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|. Resumen

La piel es el 6rgano mas grande del cuerpo humano, entre sus multiples funciones
esta el funcionar como barrera de primera linea del sistema inmune, a su vez
permitiendo mantener la homeostasis, regular la temperatura y permitir el sentido

del tacto, por lo cual este es un 6rgano altamente complejo y vital.

Sin embargo, en ocasiones las lesiones sufridas sobrepasan las capacidades de
este 6rgano para mantener su funcion de barrera contra patdgenos, por lo que la
basqueda continua de materiales y tratamientos para mejorar y acelerar el proceso
de curacion haciendo uso de diferentes medios, desde el uso de plantas y
unguentos, hasta las gazas y compuestos de elaboracién mas compleja han surgido
a lo largo del tiempo. De modo que en tiempos actuales el area de la investigacién
ha centrado su atencién en el creciente campo de la nanotecnologia para esta
aplicacidon, mas especificamente en el desarrollo de nanofibras con el propdésito de
ser usadas como apd@sitos, capaces de mejorar la recuperacion y curacion de una
herida a la par de eliminar y mantener al margen el desarrollo de microorganismos

perjudiciales para este proceso.

Asi, en el presente trabajo se abordara el desarrollo de un compdésito obtenido
mediante la técnica de electrohilado, conformado por PVA; un polimero sintético,
biocompatible, flexible y facilmente electrohilable, Quitosano; un biopolimero
bacteriostatico con propiedades regenerativas y de acarreamiento. Ambos usados
en al campo de la medicina, cuyas desventajas individuales puedan ser sorteadas
al hacer uso sus propiedades en conjunto, de manera que puedan presentar un
efecto sinérgico con el antibidtico topico neomicina. Antibidtico que, por sus
propiedades de baja absorcion en las capas lipidicas de las células, su amplio rango
de accién contra bacterias Gram-negativas ha demostrado ser bastante versatil y

asequible en el campo de la medicina para tratar el 6rgano de la piel.

Palabras Clave: PVA, Quitosano, Neomicina, Electrohilado, Nanofibras.




Abstract

The skin is the largest organ in the human body. Among its many functions is
functioning as a first-line barrier for the immune system, which also helps maintain
homeostasis, regulate temperature, and allow for the sense of touch. Therefore, it is

a highly complex and vital organ.

However, sometimes the injuries suffered exceed the capabilities of this organ to
maintain its barrier function against pathogens, which is why the continuous search
for materials and treatments to improve and accelerate the healing process using
different means, from the use from plants and ointments, to gauze and more
complexly made compounds have emerged over time. So, in current times the
research area has focused its attention on the growing field of nanotechnology, for
this application more specifically in the development of nanofibers for use as
dressings, capable of improving wound recovery and healing while eliminating and

preventing the development of microorganisms harmful to this process.

So that in the present work the development of a composite was addressed,
obtained through the electrospinning technique, composed of PVA, a synthetic,
biocompatible, flexible, and easily electrospun polymer; and Chitosan, a
bacteriostatic biopolymer with regenerative and transport properties. Both polymers
are used in the field of medicine, and their individual disadvantages could be
overcome by utilizing their properties together, so that they can have a synergistic
effect with the topical antibiotic neomycin. This antibiotic, due to its low absorption
properties in the lipid layers of cells and its broad range of action against Gram-
negative bacteria, has proven to be quite versatile and affordable in the field of

medicine for treating the skin organ.

Keywords: PVA, Chitosan, Neomycin, Electrospinning, Nanofibers.




ll. Antecedentes tedricos

Piel

La piel es el érgano mas grande del cuerpo humano, cubriendo totalmente la
superficie exterior del mismo, de manera que constantemente se encuentra
expuesta a diversos dafos puesto que funge como una barrera protectora de
primera linea entre el exterior y el interior del organismo contra agentes quimicos y
fisicos como la luz UV, contaminantes presentes en el ambiente, asi como agentes
patdgenos y heridas de diversos tipos. Ademas de servir como una barrera, ambas
capas principales de la piel: la dermis y la epidermis, también juegan un papel
importante al ayudar a mantener la homeostasis del cuerpo al cumplir con funciones
de caracter metabdlico, termorreguladoras, de liberacion de agua al ambiente, de
reabsorcion. Ademas de patrticipar en procesos inmunoldgicos, siendo este érgano
altamente vascularizado (Boer et al.,, 2016; Cafiedo-Dorantes & Cafiedo-Ayala,
2019; H et al., 2017).

