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RESUMEN

Las membranas electrohiladas como sistemas de liberacion local de farmacos cuentan con
una amplia gama de aplicaciones debido a la versatilidad con la que pueden ser cargadas
para la exposicion directa de farmacos a un sitio de interés. Las nanoparticulas de bismuto
debido a su propiedad catidnica y su liposolubilidad constituyen una opcion altamente
viable para el tratamiento local de cancer. Para este proyecto se desarrollé una membrana
electrohilada (ME) de poliuretano Tecoflex™ cargada con nanoparticulas lipofilicas de
bismuto (ME de Tecoflex™-BisBAL NPs), se caracterizd por microscopia electronica de
barrido, espectroscopia de rayos X de energia dispersiva, espectroscopia infrarroja
transformada de Fourier y espectroscopia de Raman. Se exploraron sus propiedades
mecanicas como su resistencia a la fuerza tensional y capacidad de absorcion de agua, asi
como también; su actividad bioldgica en células de cancer de mama MCF-7 a través del
ensayo de viabilidad celular PrestoBlue con microscopia de fluorescencia, y frente a
Staphylococcus aureus sensible a meticilina (MSSA-ATCC) y resistente a Meticilina
(MRSA) aislado clinico con ensayos de difusion en disco y conteo de unidades formadoras
de colonias. Las ME de Tecoflex™-BisBAL NPs y ME de Tecoflex™ sin farmaco
presentaron didmetros promedio de 3.95 + 1.32 pm y 4.65 = 1.42 um respectivamente.
ME de Tecoflex™-BisBAL NPs mostré una elevada capacidad de absorcion con el 94%.
ME de Tecoflex™ sin farmacos demostro ser un vehiculo apropiado para la
administracion de farmacos al mantener una alta proliferacion de fibroblastos humanos,
ademds mostro actividad antimicrobiana contra MSSA-ATCC y MRSA, reduciendo en
93.11% y 61.70% del crecimiento bacteriano, respectivamente. En los resultados del
ensayo de viabilidad celular PrestoBlue, ME de Tecoflex™-BisBAL NPs disminuy6 la
viabilidad de las células MCF-7 un 70.1% del crecimiento de células tumorales después
de 15 minutos y 86% después de 24 h. el. Se sugiere que la alteracion de la permeabilidad
de la membrana de las células tumorales es el mecanismo de accion de ME de Tecoflex™-
BisBAL NPs. ME de Tecoflex™ constituye un innovador sistema de administracion local

de BisBAL NPs de bajo costo para el tratamiento del cancer de mama humano.
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ABSTRACT

Electrospun membranes as local drug delivery systems have a wide range of applications
due to the versatility which can be loaded for direct exposure of drugs to a site of interest.
Bismuth nanoparticles, due to their cationic property and liposolubility, constitute a viable
option for the local treatment of cancer. For this project, a Tecoflex™ polyurethane
electrospun membrane (EM) loaded with lipophilic bismuth nanoparticles (Tecoflex™-
BisBAL NPs EM) was developed and characterized by scanning electron microscopy,
energy dispersive X-ray spectroscopy, Fourier transform infrared spectroscopy, and
Raman spectroscopy. Its mechanical properties by wetting and tensile strength, as well as
its biological activity, were explored. in MCF-7 breast cancer cells via PrestoBlue cell
viability assay and fluorescence microscopy, as well as in clinical isolates of methicillin-
sensitive (MSSA-ATCC) and methicillin-resistant (MRSA) Staphylococcus aureus using
disk diffusion assays and colony-forming unit counting. Tecoflex™-BisBAL NPs EM and
drug-free Tecoflex™ EM exhibited average diameters of 3.95 + 1.32 um and 4.65 £ 1.42
um, respectively. Tecoflex™-BisBAL NPs EM showed a high hydration capacity of 94%.
Drug-free Tecoflex™ EM was shown to be an appropriate vehicle for drug delivery by
maintaining high proliferation of human fibroblasts and showed antimicrobial activity
against MSSA-ATCC and MRSA, reducing bacterial growth by 93.11% and 61.70%,
respectively. In PrestoBlue cell viability assay results, Tecoflex™-BisBAL NPs EM
reduced the viability of MCF-7 cells by 70.1% of tumor cell growth after 15 minutes and
86% after 24 hours. It is suggested that alterations in tumor cell membrane permeability
is the mechanism of action of Tecoflex™-BisBAL NPs EM. Tecoflex™ EM constitutes
an innovative, low-cost local delivery system of BisBAL NPs for the treatment of human

breast cancer.
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1. INTRODUCCION

El céancer representa una de las principales causas de mortalidad a nivel mundial.
Segun datos recientes de la American Cancer Society, tan solo en el afio 2024 se
registraron aproximadamente 618,120 muertes por esta enfermedad (Siegel et al.,
2025). Dentro de sus diversas manifestaciones, el cancer de mama (CM) destaca como
la neoplasia maligna mas comin en mujeres, con una incidencia estimada de 1.38
millones de nuevos casos anuales (Ferlay et al., 2010). Esta patologia ocupa el primer
lugar en incidencia y el segundo en mortalidad por cancer entre la poblacién femenina
(Siegel et al., 2025). En México, hasta octubre de 2024, se reportaron 8,034 muertes
por cancer de mama, de las cuales el 95% correspondié a mujeres (INEGI, 2024). El
abordaje terapéutico del CM depende en gran medida del tipo de tumor, su estadio y
caracteristicas moleculares, aunque la mayoria de las estrategias se enfocan en reducir
el volumen tumoral para su posterior extirpacion quirurgica. No obstante, este enfoque
conlleva riesgos asociados, como las infecciones de herida postoperatorias (IP), que
pueden comprometer la recuperacion del paciente y su respuesta a tratamientos
complementarios como la quimioterapia (Al-Hilli et al., 2021; Bolton, 2021). Las IP
prolongan la estancia hospitalaria, elevan los costos de atenciéon médica y exponen al
paciente a infecciones nosocomiales. Entre los microorganismos mas frecuentemente
aislados en este tipo de infecciones se encuentran Staphylococcus aureus y
Streptococcus pyogenes (Tahri et al., 2024). A la fecha, no se dispone de una opcién
terapéutica local que combine simultdneamente propiedades antimicrobianas y
antitumorales para su aplicacion directa en sitios quirtrgicos en pacientes con CM. En
este contexto, el electrohilado se presenta como una técnica prometedora para el
desarrollo de membranas a partir de polimeros sintéticos o naturales, mediante la
aplicaciéon de altos voltajes para obtener fibras con caracteristicas estructurales
similares a la matriz extracelular (Chernonosova et al., 2018; Macossay et al., 2014).
Estas membranas electrohiladas (ME) ofrecen ventajas significativas, como su
capacidad para servir de soporte celular, integrarse con tejidos adyacentes y ser
utilizadas en multiples aplicaciones biomédicas, incluyendo la ingenieria de tejidos
blandos y duros (Sperling et al.; Guarino et al., 2016), la promocion de la cicatrizacion

(Yang y Xu, 2023) y la liberacion controlada de farmacos antitumorales como
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doxorrubicina, 5-fluorouracilo y cisplatino (Lin et al., 2023). Entre los polimeros mas
empleados para la fabricacion de ME se encuentran los poliuretanos, en particular
Tecoflex™, debido a su excelente biocompatibilidad, elasticidad y propiedades
mecanicas. Los poliuretanos son copolimeros formados por segmentos rigidos
derivados de diisocianatos alifaticos y extensores de cadena, asi como segmentos
flexibles de poliéteres, polibutadienos o poliésteres terminados en dioles, que les
confieren su distintiva elasticidad (Macossay et al., 2014). Desde hace décadas, los
poliuretanos han sido ampliamente utilizados en aplicaciones médicas (Gogolewski,
1989), y se ha demostrado que las ME elaboradas con Tecoflex™ presentan una
adecuada biocompatibilidad y permiten la adhesion de fibroblastos humanos (Venegas
et al., 2021). Sin embargo, hasta ahora no se han reportado ME basadas en Tecoflex™
funcionalizadas con capacidades antimicrobianas y antitumorales. Algunas
investigaciones previas han explorado la incorporacion de agentes terapéuticos en ME,
como en el caso del desarrollo de nanofibras a base de poliuretano y
policaprolactonediol (PCL-diol-b-PU) cargadas con temozolomida para el tratamiento
local de glioblastoma (Irani et al., 2017). Por otra parte, las nanoparticulas lipofilicas
de bismuto (BisBAL NPs) han mostrado efectos antitumorales destacados y buena
biocompatibilidad en diversos modelos celulares (Hernandez-Delgadillo, 2018;
Garcia-Cuellar et al., 2022). En células de cancer de mama humano (MCF-7), estas
nanoparticulas demostraron una accion selectiva y dependiente de la dosis, alcanzando
una inhibicion del 81% del crecimiento celular a una concentracion de 25 uM. En el
presente estudio, se plantea el desarrollo de una membrana electrohilada basada en
Tecoflex™ cargada con BisBAL NPs, con el objetivo de evaluar su potencial como
tratamiento antitumoral localizado y a su vez para abordar las heridas postquirargicas
en pacientes con cancer de mama. Se analizaron sus propiedades antimicrobianas,
antitumorales y su viabilidad celular. De obtenerse resultados favorables, este
biomaterial podria representar una alternativa innovadora y eficaz para la prevencion
de infecciones postoperatorias y el control local del crecimiento tumoral, sin efectos

secundarios indeseables.
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2. JUSTIFICACION

El cancer de mama continua siendo una de las principales causas de mortalidad a nivel
mundial, con mas de 600 mil muertes registradas en mujeres durante el afio 2024. Las
limitaciones asociadas a los tratamientos antitumorales convencionales, como la baja
selectividad de los fArmacos y la aparicion de efectos adversos, se vinculan estrechamente
con estas cifras alarmantes. Actualmente, existen diversas opciones terapéuticas locales,
entre ellas la extirpacion quirurgica del tumor, la radioterapia y la quimioterapia. No
obstante, la recurrencia del cancer, los efectos colaterales y el riesgo de infecciones
nosocomiales impactan negativamente en el pronéstico y calidad de vida de las pacientes.
Este estudio propone la sintesis de una membrana electrohilada a base de poliuretano
(Tecoflex™) incorporando nanoparticulas lipofilicas de bismuto (BisBAL NPs), con el
objetivo de evaluar su potencial antimicrobiano y antitumoral. De obtenerse resultados
positivos, se estaria desarrollando un biomaterial innovador, selectivo y con un alto

potencial para su futura aplicacion clinica.
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3. HIPOTESIS

La membrana electrohilada elaborada a partir de poliuretano Tecoflex™ e incorporada
con nanoparticulas lipofilicas de bismuto (ME-Tecoflex™ BisBAL NPs) presentara
propiedades proliferativas adecuadas, asi como actividad antimicrobiana frente a
Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA) y efecto antitumoral sobre células

de cancer de mama humano MCF-7.
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5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo General

Determinar el potencial proliferativo, antimicrobiano y antitumoral de una membrana
sintetizada por electrohilado de poliuretano (Tecoflex™) cargado con nanoparticulas

lipofilicas de bismuto (BisBAL NPs).

