, tales como las células de Schwann [8, 56].

3.7. Actividad bactericida de las membranas nanofibrosas

Los ensayos para determinar la actividad bactericida de las membranas
nanofibrosas fueron realizados en apego a las normas oficiales para productos
germicidas y bactericidas (véase estandar NMX-BB-040-SCFI-1999), mismas
que son congruentes con las normas internacionales de la farmacopea. Para
estos ensayos se utilizaron bacterias E. coli y S. aureus, que son los
especimenes microbioldgicos recomendados como gérmenes tipo para
modelos experimentales. Los ensayos bactericidas se realizaron por
quintuplicados (conjunto experimental, n = 5) para especimenes tomados de
las membranas nanofibrosas M91, M82 y M73, mediante la técnica de contacto
directo (véase seccion 2.5). La Figura 15 muestra la actividad bactericida de
estas membranas nanofibrosas contra E. coliy S. aureus. En este grafico, la
cantidad de bacterias viables es directamente proporcional a la absorbancia

medida a una longitud de onda de 595 nm.
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Figura 15. Actividad bactericida obtenida para los especimenes indicados contra las bacterias
E. coliy S. aureus. Los datos se representan como la media + desviaciéon estandar para cada
conjunto experimental.

Como se observa en la Figura 15, luego de 1 dia de incubacién, la absorbancia
obtenida del caldo de cultivo estéril (control positivo) y el cultivo de E. coli
(control negativo) fue de 0.052 + 0.001y 1.732 + 0.035, respectivamente. Estas
absorbancias indican una cantidad nula de bacterias viables en el caldo de
cultivo estéril, mientras que en el cultivo de E. coli representa un numero de
bacterias viables mayor a cero. Estos valores son congruentes con lo esperado
para controles positivo y negativo utiles para determinar, mediante
comparacion, la actividad bactericida de las membranas ensayadas. Por su
parte, la absorbancia medida para los cultivos de E. coli que estuvieron en
contacto con M91, M82 y M73 fue de 1.699 + 0.069, 1.597 + 0.080 y 1.507 +
0.095, respectivamente. Estos valores de absorbancia son menores a los

obtenidos para el control negativo.

Para el caso de los ensayos contra S. aureus se obtuvo una absorbancia de
0.052 + 0.001 para el caldo de cultivo estéril (control positivo) y de 1.104 +

0.078 para el cultivo de S. aureus (control negativo) (véase Figura 15).
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Asimismo, la absorbancia medida para los cultivos de S. aureus que estuvieron
contacto con M91, M82 y M73 fue de 1.023 + 0.057, 1.001 £ 0.044 y 0.924 +
0.078, respectivamente. Estos resultados son congruentes con los obtenidos
de los ensayos contra E. coli, ya que las absorbancias medidas son menores
a la obtenida para el control negativo. Esto indica que la cantidad de bacterias
E. coliy S. aureus viables disminuye luego de estar en contacto con las
membranas ensayadas. Esta disminucion es mas evidente a medida que el
contenido de AgNPs en las membranas nanofibrosas aumenta (véase Tabla
I). De hecho, de acuerdo con la prueba de Kruskal-Wallis, hay una diferencia
estadistica significativa (p < 0.050) entre la cantidad de bacterias viables en el
control negativo y la que se obtuvo de los cultivos E. coli (p =0.035) y S. aureus

(p = 0.008) que estuvieron en contacto con M73.

No obstante, la absorbancia obtenida del control positivo es estadisticamente
distinta (p < 0.050) a la obtenida del ensayo de M91 y M82 contra E. coli, p =
0.001 y p=0.042, respectivamente; y contra S. aureus, p =0.011y p =0.016,
respectivamente. Asi, la evidencia experimental obtenida de estos ensayos
indica que, en general, las membranas nanofibrosas no se comportan como
un agente bactericida tradicional. Mas bien, evitan la proliferacion de especies
Grampositiva y Gramnegativa en su superficie. Esto puede ser una ventaja
terapéutica para el tratamiento de lesiones tisulares, ya que podria reducir el

uso de antibidticos durante el proceso de regeneracion de tejido.

Ahora bien, las membranas CMC-AgNPs/PVA podrian estar lidiando con la
proliferacion de bacterias a través de la liberacion de iones plata desde las
AgNPs [57]. De acuerdo con resultados previamente reportados por otros
grupos de investigacion, estos iones pueden provocar que la membrana
celular que rodea el citoplasma de bacterias como E. coliy S. aureus se encoja
o desprenda de su pared celular, facilitando su ingreso al interior de las células

[58]. Una vez dentro, estos iones pueden abrirse camino hacia su centro e
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interactuar con sus moléculas de ADN y proteinas. Dicha interaccion conduce

a la pérdida de su habilidad para replicarse y/o la muerte de la bacteria [58].