De lo anterior se hace evidente la importancia de mantener la piel integra y en
buenas condiciones y si bien la capacidad de este 6rgano para regenerarse es
considerable, pues esta se renueva constantemente, casos en los que las heridas
sufridas sobrepasan la capacidad de la piel para mantener su integridad generando
una brecha en dicha barrera son comunes. Siendo una herida el dafio que sufre una
estructura anatémica, asi como de sus funciones consecuencia de dicho dafio
dependiendo de la severidad del mismo. En el érgano de la piel, esto provoca una
serie de procesos complejos mediante los cuales el organismo buscara sanar los
tejidos dafiados, todo este proceso se divide en cinco fases principales: hemostasia,
inflamacion, crecimiento, re-epitelizacion y remodelacién. Sin embargo, estos
procesos pueden verse obstaculizados dependiendo de la severidad y el tipo de
herida de la que se trate pues a mayor gravedad en la herida, mas profusa esta es
y mas comprometidos se encuentran los tejidos circundantes a la misma,

aumentando en consecuencia el tiempo de curacion, y por consiguiente acarreando




un mayor riesgo de ser comprometidas por factores externos, siendo uno de estos
la colonizacion y posible infeccién del tejido debido a uno o varios agentes
patogenos (Fatahian et al., 2020; Tottoli et al., 2020).

Las infecciones se definen como aquellas afecciones debidas a la presencia de un
microorganismo 0 a sus productos toxicos en los tejidos del huésped siendo estas
afecciones la expresion clinica del proceso infeccioso, traduciéndose en signos y
sintomas, asi como el dafio causado por el agente infeccioso que aparecen tras la
transmision del mismo. Estas se pueden clasificar mediante los multiples patégenos

que las causan, siendo los principales los siguientes grupos:

» Priones: Estos son los agentes infecciosos mas sencillos conocidos, se
conforman por una molécula de proteina.

» Virus: Conformado una uUnica especie de &cido nucleico (ADN o ARN),
transportan informacién genética para su propia replicacion, para lo que
utiliza la maquinaria celular.

» Bacterianas: Contienen ADN y ARN, recubiertos por una membrana celular
y algunas bacterias demas tienen una pared celular.

» Eucariontes: Mas complejos que los anteriores, capaces de compartimentos
subcelulares con funciones especializadas. Estan conformados por
protozoos, hongos y otros organismos multicelulares (Clebak & Malone,
2018; Garcia Palomo et al., 2010).

De los anteriores mencionados, especialmente la presencia y proliferacion, de estos
dos ultimos patégenos resultan en complicaciones para el proceso de curacion de
tejido dafado, este factor toma especial importancia cuando se trata con heridas
consideradas cronicas o quirdrgicas pues estas suelen ser profusas y de lenta
curacion. Debido a que en el entorno de la herida se encuentran microorganismos,
exudados, una superficie apta y micronutrientes se genera un microbioma apto para
la proliferacion de bacterias que dan a lugar a la aparicion de biopeliculas, las cuales
se encuentran relacionadas a la posterior infeccion y complicaciones de las zonas
afectadas, pues estas confieren tolerancia a tratamientos antibacterianos y

condiciones desfavorables; Asi como un aumento en la taza de proliferacion de las




mismas. Las biopeliculas en infecciones persistentes rara vez se superan con la
respuesta inmune del huésped; Tan solo en 2012 se informo6 que al menos el 80%
de las infecciones de sitio quirdrgico estan asociadas a biopeliculas (Percival, 2017;
Tottoli et al., 2020).

Prevencion y desinfeccion de heridas

Si bien, de lo anteriormente mencionado se puede concluir que la presencia de
bacterias en una herida es un fendmeno inevitable y que la formacion de
biopeliculas, asi como la resistencia que esta confiere a los microorganismos que
la conforman resulta problematico para el tratamiento y curacion de la zona
afectada, existen formas de controlarlo. Una de las principales técnicas aplicadas
para la prevencion y tratamiento de infecciones cutaneas, es la antisepsia. La cual
se refiere al proceso de reducir o inhibir el crecimiento de microorganismo mediante

la limpieza de la zona y posterior aplicacién de antisépticos.