5.2 Objetivos Especificos

Sintetizar nanoparticulas lipofilicas de bismuto (BisBAL NPs) y caracterizarlas
mediante microscopia electronica de barrido (SEM) y espectroscopia de energia
dispersiva (EDX).

Fabricar una membrana electrohilada a base de poliuretano Tecoflex™ incorporando

BisBAL NPs y caracterizar su morfologia y composiciéon mediante SEM y EDX.
Analizar las propiedades fisicoquimicas y mecdnicas de la membrana Tecoflex -

BisBAL NPs.

Evaluar la viabilidad y el efecto proliferativo de la membrana sobre fibroblastos
humanos (FGH).

Examinar la actividad antimicrobiana de la membrana frente a Staphylococcus aureus
sensible a meticilina (MSSA-ATCC) y resistente a meticilina (MRSA clinico).
Investigar el efecto antitumoral de la membrana sobre la linea celular de cancer de
mama humano MCF-7.

Comprender el posible mecanismo de acciéon de la membrana Tecoflex™-BisBAL

NPs en células MCF-7.
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4. ANTECEDENTES

2.1. Cancer de mama

La organizacion mundial de la salud ha catalogado el cancer como la segunda causa de
muerte a nivel mundial seguida solo de enfermedad isquémica cardiaca y su desarrollo es
ocasionado por la existencia de mutaciones originadas por agentes biologicos, infecciones
virales o bacterianas, agentes quimicos como el cigarro, agentes fisicos como los rayos
UV o la radiacién ionizante. Estas mutaciones causan una activacion de proto-oncogenes
e inactivacion de genes supresores de tumores, de la mano de un cambio significativo en
las funciones celulares, como insensibilidad a sefalizaciones anti-crecimiento, potencial
replicativo ilimitado, evasion de apoptosis, etc. (Khursheed R, et. al, 2022). Dentro de las
opciones terapéuticas, se encuentra la quimioterapia, relacionada al transporte de farmacos
que presentan pobre solubilidad, inestables o toxicos en algunos érganos o regiones del
cuerpo. (Kamoun E, et. al., 2021), sin embargo, el abordaje es multidisciplinario;
farmacoldgico, quirtirgico, endocrino, inmunoterapia y radiacion (Trayes K y Cokenakes
S, 2021). Los factores de riesgo mas comunmente asociados a la incidencia de cancer de
mama son la edad, es mas comun en pacientes mayores a 35 afios el sexo, teniendo
predisposicion el sexo femenino, menarquia temprana, menopausia tardia, nuliparidad
(suceso donde una mujer nunca ha tenido un parto), ausencia de lactancia materna asi
como un historial familiar con diagndstico de cancer (O’Sullivan C, et. al. 2018).
Genéticamente hablando, cada persona hereda 2 copias de los genes BRCA 1 y BRCA 2,
, en estado natural estos genes ayudan en la reparacion del ADN danado, participan en la
sintesis de ADN, en la deteccion y correccion de rupturas de doble cadena funcionan como
agentes reguladores, se les atribuye la descripcion de genes supresores de tumores sin
embargo si estos genes son dafiados o presentan alguna mutacion, aumentan la

susceptibilidad de cancer de mama (Bailey, et. al., 2018).

2.2. Clasificacion de cancer de mama

El cancer de mama puede clasificarse de diferentes maneras, por su apariencia histologica,
tamafio, involucramiento de ganglios, presencia de metéstasis o por marcadores
bioldgicos especificos, es decir, receptores de estrogeno, progesterona o ERBB2 (HER?2).

Para su clasificacion, se realiza la obtencion de una biopsia y se determina el diagnostico
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de cancer por histologia, seguido se realizan pruebas para receptores de estrogeno,
receptores de progesterona y la expresion del gen ERBB2 que codifica la proteina HER2,
proteina que promueve el crecimiento celular, si la muestra expresa alguno de estos
marcadores recibe de ahi su clasificacion, si no expresa ninguno de estos marcadores es
definido como céncer de mama triple negativo. Otra forma de clasificarlo es por su
localizacion, pudiendo ser ductal, es decir, de los conductos galactéforos o lobulillar, de
las glandulas galactdforas. Una clasificacion mas apropiada es aquella en base a su avance

o progresion, la cual se describe a detalle (Nascimento R. G. y Otoni K. M., 2020).

2.2.1 Clasificacion histolégica

Presentan cambios en su estructura celular, comportamiento bioldgico, entre ellos se
encuentran el carcinoma ductal no especifico, carcinoma medular, metaplasico, apocrino,

mucinoso, cribiforme, tubular, neuroendocrino, lobular invasivo.
2.2.2. Clasificacion molecular

Esta clasificacion es ampliamente utilizada y su fundamento va relacionado a la expresion
de diferentes genes que se reflejan en su fenotipo, pronostico y tratamiento sistémico.

Basado en ello, se describen 4 subtipos con relevancia clinica:

-  Luminal A: Es el mas comun, la mitad de los diagnosticos coinciden en este
luminal. Su perfil histoquimico consiste en positivo para receptores de estrogeno
(ER+), alta expresion de progesterona (PR+) y HER2, con bajos niveles de Ki-67
(Regulador de proliferacion celular). Es de buen prondstico, los pacientes
responden bien a la administracion de tamoxifeno e inhibidores de aromatasa.

- Luminal B: Responsable del 20%-30% de los casos de cancer invasivo, cuenta
con 2 subclasificaciones,

= HER2-: ER+, PR-, HER2-, Ki-67+

= HER2+: ER+, HER2+ y cualquier nivel de PR y Ki-67.
Es considerado uno de los mas agresivos y no responde bien a tratamiento
endocrino.

-  HER2+: Representa el 15%-20% de los diagnosticos de cancer de  mama, se

caracteriza por alta expresion de HER2 y Ki-67 con poca expresion de ER y PR,
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este es de un indice de crecimiento rapido, propenso a metastasis, dando asi una
tasa baja de supervivencia, pobre pronostico, responden bien a trastuzumab.

- Triple negativo: 10%-20% de todos los casos de cancer de mama, se caracteriza
por la ausencia en expresion de receptores para ER, PR y HER2, son de un alto
potencial proliferativo, mas comunes en pacientes con mutaciones en BRCA -1

(Nascimento y Otoni, 2020).

2.2.3. Clasificacion clinica

Etapa 0 Carcinoma ductal in situ (CDIS) No invasivo
El CDIS es el tipo méas comun identificable en mamografias, muestra calcificaciones en
los conductos mamarios, si no es tratado oportunamente, el 40% de los casos evolucionan
a cancer de mama invasivo.
Su tratamiento conservador consiste en la lumpectomia (remocion quirrgica del tumor)
con margenes de al menos 2 mm, es decir, remocion del tejido tumoral con margenes de
tejido sano en toda su periferia de al menos 2 mm circunferenciales, acompaniado de
radioterapia. Otra opcion es la mastectomia que consiste en la remocion completa del
tejido mamario, en este caso, dado a que el tejido mamario se ha retirado por completo,
no es necesario la biopsia de ganglios centinela ni la radioterapia.
Si resulta positivo a estrogeno, se complementa el tratamiento previamente mencionado
con terapia endocrina a base de tamoxifeno (bloquea receptores de estrégeno) o inhibidor
de la aromatasa (Enzima que convierte hormonas en estrogeno) en el caso de mujeres
postmenopausicas.
Antes de mencionar el tratamiento de las demads clasificaciones, es importante recalcar
que el propdsito del tratamiento sistémico preoperatorio es disminuir el tamafio del tumor
con el fin de que sea mas facil retirarlo, es empleado en casos con tumores de gran tamafio,
0 pacientes que originalmente son inoperables. En una cirugia para la remocion del tejido
afectado, se acostumbra a retirarlo rodeado de tejido sano, cuando se hace la mencion de
margenes negativos hacen referencia a que no se observa masa tumoral en la periferia,
margenes positivos indican que si sobresale un poco de tejido tumoral. De obtener
margenes negativos solo se indicara radioterapia postoperatoria. Cuando tenemos tumores
muy grandes o no se puede ofrecer una radioterapia post quirtrgica, se decide menor una

mastectomia. Durante la cirugia, se presenta una posibilidad potencial de esparcir el
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cancer a través del sistema linfatico. para ello se realiza una biopsia de nodulos linfaticos
centinelas (NLC) Esa biopsia se realiza infiltrando una solucion tracker, se observa su
drenaje hasta los ganglios axilares y se extirpar esos mismos ganglios Si la biopsia de
ganglios centinela resulta positiva y el paciente se realizara una mastectomia, se procede
a una diseccion de ganglios linfaticos axilares (DGLA - ALND).

Ademas, el tratamiento hormonal es evidentemente indicado cuando el analisis de la
biopsia indica que son modulados por estrogeno o progesterona, de no ser asi, solo se
indica quimioterapia con tratamiento sistémico. Para mujeres premenopausicas, si son
diagnosticadas con cancer de mama con receptores hormonales positivos deben recibir 5
afios de terapia hormonal con hormona liberadora de gonadotropina (GnRH para
supresion ovarica ya que la supresion ovarica se traduce en ausencia de liberacion de
estrogeno. En postmenopdusicas, reciben terapia endocrina hasta por 10 afios post
diagnostico con tamoxifeno y/o aromatasa.

Para el cancer de mama positivo a ERBB2, se utiliza inmunoterapia basada en
trastuzumab, que son anticuerpos monoclonales que se unen a HER2 para facilitar su
eliminacion por el sistema inmunolédgico.

Finalmente, en lo que refiere a la radiacion, se ha mostrado que reduce la recurrencia en
un periodo de 20 afios en casos de lumpectomias unilaterales, se administra después de la

remocion quirdrgica para eliminar remanentes subclinicos.

Etapa I Localizado con tumoracion pequeiia
Consiste en una lesién invasiva pequefia sin o con minima afectacion de nodulos
linfaticos, no mayores a 20 mm, casos en etapa I tienen alta probabilidad de recuperacion
favorable con cirugia conservadora o mastectomia, supervivencia de 5 afios para el 95%
de los diagnosticos, este porcentaje reduce si se presenta negativo a receptores

hormonales.