3.8. Viabilidad celular en las membranas nanofibrosas

En consideracion de la actividad bactericida obtenida para M91, M82 y M73,
se procedid a evaluar su viabilidad celular usando como modelo a las células
de Schwann, mediante ensayos MTT por triplicado (conjunto experimental, n
= 3). La Figura 16 muestra la viabilidad celular obtenida para el medio DMEM-
completo (control negativo) y medio DMEM-completo con 5 x 10* células
viables (control positivo), asi como para M91, M82 y M73 luego de incubar las
células de Schwann durante 1 y 5 dias. Es importante mencionar que la
cantidad células viables en estos cultivos es directamente proporcional a la

absorbancia medida a una longitud de onda de 595 nm.
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Figura 16. Viabilidad celular obtenida para los especimenes indicados luego de 1y 5 dias de
incubacion. Los datos se representan como la media + desviacion estandar para cada conjunto
experimental.
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Como se observa en la Figura 16, luego de 1 dia de incubacién, la absorbancia
medida de los controles negativo y positivo fue de 0.038 + 0.001 y 0.273 +
0.040, respectivamente. Estas absorbancias se refieren a una cantidad nula
de células viables en el control negativo y un numero de células viables distinto
de cero en el control positivo. Estos valores concuerdan con los esperados de
controles utiles para determinar, mediante comparacion, la viabilidad celular
en los cultivos incubados con las membranas ensayas. Por su parte, la
absorbancia de los cultivos incubados en presencia de M91, M82 y M73 fue
de 0.278 £ 0.027, 0.274 + 0.024 y 0.250 + 0.015, respectivamente. De acuerdo
con la prueba de Kruskal-Wallis, existe una diferencia estadisticamente
significativa (p < 0.050) entre los controles negativo y positivo (p = 0.031) luego
de 1 dia de incubacién. Asimismo, no se observa una diferencia significativa
entre la cantidad promedio de células viables en el control positivo y en los
cultivos incubados durante 1 dia en presencia de M91 (p = 0.863), M82 (p =
0.895) y M73 (p = 0.781). Esto sugiere que las membranas nanofibrosas no
inducen una toxicidad significativa en el medio bioldgico utilizado para estos

ensayos.

En la Figura 16 también se muestra la viabilidad celular obtenida de manera
independiente para estos conjuntos experimentales 5 dias de incubacion.
Como se observa, la absorbancia obtenida del control negativo es analoga a
la medida luego de 1 dia de incubacion (0.038 + 0.001), mientras que para el
control positivo se alcanza una magnitud de 0.466 + 0.006, lo que representa
una diferencia estadisticamente significativa (p = 0.002) entre ambos
controles. Esto indica un notable incremento en la cantidad promedio de
células viables, respecto a lo obtenido luego de 1 dia de incubacion. Asimismo,
la absorbancia medida de los cultivos incubados en presencia de M91, M82 y
M73 fue de 0.465 +0.011,0.476 £ 0.002 y 0.425 + 0.006, respectivamente. De
acuerdo con estos resultados, no existe una diferencia estadistica significativa
entre la cantidad promedio de células viables en el control positivo y los cultivos
incubados en presencia de M91 (p =0.991), M82 (p =0.859) y M73 (p = 0.627).
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Por lo tanto, es seguro decir que las membranas nanofibrosas no inducen una
toxicidad significativa al medio bioldgico y que proveen un ambiente adecuado
para la proliferacion celular. Como se ha sugerido en la literatura, este
comportamiento es congruente con lo esperado para nanomateriales utiles

como andamios para ingenieria de tejidos [8, 24, 28].
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CAPITULO 4.
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

4.1. Conclusiones

En este trabajo de investigacion se reportd el desarrollo de membranas
nanofibrosas con potenciales aplicaciones en la ingenieria de tejidos, a partir
del electrohilado de mezclas poliméricas acuosas de alcohol polivinilico y
compositos basados en nanoparticulas de plata inmovilizadas en carboximetil-
celulosa. Estas membranas nanofibrosas se obtuvieron a partir de una
metodologia de tres pasos, la cual involucrd: (1) la sintesis verde del compdsito
CMC-AgNPs, utilizando la CMC como agente reductor y estabilizante; (2) la
preparacion de mezclas poliméricas acuosas basadas en PVA y el compdsito
CMC-AgNPs; y (3) preparacion de membranas nanofibrosas a partir del

electrohilado de mezclas poliméricas acuosas CMC-AgNPs/PVA.