Estos son productos quimicos, capaces de prevenir o detener la accion de los
microrganismos ya sea inhibiendo sus funciones o destruyéndolos mediante
diferentes mecanismos, algunos actuando contra patégenos especificos y otros a
los que se les conoce como de amplio espectro, abarcando una amplia gama de
microorganismos. Por ejemplo: La amikacina, un antibiético aminoglucésido
semisintético cuyo mecanismo de accién es mediante la interferencia de la union
del ARNm vy los sitios aceptores de ARNLt, inhibiendo el crecimiento bacteriano
principalmente contra bacterias Gram-negativas; Clindamicina es un antibiético
semisintético cuya funcion se basa en la inhibicion de la sintesis de proteina
bacteriana al unirse al ARNr provocando la interrupcion en el ensamblaje del
ribosoma y el proceso de traduccion, deteniendo el crecimiento bacteriano, en esta
misma clasificacion por su mecanismo de accion se encuentra la gentamicina
espectro de actividad abarca los microorganismo aerobios Gram-negativos y Gram-
positivos; Minociclina, un farmaco semisintético de clase tetraciclina cuyas
propiedades antibacterianas tienen efecto contra Gram-negativas y Gram-positivas
al unirse al ARNr 16 y superponiéndose al bucle del tallo anticodon del ARNt del
sitio aminoacilo en subunidad 30S. Esto bloquea el ARNt del sitio A, evitando asi la




sintesis de proteinas y la replicacion bacteriana (Dallo et al., 2023; Lucero & Dryden,
2019; Rutala & Weber, 2019).

Antibidticos

El uso de antibacterianos para la prevencién y tratamiento de heridas, como se
menciond anteriormente, es una practica comun para reducir la proliferacién de
microorganismos Yy evitar la formacion de biopeliculas en heridas sobre todo de
indole cronica o quirdrgica, pues si bien existen alternativas de tratamiento de
manera oral la ventaja que presentan los antibiéticos tdpicos es su efecto focalizado
a la zona dafiada sin alterar la flora bacteriana de por medio u otros efectos
secundarios indeseables como nauseas 0 voOmitos, ademas de una reduccion en la
probabilidad de presentarse resistencia bacteriana. Estos antibidticos topicos
pueden dividirse en naturales o sintéticos de acuerdo a su origen, de acuerdo a su
mecanismo de accion se dividen en: Inhibidores de la sintesis de la pared
bacteriana, los betalactamicos son una familia extensa de antibioticos dentro de esta
categoria (Penicilinas, cefalosporinas, monobactames, etc.), muy utilizados en la
aplicacion clinica lo cuales interfieren en la Gltima etapa de la sintesis de la pared
celular al unirse a las enzimas llamadas PLP (proteinas ligadoras de penicilina),
necesarias para la sintesis de peptidoglucano. Ademas de activar enzimas liticas

(autolisinas) que llevan a la muerte bacteriana (Punjataewakupt et al., 2019).

Otro grupo de antibiéticos que actian en la pared celular bacteriana son los
glicopéptidos los cuales inhiben la ultima etapa de sintesis y ensamblado del
peptidoglucano de la pared celular, ejerciendo un efecto bactericida alterando la
permeabilidad de la membrana citoplasmatica y la sintesis de ARN; Inhibidores de
la sintesis de acidos nucleicos, la rifampicina, las quinolonas, los nitroimidazoles y
nitrofuranos son algunos de los antibiéticos que se encuentran en este grupo, al
unirse a enzimas que participan en las etapas de transcripcion y replicacién del
ADN impidiendo que el proceso continde; Ademas tenemos a los inhibidores de la
sintesis proteica, esto se puede dar mediante la unién al ribosoma bacteriano, la
inhibicion del inicio de la transcripcion, el bloqueo de la unién de ARNt con el ARNm,
etc. Para finalmente inhibir la sintesis proteica, dicho proceso es selectivo debido a