Etapa Il Localizado avanzado moderado
Tumoraciones de tamafio entre 20-50 mm con afectacion ganglionar detectada limitada,
sin metastasis requiere de abordaje desde multiples perspectivas, cirugia, terapia sistémica

para la afectacion ganglionar, radioterapia posterior a mastectomia.
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Etapa III Localizado avanzado
Extension considerable a ganglios, compromiso regional. Incluye afeccion ganglionar mas
numerosa o con extension a ganglios supraclaviculares, involucra parénquima mamario,
piel o pared toracica, . No hay metastasis a distancia. Requiere tratamiento multiple
intensivo; quimioterapia, cirugia, radioterapia loco regional y terapia sistémica dirigida
segun subtipo. El riesgo de recurrencia y la necesidad de terapia sistémica completa son
mayores que en estadios [-II. La supervivencia difiere considerablemente a comparacion
de los estadios anteriores, con un 72% a 5 afios, este porcentaje reduce si se presenta un
diagnéstico triple negativo, edad avanzada, compromiso extenso de ganglios, margenes

no ideales, altos niveles de proliferacion tumoral (Schwartz G, et. al. 2005).

Etapa IV: Metastdsico
Si bien en casos puntuales se cura por completo, la supervivencia actual va de 24-40
meses. Su tratamiento tiene un enfoque paliativo, se aborda con todas las opciones, en
diferentes fases dependiendo el desarrollo, tratamiento endocrino, quimioterapia,
inmunoterapia, cirugia, radiacion. Si la metastasis llega a hueso, se trata con denosumab

o bifosfonatos como 4cido zolendrénico(Maughan, et. al., 2010).

2.2 Tratamientos locales a base de membranas

Las membranas nanoestructuradas se pueden definir como aquellos compuestos por fibras
con un didmetro no mayor a 500 nm, presentan ventajas sobre sus contrapartes
macroestructurales ya que muestran cambios en sus propiedades fisicas, esto gracias a la
relacion superficie/volumen (Duran J, et. al., 2018).

Recientemente se ha dicho que las nanofibras representan un candidato prometedor ya que
poseen propiedades fisicas destacadas y desempefio bioldgico extraordinario. Se han
empleado para la cicatrizacion de heridas, ingenieria tisular, sistemas de liberacion de
farmacos, etc (Rasouli R. et. al., 2019).

Dentro de las técnicas para fabricacion nanofibras poliméricas, tenemos

- Drawing: Si bien no requiere un equipo especial para su realizacidon, su proceso es

discontinuo y no hay control sobre la dimension de las nanofibras.
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- Sintesis de plantilla: En el caso de la sintesis por plantilla, si se pueden manipular las
dimensiones, pero no produce fibras homogéneas, no es escalable (Liang H, et. al.,
2012)

- Proceso de estirado: Empleado para materiales viscoelasticos.

Estos dos métodos nos son compatibles para la fabricacion de membranas

nanoestructuradas, para ello se sugiere:

- Separacion de fases, es de las mas utilizadas, su desventaja es que requiere un tiempo
prolongado para la formacion de esta, no se controla el diametro de las fibras, dando
como resultado membranas delgadas e irregulares.

- Autoensamblaje: Su fabricacion se da por la interaccion de dtomos y moléculas que
forman enlaces no covalentes débiles, su fabricacion es muy sensible, el costo de esta
es alto y las propiedades mecénicas resultantes no son las Optimas (El-Aassar M, et.
al., 2021).

- Electrohilado: Es el tinico proceso para la fabricacion de fibras regulares, uniformes,
con estructura controlable y que llega a tener similitud a la estructura de la matriz
extracelular. Permite con facilidad el uso de diferentes polimeros de origen natural y
sintético (Hernandez A, et. al., 2021 y Teixeira M. et. al., 2020).

Entre todas ellas, el electrohilado es la técnica mas utilizada debido a su practicidad,

simplicidad operacional, eficiencia y versatilidad (El-Aassar M, et. al., 2021).
2.3 Membranas electrohiladas

En las ultimas décadas el hilado electrostatico o electrohilado ha sido el método mas
popular para producir fibras de escala micro o nanométrica, debido a su relativa
simplicidad de fabricacion, bajo costo y principalmente por la alta manipulacion de sus
caracteristicas estructurales, fisicas y funcionales (Hussein Y, et. al., 2020, Duran J, et. al.,
2018 y Jiang S, et. al., 2020).

El electrohilado es un método de manufactura que ofrece productos con una amplia area
superficial, estructura porosa y la capacidad de cargar moléculas de interés para una
determinada aplicacion (Gostev A, et. al. 2022). Este proceso promueve las interacciones
celulares debido a que las fibras y los poros entre ellas, incrementan el area superficial lo
que permite procesos como la adhesion. El proceso de electrohilado involucra varios

factores o variables para la obtencion del resultado més optimo, en el desarrollo de
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membranas el voltaje, la concentracion del polimero y su viscosidad son responsables
directos de resultados como una formacion inadecuada de la eyeccion en la punta de la
aguja, fibras aplanadas, didmetros variables, (Venegas G, et. al., 2021).

Esta técnica depende de la atraccion electrostatica, presenta un campo eléctrico donde el
polimero funciona como un electrodo positivo y la placa o tubo colector presenta una
carga negativa. La diferencia de potencial resultante entre los electrodos hace que la
solucion polimérica se polarice, formando un chorro constante con carga en forma conica
llamado cono de Taylor (Memic A. et. al., 2019).

En lo que se refiere al equipo, los componentes basicos se pueden generalizar en 4
principales, regulador de voltaje, bomba de presion, aguja o eyector metalico y la placa o
tubo colector (Kanmaz D, et. al., 2018)

La bomba impulsa a la solucion polimérica para salir a través de la aguja o eyector, el
voltaje induce al polimero conductor a estirarse en lugar de caer, al estirarse el solvente se
evapora y el resultado de este estiramiento es recolectado en el tubo o placa colectora que
eventualmente formarda una membrana recuperable. La solucion que es estirada por el
voltaje en la punta del eyector formara una estructura conica llamada Cono de Taylor, este
cono forma el punto de cambio donde el voltaje supera a la tension superficial del

polimero, ocasionando su estiramiento (El-Aassar M, et. al., 2021).

2.4 Aplicaciones de membranas electrohiladas
2.4.1 Biosensores

Los biosensores son instrumentos analiticos utilizados para el andlisis de muestras
biologicas, convierte una sefial bioldgica, quimica o bioquimica, en una sefial eléctrica.
Las unidades basicas de un biosensor son un bioelemento que principalmente pueden ser
Acidos nucleicos, enzimas, cé€lulas, anticuerpos, etc, un trasmisor que puede ser optico,
electronico, piroeléctrico, piezoelectrico o gravimétrico y una unidad eléctrica que
consiste en un amplificador, procesador y display. Los biosensores en cdncer permiten el
monitoreo y la terapia personalizada, dando como resultado tratamientos simplificados
con una reduccidn significativa en su costo. Las nanoparticulas (NPs) son candidatas a

aplicaciones como biosensores ya que se pueden conjugar con moléculas de
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reconocimiento como anticuerpos o biomoléculas de superficie para la deteccion

(Khursheed R, et. al, 2022).
2.4.2 Imagenologia

Las nanoparticulas pueden participar de forma directa en la imagenologia con la deteccion
de tumores en base a catalizadores térmicos o fluorescencia conjugados (Khursheed R, et.

al, 2022).
2.4.3 Fotoablacion

Se divide en terapia fototérmica y terapia fotodindmica, en este Gltimo, utilizan luz y un
compuesto fotosensible no tdxico que posteriormente exponen a luz en una longitud de
onda en particular y se convierte en toxico. Funciona para marcar las células tumorales,
para ello emplean NPs de didxido de titanio, la exposicion a luz en determinada longitud
de onda conduce a la formacion de especies radicales de oxigeno. En el caso de la terapia
fototérmica, se utiliza luz infrarroja corta para irradiar las células, la luz se convierte en
calor generando una hipertermia que culmina en la muerte celular (Khursheed R, et. al,

2022).
2.4.4 Liberacion de farmacos basado en la aplicacion de membranas electrohiladas.

Los sistemas de liberacion de farmacos son divididos en sistemas de liberacion en sitio
especifico y sistemas de transporta en torrente sanguineo, las membranas electrohiladas
entran en la primera clasificacion, aquellos que van enfocados a un punto especifico.

El objetivo principal de este método es el llevar la concentracion correcta o necesaria del
farmaco al sitio de accion.

Las membranas electrohiladas son sugeridas en esta aplicacion por 2 motivos principales
1) las nanofibras poseen un area superficial amplia y 2) es muy manipulable el producto
final, en cuestion a didmetro, porosidad, tasa de liberacion, etc (Kamoun E, et. al., 2021).
La liberacion de farmacos se puede dar por medio de diferentes mecanismos:

- Desorcion de las fibras con difusion en fase acuosa

- Difusioén solida
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- Degradacion in vivo de las nanofibras: Nos enfocaremos principalmente en este

mecanismo, esté relacionado a una liberacion rapida del farmaco o compuesto activo, para

ello se requieren polimero que sean degradables como quitosano, alginato, dextrano,

glucano, polivinil-alcohol, etc (Srikar R, et. al., 2008 y Zeng J, et. al., 2005).

Si bien la técnica es relativamente sencilla, cuenta con la necesidad de regular diferentes

variables que pueden afectar el resultado en la formacion de las fibras.

Los parametros se pueden dividir en 3 categorias:

1- Parametros de la solucion polimérica: Viscosidad, concentracion del polimero, peso

molecular, tension superficial, conductividad.

2- Parametros del equipo o procesamiento: Flujo de inyeccion, voltaje, distancia eyector-

colector, forma y didmetro del eyector y tipo de colector.

3- Parametros del ambiente: Temperatura, humedad, flujo de aire (El-Aassar M, et. al.,

2021).

De todos ellos podemos resaltar algunos puntos importantes a considerar

e El flujo siempre se recomienda utilizar lo més bajo posible para darle tiempo suficiente
al polimero de que se polarice, ademas de darle tiempo suficiente al solvente para
evaporarse y con ello evitar la formacion de perlas o gotas obtenidas.

e La viscosidad y tension superficial de la solucion polimérica deben ser bajos para no
presentar tanta resistencia al hilado.

e La distancia entre el eyector y el colector debe ser tan larga como sea posible para

permitir la evaporacion completa del solvente (Morais A, et. al., 2020).