De acuerdo con los resultados obtenidos de la caracterizacion del compdsito
CMC-AgNPs por microscopia electronica de transmision, la estructura
cristalina de las nanoparticulas sintetizadas es congruente con la esperada
para la plata. El centro de su distribucién de tamano de particula se encuentra
en 10.4 nm, con una desviacion estandar de + 2.2 nm. Ademas, los espectros
de infrarrojo medidos para este compédsito muestran que la estructura
molecular de la CMC no cambia de manera visible luego de la sintesis de las
AgNPs. No obstante, es posible identificar cambios en la posicion de las
bandas relacionadas con la vibracion de enlaces en los grupos carboximetilo
del polimero. Esto sugiere que existe una interaccion al menos fisica entre sus
moléculas y la superficie de AgNPs. La evidencia experimental recabada por
espectroscopia foto-electronica de rayos X indica que las AgNPs sintetizadas
estan inmovilizadas en la CMC a través de enlaces de coordinacion con sus

grupos carboximetilo.
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Como lo ilustran las imagenes obtenidas mediante microscopia electrénica de
barrido para las membranas nanofibrosas preparadas, las nanofibras
electrohiladas se encuentran libres de defectos. Ademas, se observo que el
centro de la distribucién de diametro de fibra se mueve hacia valores menores
a medida que aumenta el contenido en peso del compdsito CMC-AgNPs en la
mezcla electrohilada. De acuerdo con la caracterizacion espectroscépica de
estas membranas, este fendmeno se debe a las interacciones tipo puente
acetal y/o hidroégeno entre los grupos carboximetilo, acetilo e hidroxilo en la
CMC y PVA. Los resultados obtenidos de los ensayos mecanicos de tensién
muestran que tanto la disminucién en el diametro de fibra, como las
interacciones entre las moléculas de ambos polimeros provocan un
incremento en la rigidez de las membranas nanofibrosas. Este incremento en
la rigidez esta relacionado con el aumento del contenido en peso de CMC-
AgNPs en las membranas nanofibrosas. Las propiedades mecanicas de estas
membranas son comparables con las deseadas para andamios utiles en

ingenieria de tejidos.

Los ensayos bactericidas realizados contra E. coliy S. aureus indicaron que
existen una disminucion en la cantidad de bacterias viables en los cultivos que
estuvieron en contacto con las membranas nanofibrosas preparadas. Esta
disminucién esta relacionada con el incremento del contenido en peso de
AgNPs en dichas membranas. No obstante, la evidencia experimental
obtenida de estos ensayos indicd que las membranas nanofibrosas no se
comportan como un agente bactericida tradicional. Mas bien, evitan la
proliferacion de especies Grampositiva y Gramnegativa en su superficie. Esto
puede ser una ventaja terapéutica para el tratamiento de lesiones tisulares, ya
que podria reducir el uso de antibioticos durante el proceso de regeneracion

de tejido.

Finalmente, los ensayos de viabilidad celular mostraron que luego de 1 dia de

incubacion, el promedio de células de Schwann viables en los cultivos que
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estuvieron en contacto con membranas nanofibrosas es semejante al obtenido
para cultivos incubados sin membranas. Luego de 5 dias de incubacion, estos
cultivos mostraron un incremento en el promedio de células viables, respecto
al obtenido luego de 1 dia. Este incremento fue comparable con el medido para
cultivos incubados en ausencia de membranas. Esto indica que las
membranas nanofibrosas no inducen una toxicidad significativa en el medio
bioldgico y que proveen un ambiente adecuado para la proliferacion celular.
Este comportamiento es congruente con lo esperado para nanomateriales

utiles como andamios para ingenieria de tejidos.

Asi, con sustento en la evidencia experimental recabada en este proyecto de
tesis, se concluye que el electrohilado de mezclas poliméricas acuosas de
alcohol polivinilico y compdsitos basados en nanoparticulas de plata
inmovilizadas en carboximetil-celulosa, permite la obtencidn de membranas
nanofibrosas cuya morfologia, actividad bactericida y biocompatibilidad les

confieren una potencial aplicacion en la ingenieria de tejidos.

4.2. Recomendaciones

En consideracion de los hallazgos experimentales obtenidos en este proyecto
de investigacion, que indican la potencial aplicacion de las membranas
nanofibrosas en ingenieria de tejidos, se recomienda realizar un estudio
sistematico que involucre el uso de CMC con diferentes de grados de
sustituciéon, asi como la medicion de la hidrofilicidad, hinchabilidad,
degradacion, actividad bactericida y viabilidad celular de las membranas
nanofibrosas. Asimismo, se recomienda incluir agentes de entrecruzamiento a
fin de modular estos parametros, asi como para modificar las caracteristicas
morfoldgicas y propiedades mecanicas de las membranas. Finalmente, se
recomienda evaluar la utilidad de estas membranas nanofibrosas a través de

modelos in vivo.
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