las diferencias estructurales entre ribosomas bacterianos y eucariotas, ejemplos de
estos antibidticos son los aminoglucésidos y los macrélidos; Finalmente la accion
sobre vias metabdlicas, muchas bacterias utilizan la sintesis de folatos para
sintetizar &cidos nucleicos, antibidticos como las sulfamidas actian como
antimetabolito y la trimetoprima inhibe de forma reversible la enzima dihidrofolato
reductasa bacteriana de modo que ambas pueden actuar como inhibidores de dicha
ruta metabolica (Punjataewakupt et al., 2019; Ray et al., 2019; Trevifio & Molina,
2022).

Neomicina

La neomicina es un antibiético de amplio espectro perteneciente al grupo de los
aminoglucésidos, los cuales son utilizados para el tratamiento de infecciones de piel
y mucosas. Al igual que otros miembros de la familia de los aminoglucdésidos. Este
grupo de medicamentos es particularmente eficaz para matar organismos Gram-
negativos, lo que permite una buena cobertura de los organismos entéricos (Veirup
& Kyriakopoulos, 2023).

La neomicina se transporta activamente hacia las células bacterianas, donde se une
a los receptores presentes de la subunidad 30s del ARN ribosémico interrumpiendo
el proceso de traduccion de las bacterias, o que conduce a los efectos bactericidas
del medicamento. De modo que proteinas anormales no funcionales son formadas,
debido a la interpretacidon errénea del ADN bacteriano. Eventualmente las bacterias
susceptibles mueren a causa de la falta de proteinas funcionales. Siendo efectivo
contra organismos Gram-negativos (Escherichia coli, Salmonella, Vibrio cholerae,
Haemophilus influenzae, etc.) y Gram-positivos (Staphylococcus aureus,
Corynebacterium diphtheriae, Streptococcus faecalis, etc.) Sin embargo, no es
eficaz en el tratamiento de Pseudomonas aeruginosa y bacterias anaerobias, asi

como contra estreptococos (Dallo et al., 2023; Santos et al., 2019).

El farmaco es un polvo cristalino higroscopico de color blanco amarillento, bastante
soluble en agua, que no tiene afinidad con el alcohol, la acetona, el cloroformo y el
éter etilico. Se absorbe pobremente en las capas lipidicas debido al tamafio de la
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molécula y su hidrofilicidad. Por lo cual, el tamafio de la particula de neomicina, esta
relacionado con su absorcion, lo que puede interferir con su biodisponibilidad y

actividad antimicrobiana (Veirup & Kyriakopoulos, 2023)
Apositos

Ademas de un tratamiento antiséptico efectivo es necesario recubrir la herida a fin
de generar una barrera que permita mantener la herida libre de patdégenos y
contaminantes a la par de permitir que el organismo lleve a cabo la regeneracion
del tejido dafiado. Bajo esta necesidad es que surge el uso de los apoésitos de
heridas, estos son definidos como materiales capaces de imitar algunas de las
funciones de la matriz extracelular de la piel, permitiendo el tratamiento de heridas
al fomentar la formacion de tejido nuevo con las condiciones 6ptimas de humedad,
temperatura, pH e intercambio gaseoso, al mismo tiempo, que previene el dafio de
la piel perilesional por exceso de exudado. Estos son materiales de aplicacion
directa, cubriendo la herida actuando como una barrera contra las infecciones, pues
estos al tener la capacidad de reducir la diseminacion microbiana en el lecho de la
herida tienen un papel crucial tanto en la prevencién como en el tratamiento de las

biopeliculas (Miranda Altamirano & Miranda Altamirano, 2020; Percival, 2017).

En este orden de ideas, el uso de apdsitos se centra en cuatro funciones basicas
gue son manejo del tejido (limpieza de la herida y desbridamiento de tejido
desvitalizado), manejo de infecciones asociadas o prevencion de las mismas,
mantener el balance de humedad del medio de la herida y servir como soporte para

la reepitelizacion (Martinez-Correa et al., 2020).
Tipos de apdésitos

Los apositos al ser tan amplios, pueden ser clasificados de diferentes maneras de
acuerdo a sus diferentes propiedades (complejidad, interaccion bioldgica con la

herida, naturaleza del biomaterial polimérico, etc.) Estos pueden ser clasificados:
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Por su complejidad
Tradicionales

Entre estos se encuentran las gazas, yesos, vendas, etc. Son usados como apoésitos
primarios o secundarios para proteger la herida de las condiciones del ambiente,
hacer hemostasia, absorber exudado, para realizar asepsia y preparar la piel para

aplicar medicamentos u otros apoésitos.