2.5 Tratamiento antitumoral basado en membranas electrohiladas

La administracion de farmacos antitumorales presenta diferentes dificultades, pobre
solubilidad, inestabilidad, baja eficiencia, toxicidad y efectos secundarios en células sanas,
ademas de requerir ser inyectada y largos periodos para eliminacion de efectos toxicos o
recuperacion. Con este modelo, se puede dirigir puntualmente a la region donde se
encuentra el tumor o al removerlo quirargicamente, se puede colocar en la region donde
se extrajo el tumor para eliminar las células tumorales restantes y con ello prevenir una
reincidencia (Anjum F, et. al., 2017). Ya se ha empleado en carcinoma hepatocelular

humano, cancer de prostata, cancer de mama, cancer de pulmoén (Rasouli R, et. al., 2019).
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2.6 Técnica

1- Electrohilado con mezcla: Basado en la combinacion de varios polimeros con
moléculas bioactivas que se disuelven en la solucién polimérica, dando como resultado
unas fibras que en su interior tienen encapsulados los farmacos

2- Electrohilado coaxial: Utilizado para la formacién de fibras con estructuras
compartimentadas en un nucleo y una cobertura.

3- Electrohilado con emulsion: Combina las técnicas de blending con coaxial, con un
enfoque de emulsificacion, es utilizado para encapsular materiales inorganicos

hidrofilicos y proteinas (El-Aassar M, et. al., 2021).

2.7 Poliuretano (Tecoflex™)

Los poliuretanos (PU) son polimeros sintéticos utilizados en el area médica debido a su
semipermeabilidad, propiedades mecdanicas, procesamiento sencillo y biocompatibilidad,
cuentan con diferentes tasas de biodegradacion, eso en base a las estructuras de sus
segmentos duros y blandos, estos son degradados por hidrdlisis de sus grupos éster y
uretanos, o por oxidacioén de los fragmentos alifaticos. (Gostev A, et. al. 2022). Eso ha
permitido su aplicacion como dispositivos permanentes, scaffolds vasculares o cutaneos,
etc. (Venegas G, et. al.,, 2021). Originalmente, aun y con sus reportes de alta
biocompatibilidad, cuenta con la desventaja de no permitir un entorno para la adhesion y
proliferacion celular (Perales J, et. al., 2013) por ello se han propuesto a lo largo de los
afios diferentes opciones para su mejoramiento, dentro de ellas la posibilidad de fabricar
una membrana por medio de electrohilado, que nos permita la formacion de fibras
poliméricas de escala nano a micrométrica, junto con la porosidad aumentada que arroja
este método de fabricacion, promoviendo asi, la interaccion célula-sustrato.

En el 2021, Venegas y col. realizaron un estudio donde compararon Tecoflex™
(Poliuretano comercial de grado médico que en condiciones de electrohilado promueve
una buena adhesion y estimulacion celular) y poliuretano con arginina en relacion a la
adhesion celular de fibroblastos humanos y sus resultados determinaron que las fibras

formadas por electrohilado de Tecoflex™ al 9% con 20 Kv y flujo de 1 ml/h fueron mas
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regulares, sin formacién de aglomerados, fibras planas o perlas, con ello reafirmando una
uniformidad a lo largo de la membrana obteniendo asi, una mejor estabilidad mecénica.
Ademas, observaron por microscopia Optica, confluencia celular sobre la membrana de
Tecoflex™ con células ahusadas, el ensayo MTT report6 viabilidad celular por encima
del 80%, por LIVE/DEAD Tecoflex™ mostré los resultados de adhesioén mas altos.
Finalmente, una inspeccion de las células por microscopia electronica de barrido nos
afirma que aun y siendo los mismos polimeros, el método de sintesis de la membrana tiene
relevancia ya que, tanto en el poliuretano convencional como en el Tecoflex™, la adhesion
celular fue mayor en las membranas electrohiladas que en las membranas densas. Es
necesario destacar que se requiere un procesamiento de esterilizacion y lavado
postproduccion de fibra para reducir su toxicidad, el cual consiste en: (Venegas G, et. al.,
2021)

En camara de flujo laminar.

e 20 min. de luz UV

e Enjuague con agua destilada estéril

e Sonicado por 1 hora en agua fria.

e Realizar este proceso cada 24h durante 3 dias.

Este procesamiento postproduccion de la membrana es de suma importancia ya que hay
evidencia aun y contando con polimeros que no son toxicos, los productos resultantes de
su degradacion o de su sintesis, asi como los solventes empleados, son causa de la
toxicidad de las fibras electrohiladas (Venegas G, et. al., 2021). Ensayos de interaccion de
membranas de Tecoflex™ densas o por electrohilado con fibroblastos gingivales humanos
(FGH) han reportado que en el caso de la membrana electrohilada, la morfologia celular
que es indicador de viabilidad y adhesion celular, se detecta husos bipolares o forma
estrellada multipolar con fibroblastos alargados, lo cual difiere con el comportamiento de
la membrana densa, puntualizando la importancia de la técnica empleada para la

fabricacion de las fibras.

2.8 Bismuto

Los compuestos basados en bismuto se caracterizan por su potencial terandstico (con

aplicaciones tanto en el area de diagndstico como en el tratamiento de diferentes
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afecciones) gracias a su biocompatibilidad, radiosensibilidad, bajo costo y facil
eliminacion del cuerpo, esto minimiza los posibles riesgos asociados a las interacciones
del bismuto con sistemas biologicos (Badrigilan, S, et. al., 2020). Pertenece al grupo 15
de la tabla periddica. Pose un nimero atomico de 83 y masa atomica de 209, presenta dos
estados de oxidacion; +3 y +5, siendo el +3 el mas estable (Kirk, 2004). México es el
segundo productor mas importante de bismuto a nivel mundial, después de China.
Actualmente se utiliza en medicamentos tales como; Pepto Bismol para malestar
estomacal y diarrea, Synalar rectal para el tratamiento de hemorroides, Labcatal para
afecciones del tracto respiratorio y Gastronedol como gastroprotector (Brum, et. al. 2021).
La toxicidad de los compuestos basados en bismuto, dependen de varios factores como,
concentracion, duracion de la interaccion con el tejido, estabilidad bioldgica y la dosis
acumulada en 6rganos. .

Se estima que, para un adulto de 70 kg de peso, la dosis letal de bismuto seria de alrededor
de 15 g. Los compuestos de bismuto son poco absorbidos y por lo tanto son considerados
de baja toxicidad. Al quelarse con moléculas que contengan grupos sulfhidrilo aumentan
su solubilidad en agua y biocompatibilidad, a su vez, su lipofilicidad es mejorada cuando
se agregan moléculas lipofilicas como el dimercaptopropanol (Gomez C, et. al., 2021).
Una vez que es absorbido, el bismuto es transportado a través del suero por la transferrina
y excretado por via urinaria. Los aspectos toxicologicos del bismuto y sus compuestos son
bien conocidos y después de consumir dosis altas por més de 14 dias se puede presentar;

nefropatia, hepatitis, encefalitis, gastroenteritis y osteoartrofia (Karahan, et. al. 2013).

2.9 Nanomedicina

Parte de la creacion de materiales con un rango de entre 1-100 nanémetros, incluye la
fabricacion de nanoparticulas, nanofibras, nanotubos, etc. Toma relevancia al demostrar
que su comportamiento es diferentes al del mismo compuesto en escala mayor, presentan
una mejor relacion ‘'area/superficie haciéndolos quimicamente mds reactivos o
potencializando su proposito (Jeevanandam J, et. al., 2018).

Para la sintesis de nanoparticulas, se parte de 2 técnicas principales, el top down y el
bottom up. El top down es un abordaje que consiste en la ruptura secuencial de un
compuesto de interés a escala nanométrica, aqui se incluye la ablacion laser, litografia,

descomposicion térmica. El bottom up consiste en que los atomos son organizados para
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formar particulas a escala nanométrica (Khursheed R, et. al., 2022). La exposicion de sales
metalicas a agentes reductores como acido citrico, borohidruros u otros compuestos
organicos representan los métodos mas comunes de preparacion de nanoparticulas

metalicas (Ibrahim H, et. al., 2020).

2.10 Nanoparticulas de bismuto

Las nanoparticulas metalicas sobresalen debido a sus propiedades antimicrobianas, baja
toxicidad, amplia superficie, accion prolongada y estabilidad (Anjum F, et. al., 2017).
Actualmente la nanotecnologia ofrece un gran potencial tanto para el diagnostico, asi
como para el tratamiento de enfermedades (Zhu, et. al. 2014). El area de la terapia basada
en nanoparticulas recibe una atencion particular para revolucionar el tratamiento médico
con terapias "inteligentes" que son simultdneamente mas potentes con menos efectos
secundarios (Badireddy, et. al. 2014). Recientemente se describieron las propiedades
antitumorales de nanoparticulas lipofilicas de bismuto (BisBAL NPs) células tumorales
de prostata, colon, cervicouterino, carcinoma de células escamosas y mama, inhibiendo la
el crecimiento tumoral, (Cabral-Romero, et. al. 2020 y Martinez-Pérez, et. al. 2019) el
mecanismo de accion propuesto sostiene que se altera la permeabilidad de la membrana y
efectos genotdxicos (Hernandez et. al. 2018). El mecanismo de BisBAL NPs aun no esté
completamente determinado. Segiin su naturaleza lipofilica, es posible que puedan
interactuar con la membrana plasmatica alterando su permeabilidad y causando lisis
celular. Una vez dentro de la célula, los BisSBAL NPS pueden modificar la expresion de

proteinas o dafiar el ADN gendmico (Badireddy, et. al. 2014).

31



MATERIALES Y METODOS

6.1 Sintesis y caracterizacion de nanoparticulas lipofilicas de bismuto (BisBAL

NPs)

Las nanoparticulas lipofilicas de bismuto fueron sintetizadas por método coloidal,
mediante reduccion quimica a base de borohidruro de sodio, se utilizaron reactivos de
grado analitico obtenidos de Sigma-Aldrich (Sigma-Aldrich; St. Louis, MO). Se emple6
nitrato de bismuto pentahidratado (Bi (NO3)3-5H>0, 2,3-dimercapto-1-propanol (Fraccion
BAL), propilenglicol y borohidruro de sodio (NaBH4). El proceso convella los siguientes
pasos. Disolucion de nitrato de bismuto pentahidratado (Bi (NO3)3-5H2O) en
propilenglicol (0.485g / 20 ml) a 80°C bajo agitacion 2h., incorporacion de 50 uL de 2,3-
dimercapto-1-propanol a relacion 2:1, reduccion con borohidruro de sodio (NaBH4) a 75
mM (0.1 g/1 ml de agua destilada). Seguido de la sintesis se procedio a la caracterizacion
de forma, tamafio, disposicion y composicién quimica mediante microscopia electronica
de barrido (SEM) y espectroscopia de rayos X dispersiva (SEM; Carl Zeiss Auriga FIB-
SEM & TEM, Oberkochen, Alemania y EDX; Oxford INCA X-Sight, Tubney Woods,
Reino Unido). Para su exposicion al SEM se realizan ciclos de lavado y Resuspension con
isopropanol con la intencidon de eliminar el propilenglicol ya que, al ser conductor
eléctrico, puede ocasionar ruido o errores de lectura. Mediante un difractometro de rayos
X se obtuvieron los patrones de difraccion de las nanoparticulas (Panalytical X). 'Pert PRO

MRD) y Cu Ko como fuente de rayos X (A=1,541874 A).