Estos pueden ser de materiales tejidos o no tejidos, fabricados a partir de algodon
o poliéster. Sin embargo, suelen causar dolor al ser retirados, limitan el proceso de
cicatrizacion y aumentan el riesgo de infeccion, aumentando el tiempo de
cicatrizacion en comparacion a los apositos avanzados. Pero a diferencia de estos

altimos el uso de estos apositos es econdémico y asequible (Rutala & Weber, 2019).
Avanzados

Estos tipos de apdsito son disefiados para cumplir una funcién biol6gica, mediante
los materiales con los que estan fabricados o mediante un principio activo. Ademas
de mantener un ambiente humedo en el sitio de la herida a la par que acelera el
proceso de cicatrizacion, aumentando la migracion de células epiteliales a los

margenes de la herida.

Adicionalmente, proporcionan otras caracteristicas deseables en el proceso de
curacion de heridas como actividad desbridante, promover la migracion epidérmica
al mantener un ambiente humedo en la herida, baja adherencia, proteccién ante
traumas, bajos recambios del apdsito, aislamiento térmico, absorcién del exceso de
exudado, proteccion a infecciones y un adecuado intercambio gaseoso (Rutala &
Weber, 2019; Sadeghi-Aghbash et al., 2022).

Por la interaccion biologica con la herida

Relacionados con la clasificacion anterior es posible dividir los apdsitos de acuerdo
a su interaccion bioldgica con la herida. Dentro de esta categoria se encuentran los

apaositos que no afectan los procesos celulares de la herida, dividiéndose en pasivos
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e interactivos, y los apositos que afectan las condiciones biolégicas de la misma,

conocidos como bioactivos (Martinez-Correa et al., 2020).
Pasivos

Caracteristicos por no cumplir ninguna funcion biologica, son usados principalmente
como apdésitos secundarios para cubrir el lecho de la herida o mantener fijos otros

apositos (Martinez-Correa et al., 2020).
Interactivos

Este tipo de apositos se utilizan con el fin de acelerar el proceso de cicatrizacion,
debido a que alteran el ambiente de la herida en la superficie de la misma, sin
cumplir ninguna funcion biolégica y estos se definen de acuerdo con los materiales
con los que son fabricados: Peliculas semipermeables, permiten el intercambio de
gases, pero permanecen impermeables a bacterias y liquidos, generalmente de
hechos de poliuretano son transparentes permiten la inspeccion de la herida sin
tener que removerlos; Espumas, generalmente hechos a base de poliuretano con
un recubrimiento de silicona suave tienen la ventaja de ser altamente absorbentes,
protectoras y aislantes, facilitando un ambiente hiumedo para cicatrizacion de
heridas a la par que se ajustan a la superficies del cuerpo; Hidrogeles, son
materiales hidrofilicos con un alto contenido de agua que le da a la herida humedad.
Utiles en heridas con exudado leve o moderado, no son adherentes; Hidrocoloides,
este material se compone de dos o mas fases, una principal generalmente de
caracter hidrofilico y las demas altamente dispersas en la primera, en una estructura
multicapa haciendo uso de diferentes estructuras (fibras, esponjas, peliculas, etc.),
estos son oclusivos por lo que evitan la entrada de agua, oxigeno y bacterias a la
herida. Ademas de facilitar la inhibicion del crecimiento de bacterias (Davis &
McLister, 2016; Kus & Ruiz, 2020; Rezvani Ghomi et al., 2019a).