6.2 Desarrollo de membranas electrohiladas (ME) de Tecoflex™-BisBAL NPs.

Tecoflex™ SG-80A, polimero a base de poliuretano fue adquirido de Lubrizol Advanced
Materials, EC (Ohio, EUA), y para su solubilizacién se utilizé cloroformo (MERCK;
Darmstadt, Alemania). Se han utilizado diferentes concentraciones y pardmetros
reportados en la literatura, por ello se llevaron pruebas de Tecoflex™ a 3%, 5%, 7% y 8%,
para determinar la concentracion apropiada a trabajar, con lo que respecta a los
parametros, se utilizaron rangos establecidos por la literatura, distancia al colector de 15
cm, 17 cm, 18 cm y 20 cm, voltaje de 10 kV — 24 kV y flujos de 0.2, 0.4, 0.7 y 1 ml/h,

hasta obtener hilos homogéneos, lineales, ausentes de perlas. Como solvente se utilizd
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cloroformo a temperatura ambiente para la obtencion de una concentracion final para los
siguientes ensayos. Para el grupo experimental, se incorporaron nanoparticulas de bismuto
(BisBAL NPs) en la solucion a concentracion de 1 mM. Seguido se procedio a la
fabricacion de las membranas por electrohilado utilizando el equipo NEU-01 (Tong Li
Tech Co, Nanshan, Shenzhen, China), cargando en una jeringa de 20 ml la solucion
polimérica de Tecoflex™ SG-80A como grupo control y Tecoflex™ SG-80A-BisBAL
NPs 1mM como grupo experimental. El diametro interno de la aguja utilizada fue de 0.8
mm. Finalmente las membranas obtenidas fueron cortadas en pieza redondas de

aproximadamente 5 mm para facilitar la realizacion de los siguientes ensayos.

6.3 Propiedades fisicoquimicas de las ME de Tecoflex™-BisBAL (SEM, FTIR y

Raman)

Las membranas obtenidas tanto control como experimental se analizaron con microscopia
optica y electronica de barrido (SEM; FEI Tecnai G2 Twin, Hillsboro, Oregon, EE. UU.;
voltaje de aceleracion de 160 kV), seguido se determino la composicion quimica mediante
espectroscopia de rayos X de dispersion de energia (EDX) SEM (EDX; Oxford INCA X-
Sight, Tubney Woods, Reino Unido), espectroscopia infrarroja transformada de Fourier
(FTIR) mediante un Nicolet 8700 (Thermo Scientific , Madison WI, EE. UU.) utilizando
reflectancia total atenuada (ATR) con cristal de ZnSe y un rango espectral de 4000 a 650
cm’!, con 200 escaneos promedio y resolucion de 4 cm’!. También se utilizo
espectroscopia Raman para analizar la calidad estructural con un espectrometro Renishaw

InVia (Reinshaw Gloucestershire, Reino Unido) equipado con un laser de 633/532 nm y

una exposicion de 10 s. en el rango de 3.200 cm™ y 100 cm™ a una potencia del 100%.

6.4 Capacidad de absorcion de agua de las ME de Tecoflex™-BisBAL NPs

La posibilidad de liberacion de compuesto de interés y de un correcto intercambio de
nutrientes son determinantes en la aceptacion de las células a vehiculos como las
membranas electrohiladas, por ello se explor6 la capacidad de absorcion de agua, para
ello, se cortaron piezas cuadrangulares de 1 cm x 1 cm (n=3) de las ME de Tecoflex™-
BisBAL NPs y se sumergieron en PBS durante 24 h a 37 °C. Utilizando balanza analitica

las piezas fueron pesadas antes y después de su periodo de incubacion. Mediante la
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ecuacion: Relacion de hinchamiento = (Ww-Wd)/Wd x100 para determinar el

hinchamiento volumétrico

6.5 Fuerza tensional de las ME de Tecoflex™-BisBAL NPs

La fuerza tensional de las ME de Tecoflex™-BisBAL NPs y las ME de Tecoflex™ sin
farmacos se analizaron con Shimadzu AGS-X (Kyoto, Japon). Para ello se utilizaron
piezas rectangulares de 2.5 cm x 5 cm con tijeras quirtrgicas estériles. Se utilizo una celda
de 10 N con una velocidad de cruceta de 10 mm/min a 25°C con al menos tres muestras

para cada tipo de ME.

6.6 Propiedades bioldgicas de las ME de Tecoflex™-BisBAL NPs
6.6.1 Cultivo celular

Las células de carcinoma de mama humano (MCF-7) y los fibroblastos gingivales
humanos (FGH) usados como células control fueron adquiridas de la Coleccion
Americana de Tipos de Cultivos (ATCC HTB-22, Rockville, MD, EE. UU.). Se cultivaron
en DMEM/Ham’s F12 (DMEM/F12) con suero fetal bovino (SFB) al 15% (Gibco-
invitrogen, Carlsband, CA, EE. UU.) y penicilina 100 U/mL, estreptomicina 100 pg/mL
y 0,25 pg/ml de anfotericina B (Sigma-Aldrich Corporation, St Louis, MO, EE. UU.). Se
incubaron a 37°C con 5 % de CO? y 95 % de aire.

6.6.2 Proliferacion celular en fibroblastos gingivales humanos

Para todos los ensayos biologicos, proliferacion, antimicrobiana y antitumoral, las
membranas electrohiladas control y con BisBAL NPs fueron esterilizadas por medio de
luz ultravioleta 20 min. bajo camara de flujo laminar.

El ensayo de proliferacion se utilizé una placa de 96 pozos donde se sembraron 1x10° de
FGH al fondo de pocillos como control y también se sembraron sobre piezas circulares de
5 mm de membranas electrohiladas esterilizadas por medio de luz UV con la intencién de
que el ensayo represente una respuesta a contacto directo con la membrana.
Posteriormente fueron incubadas a 37°C; con CO? al 5% durante 24, 48 y 72 h. Después
de cada tiempo de incubacion, se desprendio la monocapa celular con 50 pL de tripsina al

0.005 % / pocillo por grupo y se centrifugd a 900 rpm durante 5 min. Se retir6 el
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sobrenadante y se resuspendio la pastilla en PBS 1x para contarlas por medio de cadmara
de Neubauer. Se realizo el conteo celular por triplicado a diferentes tiempos, a 24, 46 'y 72
h y el experimento. Luego se tifid con 4’,6-diamidino-2-fenilndol (DAPI; 1 pg/mL) y se
observo con un filtro DAPI empleando un EVOS Cell Imagining System (Thermo Fisher
Scientific, CA, EE. UU.). La tincién con DAPI fue utilizada como marcador fluorescente

de viabilidad celular al denotar la presencia de nucleo sano.
6.6.3 Aislamiento e identificacion de MRSA

Para el aislamiento de MRSA se utilizdé una muestra de paciente internado en el Hospital
Universitario "Dr. José Eleuterio Gonzalez", puntualmente fue aislado por el Laboratorio
de Enfermedades Infecciosas UANL. Para la identificacion de MRSA se utilizo el equipo
de espectrometria de masas de tiempo de vuelo de ionizacion/desorcion laser asistida por
matriz (MALDI-TOF MS, sistema Microflex LT, Bruker Daltonics, Bremen, Alemania).
Para ello, el aislado se cultivo en placas de agar sangre por 24 h a 37°C, seguido se colocd
una sola colonia en una placa objetivo de acero inoxidable de 96 pozos (Bruker Daltonics)
con 1 pL de &cido formico al 70 % y 1 pL de solucion de matriz de &cido alfa-ciano-4-
hidroxicindmico (Sigma-Aldrich, Toluca, México). El léaser, al incidir en la muestra
expulsa el analito, este se ioniza por protones brindados de la matriz y son aceleradas por
un mismo campo eléctrico hacia la parte superior donde se encuentra el detector, el patron
de llegada de las moléculas en base a su relacion carga/peso es especifico para cada
microorganismo, dando asi, el espectro de un microorganismo correspondiente. La placa
se analizd con el software Biotyper 3.0 (Bruker Daltonics) para detectar coincidencias con
la base de datos del perfil espectral a nivel de género (puntuacion 2.000-2.299) y especie
(2.300-3.000). Para obtener imagenes de alta calidad, los espectros se capturaron
utilizando el software flexControl V.3.4 (Bruker Daltonics) y se llevo a cabo un proceso

fluido con el algoritmo Savitzky/Golay durante 10 ciclos con un ancho de 2 m/z.
6.6.4 Susceptibilidad a antibidticos de Staphylococcus aureus aislado

Mediante microdilucion en caldo utilizando VITEK 2.0 (bioMérieux, Marcy-1'Etoile,
Francia) se determind la susceptibilidad a los antimicrobianos. Los microorganismos son

incubados en placas agar de tripticaseina de soya a 37°C 12 horas, seguido se prepard una
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suspension bacteriana en una solucion de NaCl al 0.45 % ajustada a un estandar de
McFarland de 0.5. Posteriormente se introdujo esta suspension en el equipo y se
inocularon tarjetas AST-GP75 VITEK para especies Gram positivas. Terminado el periodo
de incubacion, se obtuvo la concentraciéon minima inhibitoria (CMI) y segun los criterios
de puntos de corte actuales del Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) (CLSI,

2023) los aislados se clasificaron como susceptibles, intermedios o resistentes.

6.6.5 Cultivo bacteriano

S. aureus sensible a Meticilina ATCC 29213 (MSSA-ATCC) (Rockville, MD, EE. UU.) y
S. aureus resistente a Meticilina aislado (MRSA-CI) se cultivaron en caldo de tripticaseina
de soya (TSB; BD DIFCO, Sparks, MD, EE. UU.) a 37°C durante 24 h en condiciones

aerobicas.
6.6.6 Potencial antimicrobiano de las ME de Tecoflex™-BisBAL NPs

Siguiendo la metodologia de Tian et al., 2013, donde se desarrollo una fibra por
electrohilado y se complement6 con nanoparticulas de plata (Tian et al. 2013) se realizo
un ensayo de difusion en disco para investigar el potencial antimicrobiano de las ME de
Tecoflex™-BisBAL NPs en el crecimiento de ambos tipos de bacterias (cepas MSSA-
ATCC y MRSA-CI). Se cultivaron en caldo de TSB (37°C; O2+; 18h) con in6culos
estandar (0.5 MacFarland). Seguido se sembraron 100 pl de cultivo bacteriano en placas
de Petri con agar TSB. Se agreg6 las ME de Tecoflex™-BisBAL NPs como grupo
experimental, 10 mM de vancomicina como control positivo, 10 mM de BisBAL NPs en
solucion y Tecoflex™ sin farmacos como control negativo y BisBAL NPs en suspension
a 10 mM. El experimento se realiz6 por triplicado. Adicionalmente se realizé un recuento
de colonias (Ben-David y Davidson 2014) para obtener datos cuantitativos a la exposicion
de las cepas por 3 horas (37 °C; O2+) con los mismos grupos descritos previamente. Una
vez concluidas las 3 h de incubacion, se procedi6 a realizar diluciones y la tercera dilucion
se sembro por triplicado, con incubacion a 24 h para finalmente realizar el conteo de UFC.
Los resultados obtenidos por triplicado para validar los datos se expresaron como

porcentaje y se compararon entre grupos.
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6.6.7 Propiedad antitumoral de las ME de Tecoflex"™-BisBAL NPs

Para determinar la viabilidad celular de la linea tumoral MCF-7 procedente a cancer de
mama humano, se emple6 el ensayo de viabilidad celular PrestoBlue (Life Technologies
Corporation, Oregon, EE. UU.) (Xu et al. 2015). El ensayo sigue el principio de viabilidad
celular expresada por el reactivo resazurina metabolizado y convertido en resofurina, la
resazurina es un compuesto azul no fluorescente que, al ser metabolizado por células
sanas, refleja fluorescencia y se torna color rojo, ese aumento de fluorescencia y cambio
de coloracidn, son los que permiten cuantificarlo por fluorescencia o densidad 6ptica para
obtener datos de viabilidad celular. Se sembraron 1x10° células/ml de MCF-7 en placas
de cultivo celular de 96 pocillos y se incubaron (37 °C; 5 % de CO?%; 24 h). Después de
esto, se expusieron a las ME de Tecoflex™-BisBAL NPs, ME de Tecoflex™ sin farmacos
de 5 mm y doxorrubicina (DOX) 1 mM como control positivo durante 24 h (37 °C; 5 %
de CO?). A continuacion, se afiadié 10 pl de reactivo PrestoBlue por pocillo y se incub6
por 30 minutos a 37 °C con CO? al 5%. Pasado el periodo de incubacion, se realizo6 lectura
de absorbancia a 570 nm con el lector de placas multipocillo (Biotek, Winooski, Vermont,

EE. UU.). La viabilidad celular fue expresada como porcentaje con respecto al control.
6.6.8 Mecanismo de accion de las ME de Tecoflex™-BisBAL NPs

Ya previamente se ha reportado que uno de los mecanismos de accion de las BisBAL NPs
tanto en suspension como en otros vehiculos de administracion, consiste en la alteracion
de la integridad de la membrana celular de células tumorales (Hernandez-Delgadillo et al.
2018). Con la intencion de corroborar si su presentacion actual en una membrana
electrohilada conlleva al mismo mecanismo de accion en células MCF-7 se realizo un
ensayo por microscopia de fluorescencia evaluado por medio del reactivo fluorescente
Calceina AM. La calceina AM originalmente no es fluorescente, sin embargo, cuando es
metabolizado por esterasas intracelulares, se vuelve fluorescente y medible. Las células
tumorales de MCF-7 se expusieron durante 24 h a las ME de Tecoflex™-BisBAL NPs,
ME de Tecoflex™ sin farmacos, doxorrubicina (DOX) 1 mM como control positivo y
medio libre de fArmaco como control de crecimiento a 37 °C con CO? al 5 %. Seguido se
lavaron con PBS frio y se tifieron con Calceina AM (2 uM como concentracion final;
Biotium, Fremont, CA, EEUU) (37°C; 5% de CO?; 30 min). El excedente fue retirado,
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posteriormente se realizé un lavado con PBS y se dejaron secar en oscuridad. Las células
se observaron a 485 nm con un filtro FITC y un sistema de imagenes de células EVOS

(Thermo Fisher Scientific, CA, EE. UU.).
6.7 Analisis estadistico

Se empled un andlisis de varianza unidireccional (ANOVA) para analizar los datos entre

los grupos. Se consider6 un nivel de significacion de a =0.05.

38



7. RESULTADOS

7.1 Caracterizacion de las BisBAL NPs

Las micrografias obtenidas por SEM revelan unas nanoparticulas esféricas con didmetro
promedio de 28 nm y distribucion en aglomerados. El correspondiente analisis de espectro
EDX confirma la presencia especifica y exclusiva del elemento bismuto y su
correspondiente estructura cristalina (Figura 1). Los datos obtenidos reafirmar la correcta

sintesis de nanoparticulas sin presencia de otro elemento quimico o derivado.
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Figura 1. Caracterizacion de BisBAL NPs mediante microscopia electronica de barrido (SEM; Carl Zeiss Auriga FIB-SEM
& TEM, Oberkochen, Alemania). A) Se obtuvieron datos de apariencia, dimensiones y distribucién de las nanoestructuras
de bismuto. B) El analisis de la composicién quimica y C) el patrén de difraccion de rayos X corroboran la presencia de

bismuto (Bi) en las muestras.

7.2 Caracterizacion de membrana electrohilada de Tecoflex™-BisBAL NPs

Utilizando el polimero Tecoflex™ SG-80?, poliuretano sintético de grado médico, se
desarroll6 una membrana por electrohilado cargada con nanoparticulas lipofilicas de
bismuto (BisBAL NPs). Es de conocimiento en el area de electrohilado que el
comportamiento de la solucidén polimérica con los pardmetros apropiados consiste en la
formacién de un Cono de Taylor constante que rompe su tension superficial por la
atraccion electrostética en direccion lineal hasta romperse proximo al colector sin gotear

o interrumpir su flujo (Figura 2).
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Figura 2. Comportamiento de solucién polimérica electrificada, A) Descripcion de los componentes fundamentales B)
Esquematizacion de las caracteristicas ideales de electrohilado de una solucion polimérica. C) Fotografia representativa

de electrohilado de Tecoflex™ 8%.

Los parametros empleados para la corrida de grupo control fueron; electrodo positivo de
+22 kV a la aguja y electrodo negativo con voltaje de -22 kV al colector, 18 centimetros
de distancia entre el eyector y la placa colectora y la velocidad de alimentacion fue de 0.5
ml/h. Para el grupo experimental de Tecoflex™-BisBAL NPs los pardmetros fueron
similares de 18 centimetros de distancia eyector-colector, con la unica variacioén en el
voltaje; +12 kV para la aguja y -12 kV para el colector y flujo de 0.5 ml/h. En la figura 3
Se ven caracterizaciones morfologicas de diferentes concentraciones del polimero hasta

observar parametros apropiados.
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Figura 3. Micrografias de Tecoflex™ electrohilado a diferentes concentraciones, A)-B) a 3% con ausencia de fibras,
presencia de gotas y aglomerados, C)-D) Tecoflex™ al 5% y E)-F) Tecoflex™ al 7% con fibras de tamario y estructura

irregular, presencia de perlas de tamafio variable, G y H Tecoflex™ al 8% empleado para los siguientes ensayos.

Puntualmente el grupo de Tecoflex™-BisBAL NPs paso por un proceso post-fabricacion
de recubrimiento por inmersion en una soluciéon de I1mM de BisBAL NPs que le brindara
las caracteristicas macroscopicas observadas en LA figura 4, en ella tenemos el aspecto
macroscopico de las membranas de las ME de Tecoflex™ sin farmacos y la ME de
Tecoflex™-BisBAL NPs, hay cambio en la coloracion por la presencia de las
nanoparticulas con un color grisaceo a negro, mientras que la membrana control mantiene

el aspecto blanco correspondiente al polimero. En la misma figura ya podemos apreciar
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de forma comparativa las caracteristicas microscopicas entre el grupo control y el grupo
con BisBAL NPs., datos como el didmetro promedio de fibras, ME de Tecoflex™-BisBAL
NPs tienen un tamafio promedio de 4,65 + 1,42 um con nanoestructuras en aglomerados
correspondientes a las BisBAL NPs, mientras que las ME de Tecoflex™ libres de
farmacos exhibieron un didmetro menor de 3,95 + 1,32 um. Cuando se realiz6 el andlisis
de elementos quimicos, el espectro EDX exhibi6 elementos similares como carbono (C)
y oxigeno (O), componentes asociados al poliuretano y se detectd bismuto (B1) solo en las

ME de Tecoflex™-BisBAL NPs.
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Figura 4. Caracterizacion de ME de Tecoflex™-BisBAL NPs por SEM. A través del microscopio podemos
ver las ME de Tecoflex™-BisBAL NPs y ME de Tecoflex™ sin firmaco para obtener detalles sobre el color
y la rugosidad. El analisis SEM permitié observar las dimensiones y morfologia de las fibras. El espectro

EDX confirmé la composicion quimica esperada de las muestras analizadas.
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7.3 Propiedades fisicoquimicas, absorcion de agua y fuerza tensional de ME de

Tecoflex™-BisBAL NPs

Los espectros FTIR de las ME de Tecoflex™ (Figura 3a, azul) mostraron una absorcion a
3326 cm’' debido al NH libre en los uretanos, bandas en 2932 y 2850 cm™' fueron
asignadas al CH» asimétrico y la de 2798 cm™ al CH; simétrico. A 1716 cm™, vibraciones
de estiramiento C=0 (Amida I), a 1525 cm™, se observé flexion N-H y C-H (amida II). A
1446y 1366 cm™ se observo flexion de CHz mientras que a 1228 cm™ y 1228 cm! también
se observo flexion de CN (amida I1I). Finalmente, el pico a 1100 cm™ correspondi6 al C-
O-C simétrico en el politetrametilenglicol utilizado como segmento blando y debido al C-
O-C en el uretano, mientras que a 980 cm™ se produjo flexién simétrica de C-O-C mientras
que a 779 cm™! se produjo flexién simétrica en ciclohexano observado. Las diferencias de
las ME de Tecoflex™ con relacion a las que contienen nanoparticulas fueron ligeras
(Figura 3a, rojo) a medida que la regiéon NH se dividio en las absorciones principales
ubicadas en 3449 y 3334 cm™!. Un pequefio cambio en la flexién del CH; a 1371 cm™ con
un desplazamiento del C-O-C a 1247 cm™. Nuevas bandas en 997, 956, 836, 864 y 779
cm’!. La espectroscopia Raman se muestra en la Figura 3b. Tecoflex™ sin fArmaco mostro
picosa 2921, 2862y 2798 cm™! correspondientes a absorciones de CH. También se detectd
un pico de baja intensidad a 1720 cm™ asignado a C=0. A las 1486 y 1438 se observo
absorcion de CHa. Las absorciones a 1298, 1115, 1037, 966, 900 y 834 cm™' mostraron el
cambio esperado con respecto a los espectros IR. Cuando se incorporan BisBAL NP a las
bandas Tecoflex™ EM en 2928, 2864, 2798, 1488, 1438, 1297, 1122 y 838 cm™! quedaron
muy similar. Esto significa que no se detectd la incorporacion de nanoparticulas
probablemente debido a su baja concentracion. Por otra parte, la absorcion de agua de las
ME de Tecoflex™-BisBAL NPs demostraron un hinchamiento de mas del 94 % en peso
himedo (Ph) en comparacion con el peso seco (Ps) después de 24 h de exposicion en PBS
(Fig. 3C). Finalmente se realiz6 una prueba de fuerza tensional para determinar las
caracteristicas mecénicas de ME de Tecoflex™-BisBAL NPs y ME de Tecoflex™ sin
farmaco. La curva de carga-desplazamiento de ME de Tecoflex™-BisBAL NPs y ME de
Tecoflex™ sin farmaco se presenta en la Figura 3D. La resistencia a la tension de ME de
Tecoflex™-BisBAL NPs fue de 1,76 MPa £ 0,84 SD y de 0,95 MPa + 0,23 SD para ME

de Tecoflex™ sin farmaco.
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Tabla 1. Espectros FTIR de ME de Tecoflex™ y Tecoflex™-BisBAL NPs

Absorcién en longitud de onda (cm™)

Tecoflex™ BisBAL
Enlace quimico Tecoflex™
NPs
N-H Libre 3326 3449y 3334
CH2 Asimétrico 2932y 2850 Similar
CH2 Symmetric 2798 Similar
C=0 (Amida ) 1716 Similar
N-H y C-H (amida IT) 1525 Similar
Curva CH> 1446-1366 1371
Curva C-N (amida IIT) 1228 1247
Curva simétrica de Politetrametilenglicol C-O-C 1100 Similar
Curva simétrica de uretano C-O-C 980 Similar
. 997, 956,
Especificos de Tecoflex™-BisBAL NPs
864, 836
Curva simétrica de ciclohexano 779 Similar
A) 8)
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Figura 5. Caracterizacion FTIR, Raman, prueba de absorcion de agua y resistencia tensional de ME de
Tecoflex™-BisBAL NPs. A) Espectro Raman, B) Espectro FTIR y C) Patron de absorcion de agua de ME
de Tecoflex™-BisBAL NPs y ME de Tecoflex™. D) La curva carga-desplazamiento de ME de Tecoflex™-
BisBAL NPs y ME de Tecoflex™ sin farmacos.
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7.4 Ensayo de proliferacion

A 24 h de incubacidon, los FGH no aumentaron en nimero en el grupo sembrado en las
ME de Tecoflex™ sin farmacos (Figura 4), manteniendo un estado de latencia o
adaptacion al sustrato, en contraste con el grupo control con un aumentol,5 veces después
de 24 h de incubacion (37 °C; 5 % de CO»). Fue a partir de las 48 h que el comportamiento
exponencial de proliferacion fue similar en el grupo experimental de Tecoflex™ libre de
farmacos al igual que en el grupo control. Se observaron nucleos celulares sanos después
de la tincion con DAPI (Fig. 4-11I) y una imagen fusionada con campo claro demuestra la
presencia de las células a diferentes nivele de las fibras de Tecoflex™ al apreciar los
nucleos tanto por encima de las fibras, como al fondo. En conjunto, estos resultados
apoyan la hipotesis de que las ME de Tecoflex™ promueven la proliferacion entre los

FGH dando pie a su uso como vehiculos para liberacion localizada.

Figura 6. Ensayo de proliferacion de FGH sobre ME de Tecoflex™ se analizaron a 24, 48 y 72 h después

de la incubacion (37 °C; 5 % de CO?). 1) Fotografia representativa de exposicion directa de la membrana a
los FGH. Se utilizaron como control (CTRL) células que crecieron sin ninguna ME. II) Curva tiempo-
respuesta de ME de Tecoflex ™ sin farmacos en FGH durante 24, 48 y 72 h. III) FGH expuestos a nocodazol
200 nM como control de muerte celular. IV). Nucleos de células sembradas sobre una placa de 96 pocillos.
V) Fusion de campo claro y microscopia de fluorescencia que ilustra la presencia de células sobre las fibras

de Tecoflex™,
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7.5 Presencia de MRSA en aislados clinicos de pacientes.

La cepa MRSA se aislo de una paciente con lesion mamaria en la sala de Medicina Interna
durante el ano 2023 (Figura 5). Los resultados de susceptibilidad mostraron resistencia a
oxacilina (es decir, resistencia a Meticilina) y susceptibilidad a ciprofloxacina,
levofloxacina, moxifloxacina, clindamicina, daptomicina, eritromicina, gentamicina,

tetraciclina, trimetoprima y linezolid.
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Figura 7. Espectro de masas MALDI-TOF de aislado clinico de MRSA empleando el software flexAnalysis

(Bruker Daltonics).
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7.6 Potencial antimicrobiano de ME de Tecoflex™-BisBAL NPs

Mediante difusion en disco (Fig. 6 i, ii) se determind la capacidad de la membrana
electrohilada de Tecoflex™-BisBAL NPs para interferir con el crecimiento de MSSA-
ATCC y MRSA aislado de paciente. Los resultados mostraron una fuerte propiedad
antimicrobiana de ME de Tecoflex™-BisBAL NPs similar a la obtenida con vancomicina,
también se demostr6 que la membrana sin presencia de nanoparticulas carece de actividad
antimicrobiana, respecto a las BisBAL NPs en solucidn, presentar el mayor halo de
inhibicién en el ensayo, esto debido a su liberacion inmediata y contacto directo con los
microorganismos. Con el objetivo de obtener datos cuantitativos, se realizd un recuento
de colonias a partir de la tercera dilucion. Los resultados mostraron que, tras 3 horas de
exposicion, se registrd un 93,11 % y 61,70 % de inhibicion del crecimiento bacteriano
para la cepa MSSA-ATCC y MRSA-CI respectivamente (Figura 6 iii)) con ME de
Tecoflex™-BisBAL NPs. Papel filtro impregnado con 10 mM de vancomicina
proporcion6d 91,32% y 53,41% de reduccion de la cepa MSSA-ATCC y MRSA-CI,
respectivamente. ME de Tecoflex™ sin farmacos revelaron un 100 % de crecimiento
bacteriano para ambos tipos de cepas de S. aureus. En conjunto, estos resultados expresan
la fuerte y rapida propiedad antimicrobiano de las ME de Tecoflex™-BisBAL NPs con
una eficacia similar a la vancomicina, uno de los mejores antibioticos actuales para tratar

las infecciones por MRSA.
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Actividad antimicrobiana ante MSSA ATCC 29213 y MRSA aislado clinico.
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Figura 8. Propiedad antimicrobiano de ME de Tecoflex™-BisBAL NPs mediante difusiéon en disco y
recuento de colonias. (i) Ensayo de difusion en disco utilizado para medir la posible actividad bacteriana de
las ME de Tecoflex™-BisBAL NPs en la cepa MSSA-ATCC y (ii) MRSA aislado de muestras clinicas
(MRSA-CI) (37°C; 5% de CO?, 24h). Se emplearon ME de Tecoflex™ sin firmaco como control negativo
y 10 mM de vancomicina como control positivo. Se desarrollé un ensayo de dilucion en serie y recuento de
colonias para obtener datos cuantitativos de la actividad antimicrobiano de las ME de Tecoflex™-BisBAL
NPs en ambos tipos de S. aureus. Después de 3 h de exposicion a ME de Tecoflex™-BisBAL NPs, ME de
Tecoflex™ sin farmacos o papel de filtro impregnado con 10 mM de vancomicina, se sembraron bacterias
y se midi6 el UFC después de 24 h de incubacion. La actividad antimicrobiana se destaco significativamente
con las ME de Tecoflex™-BisBAL NPs al tener un comportamiento muy similar al de vancomicina
(*p<0,0001). Las barras de error indican media = DE (n=4), el asterisco indica diferencias estadisticas

(0=0,05).
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7.7 Propiedad antitumoral de ME de Tecoflex™-BisBAL NPs

Los resultados de actividad antitumoral revelaron que con las ME de Tecoflex™-BisBAL
NPs se redujo el 86 % del crecimiento de las células MCF-7 (Figura 7), doxorrubicina
(DOX) disminuy6 el 53% y ME de Tecoflex™ sin fairmacos no interfirieron con la
proliferacion de células MCF-7 (Fig. 7A). Las ME de Tecoflex™-BisBAL NPs solo
requirieron 15 minutos de exposicion para reducir el 70,1 % del crecimiento de células

tumorales, resultados contrastantes al 2% 1 mM de doxorrubicina (Fig. 7B).
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Figura 9. Propiedad antitumoral de las ME de Tecoflex™-BisBAL NPs en células de cancer de mama
humano. A) Por medio de Presto blue se determiné la capacidad de ME de Tecoflex™-BisBAL NPs para
bloquear la proliferacion de células MCF-7. Se utilizaron ME de Tecoflex™ sin fAirmaco como control
negativo y 1 mM de doxorrubicina como control positivo. Después de la incubacion (37°C; 5 % de CO»; 24
h), se midio la viabilidad celular y se expresé como porcentaje. B) Se llevé a cabo el mismo experimento,

pero en actividad temprana a cortos tiempos (15, 30, 60 y 120 minutos). La actividad antitumoral se redujo
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significativamente con el tratamiento con ME de Tecoflex™-BisBAL NPs en comparacion con todos los
grupos (*p<0,0001). Las barras de error indican media + DE (n=3), el asterisco indica diferencias

estadisticas (0=0,05).
7.8 Mecanismo de accion de ME de Tecoflex™-BisBAL NPs

Se evalud la permeabilidad de la membrana celular mediante fluorescencia con el ensayo
de Calceina AM con el fin de dilucidar el mecanismo de accion de las ME de Tecoflex™-
BisBAL NPs en MCF-7. Entre los resultados obtenidos, ME de Tecoflex™-BisBAL NPs
suprimen el crecimiento de las células tumorales y se ha observado un fondo negro con
pocos puntos de tincion fluorescente verde restantes desde los 15 min. hasta la Gltima

condicion experimental estipulada a las 24 h (Figura 8).

CTRL

ME deTecoflex ™

ME de Tecoflex™
-BisBAL NPs

DOX

Figura 10. Evaluacion de la permeabilidad de la membrana celular de MCF-7 a 15 min, 30 min, 60 min,
120 min. y 24 h de exposicion a ME de Tecoflex™-BisBAL NPs. Las células MCF-7 se expusieron durante
24 horas a ME de Tecoflex™-BisBAL NPs o ME de Tecoflex™ sin farmacos y se midi6 la intensidad de la
fluorescencia de Calceina AM. Las células tumorales que crecieron en medios de cultivo en ausencia de
cualquier farmaco se utilizaron como control de crecimiento, mientras que la doxorrubicina (DOX) 1 mM

sirvio como control de inhibicion positiva.
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8. DISCUSION

El cancer de mama sigue siendo un gran desafio para la medicina moderna, una
recuperacion exitosa es principalmente a una deteccion temprana y abordaje efectivo. A
la fecha, se han propuesto diferentes dispositivos de tratamiento local para cicatrizacion e
infecciones, sin embargo, con enfoque en el tratamiento de cancer de mama, no hay. En
este estudio se desarrolld6 una membrana electrohilada cargada con nanoparticulas
lipofilicas de bismuto y se evaluaron sus propiedades antitumorales y antimicrobianos.
ME de Tecoflex™-BisBAL NPs mostro fibras de 4,74 um donde las BisBAL NPs se
distribuyeron homogéneamente en la superficie de la fibra. Anteriormente, Permyakova
et al.,, 2023 fabricaron nanofibras electrohiladas cargadas Ag NPs y mostraron una
deposicion uniforme en la superficie de las nanofibras (Permyakova et al. 2023). Las ME
de Tecoflex™ sin farmacos mostraron un didmetro mas bajo (3,97 um) en comparacion
con ME de Tecoflex™-BisBAL NPs (4,74 um), probablemente debido a las condiciones
experimentales de fabricacion, puntualmente al voltaje, ya que fue el tinico factor variable
entre grupos con 22 kV para Tecoflex™ sin fairmacos y 12 kV para Tecoflex™- BisBAL
NPs. Cuando se utilizo espectroscopia de rayos X de dispersion de energia, los espectros
de la membrana sin farmaco y la que contiene BisBAL NPs fueron muy similares, los
picos que presenta el espectro de Tecoflex™-BisBAL NPs son caracteristicos de la
presencia del bismuto, corroborados en la espectroscopia de bismuto coloidal de la fig. 1.
Este dato es relevante porque todas las propiedades biologicas estudiadas en ME de
Tecoflex™-BisBAL NPs estaran asociadas unicamente a la presencia de BisBAL NPs y
no a ninguna otra molécula o disolventes residuales. Se encontraron pequeiias diferencias
espectrales entre las ME de Tecoflex™-BisBAL NPs y las ME de Tecoflex™ sin farmacos
cuando se realizaron ensayos FTIR. Por ejemplo, ME de Tecoflex™-BisBAL NPs
mostraron absorciones ubicadas en 3449 y 3334 cm™! en la region NH. Por el contrario,
Tecoflex™ sin formacos mostré una absorciéon de 3326 cm™ debido al NH libre en los
uretanos. Ademas, se observo un pequefio cambio en la flexion del CH2 a 1371 cm™ junto
con un desplazamiento del C-O-C a 1247 cm™! en ME de Tecoflex™-BisBAL NPs. ME
de Tecoflex™-BisBAL NPs mostraron un 94 % de absorcion de agua después de 24 horas
de exposicion. Este comportamiento en las membranas electrohiladas juega un papel

importante en la adhesion y la proliferacion celular (Jadbabaei et al. 2021), pero también
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es importante en las heridas exudativas. Este resultado sugiere la capacidad de hidratacién
de las ME de Tecoflex™-BisBAL NPs en un sistema bioldgico y su capacidad de
administracion local de farmacos. Cuando se evaluaron las propiedades mecanicas,
nuestro resultado muestra que BisBAL NPs confiere un 66 % mas de resistencia a
Tecoflex™, en comparacion con las ME de Tecoflex™ sin farmacos. Anteriormente, se

informé que las membranas electrohiladas Tecoflex™

muestran buenas propiedades
mecanicas para aplicaciones biomédicas, incluso mejores que las arterias coronarias
(Detta et al. 2010), si bien no se describe el mecanismo por el cual la resistencia aumento
al tener como componente de su fabricacion las BisBAL NPs, el hecho de mejorar atin
mas su caracteristica resistencia es un dato favorable para el desempefio posterior de la
membrana. Nuestros resultados también refuerzan la hipotesis de que las ME de
Tecoflex™ libres de farmacos estimulan la proliferacion de FGH. Anteriormente,
Venegas-Cervera et al., 2021 describieron la proliferacion de fibroblastos humanos que
crecen en una membrana Tecoflex™ densa, en contraste con FGH sembrados en una
membrana electrohilada de Tecoflex™ y una membrana electrohilada con Tecoflex™ y
arginina como extensor de cadena (Venegas-Cervera et al. 2021). En nuestros
experimentos, cuando los FGH se tifieron con DAPI y se observaron mediante
microscopia fluorescente, se mostr6 una buena integracion de los FGH en ME de
Tecoflex™ sin farmacos. Respaldando nuestros resultados, Venegas-Cervera et al., 2021
informaron un mayor alargamiento de los fibroblastos humanos en membranas
electrohiladas que en membranas densas (Venegas-Cervera et al. 2021). Lindsay et al.,
2015 desarrollan andamios Tecoflex™ electrohilados recubiertos con péptido similar a
elastina y se obtuvo una excelente viabilidad, proliferacion y expresion genética en
fibroblastos de cuerdas vocales humanas. En general, nuestros resultados indican que las
ME de Tecoflex™ libres de farmacos no interfieren con la proliferacion de FGH, lo que
respalda declaraciones anteriores sobre su biocompatibilidad y posible aplicacion clinica
en medicina (Macossay et al. 2014). La actividad antimicrobiana de ME de Tecoflex™-
BisBAL NPs se analiz6 en la cepa MSSA-ATCC y MRSA-CI aislada de un paciente
infectado. El resultado muestra una potente actividad antimicrobiano de ME de
Tecoflex™-BisBAL NPs en ambos tipos de Staphylococcus aureus. Las nanofibras

electrohiladas cargadas con NP de Ag 0,01 M redujeron el crecimiento de S. aureus
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después de 6 h de exposicion y la formacion de biopeliculas ( Permyakova et al. 2023).
Kumar et al., 2020 han descrito el efecto inhibidor de una membrana de nanofibras
cargada con nanoparticulas de 6xido de grafeno sobre el crecimiento de E. coli. Néf et al.,
2024 han informado sobre las propiedades antimicrobianos de un nanocompuesto 6seo
electrohilado de PGLA/fosfato de calcio amorfo, lo que disminuye la adhesion de aislados
clinicos de S. aureus y S. epidermidis. ME de Tecoflex™-BisBAL NPs redujeron el
crecimiento de las células MCF-7 en un 87% (37°C; 5% CO2; 24 h), mientras que las ME
de Tecoflex™ sin farmacos no afectaron el crecimiento de las células tumorales. Este
resultado demuestra en primer lugar la eficacia de las ME de Tecoflex™ como vehiculo
para la administracion de farmacos en el sitio de interés sin alterar la fisiologia del tejido
local. Ademas, se corrobord el éxito de la liberacion de BisBAL NPs al inhibir el
crecimiento de las células MCF-7 después de solo 15 minutos disminuyendo el 70% del
crecimiento de las células tumorales. No hay informes previos que empleen membranas
electrohiladas de Tecoflex™ cargadas con agentes antitumorales que evalien la actividad
antitumoral. Li et al., 2023 describieron la actividad antitumoral in vivo de una membrana
electrohilada de policaprolactona cubierta con paclitaxel biodegradable en un modelo de
raton desnudo con xenoinjerto. ME de Tecoflex™-BisBAL NPs podrian colocarse
inmediatamente después de la cirugia durante la extraccion del tumor y, segin sus
propiedades descritas a lo largo de este estudio, pueden evitar tanto la recurrencia del
cancer de mama como infecciones de las heridas. Dada la ausencia de citotoxicidad de las
ME de Tecoflex™ sin farmacos descritas en el presente estudio, no es necesaria su
eliminacion evitando en todo momento el crecimiento de células tumorales y metastasis.
Los ensayos de Calceina AM respaldan el mecanismo de accion sobre la perturbacion de
la permeabilidad celular de las células MCF-7 después de la exposicion a ME de
Tecoflex™-BisBAL NPs, incluso después de un corto tiempo (15 min). Anteriormente,
este mecanismo se describié empleando suspensiones de BisBAL NPs (Hernandez-
Delgadillo et al. 2018 y Garcia-Cuellar et al. 2023), incluida la alteracion del citoesqueleto
y la genotoxicidad. Al principio, Dey et al, 2022 informaron sobre el mecanismo de accién
de las Ag NPs que promueven la despolarizaciéon de la membrana mitocondrial, la
generacion de especies reactivas de oxigeno y la pérdida general de la homeostasis

mitocondrial (Dey et al. 2022). Recientemente, Meher et al., 2024 describieron el efecto
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de las nanoparticulas de ajo y oro sobre el citoesqueleto, inhibiendo especificamente la
red de microtubulos en células de adenocarcinoma de mama humano (MDA-MB-231).
Diferentes publicaciones reportan diferentes mecanismos de accion de las nanoparticulas
lipofilicas de bismuto, dependientes de concentracidon, linea celular y método de
exposicion

, de ellos, el mecanismo mas constante y que se explord en la presente investigacion fue

el efecto a nivel membrana celular.
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9. CONCLUSION

La membrana electrohilada Tecoflex™ funcionalizada con nanoparticulas lipofilicas de
bismuto (ME de Tecoflex™-BisBAL NPs) inhibe el crecimiento de células tumorales de
células de céncer de mama, asi como también inhibe el crecimiento de cepas
multirresistentes nosocomiales como MSS4 y MRSA lo que disminuye el riesgo de
infecciones posoperatorias de las heridas. Cargadas en un vehiculo inerte como el
poliuretano por electrohilado, podria emplearse como tratamiento topico para reducir la

recurrencia de CM después de la cirugia de remocion tumoral.
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10. PERSPECTIVAS

Este proyecto deja claro el potencial visto en la aplicacion local de un principio activo sobre
un vehiculo como las membranas electrohiladas, para cumplir objetivos terapéuticos variados.
La intencion seria el aplicarlo en otro tipo de cancer, por su presentacion y por los antecedentes

del principio activo (BisBAL NPs) puede ser efectivo en otras lineas cancerigenas.

Modelo animal murino para ensayos de biocompatibilidad, buscando aproximarse mas a

ensayos clinicos.

Analizar sus propiedades como andamio para la regeneracion tisular.
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