Bioactivos

Los apdsitos bioactivos presentan una mejora al hacer uso de las posibles

propiedades biologicas de los materiales a fin de mejorar el proceso de curacion al
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estar constituidos generalmente por materiales basados en polimeros de origen
natural, presentando claras ventajas pues poseen propiedades como:
biocompatibilidad, nula citotoxicidad, biodegradabilidad compatible con la formacion
de tejido nuevo, etc. Permitiendo mejorar activamente la regeneracion tisular ya sea
por medio de la incorporacion de principios activos o haciendo uso de las
actividades enddgenas propias del material con el que estan hechos, propiedades
como la reduccion de especies reactivas de oxigeno y nitrogeno; el alto grado de
grupos funcionales —-OH y —COOH; propiedades antioxidantes; la capacidad de
funcionar como acarreadores de farmacos factores de crecimiento, enzimas, etc.
Permitiendo mejorar el proceso de reepitelizacibn mientras que se reduce la
inflamacion de la herida; reducir el dafio celular por oxidacion; inhibir la colonizacion
bacteriana, mejorar el proceso de curacién y formacién de tejido nuevo

respectivamente (Bianchera et al., 2020; Laurano et al., 2022; Schoukens, 2019).
Por la naturaleza del biomaterial polimérico

Estrechamente relacionada a la clasificacion anterior, un biomaterial es una
sustancia o sustancias, diferentes a un medicamento, de origen sintético o natural
que pueden ser usados en un sistema con el fin de curar, mejorar o reemplazar un
organo, un tejido o funcién del cuerpo. Para el desarrollo de apésitos capaces de
cumplir con las caracteristicas antes descritas es comun el uso de biopolimeros, los

cuales se puedes clasificar en las categorias de (Martinez-Correa et al., 2020).
Naturales

Estan formados por polimeros presentes o producidos en la naturaleza; los
polimeros naturales son macromoléculas biolégicas producidas por organismos
vivos. Pueden ser obtenidos a partir de microorganismos, plantas o tejidos animales.
Debido a que hacen biomimética con la matriz extra celular no producen reacciones
inmunitarias. Estos polimeros se dividen a su vez en proteinas y polisacaridos
(Bianchera et al., 2020).
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Proteinas

Son polimeros compuestos por aminoacidos y una estructura descrita en cuatro
niveles: primaria, secundaria, terciaria y cuaternaria. Ejemplos de estos son el
colageno; proteina capaz de forma fibras macroscépicas y redes en tejidos
conectivos, huesos y musculo pues el colageno de tipo 1 conforma el 70% de la
matriz extracelular, apositos de colageno aceleran la reepitelizacion sirviendo de
soporte para el crecimiento, adhesion, diferenciacion y migracion de fibroblastos;
Fibroina de seda, una proteina de la seda, es un polimero biocompatible, flexible,
alta capacidad de absorcion de agua, permeabilidad al aire funciona como soporte
para la proliferacion, diferenciacion y adhesion de varios tipos de células como
epiteliales, endoteliales, fibroblastos osteoblastos, etc.; Queratina, esta proteina
capaz de ser procesada en diferentes morfologias compone el citoesqueleto de las
células para responder a esfuerzos extracelulares, puede ser usado en heridas
cronicas debido a que promueve la proliferacion, migracion y diferenciacion celular
(Bianchera et al., 2020; Martinez-Correa et al., 2020; Schoukens, 2019).

Polisacaridos

Son polimeros compuestos por cadenas de glucosa unidas por enlaces
glucosidicos. Representan los biomateriales mas abundantes y de mayor
disponibilidad en la naturaleza, lo cual permite una gran versatilidad en sus
aplicaciones como apdsitos. Por ejemplo, la celulosa al no ser toxica, pirogénica y
ser biocompatible, tiene una buena proliferacion celular al hacer biomimética de la
estructura del colageno, ademas posee una alta resistencia mecanica a la tension,
capacidad de hinchamiento y moldeabilidad por lo cual su potencial en aplicaciones
biomédicas es bastante amplio teniendo en cuenta que también tiene la capacidad
de asociar principios activos a sus estructuras para una liberacion controlada; Los
alginatos, como se menciond anteriormente tienen la propiedad de gelificarse al
entrar en contacto con los exudados de una herida, funcionando ademas como
hemostético al servir como matriz para la agregacion de plaquetas y eritrocitos, es
posible mejorar sus propiedades terapéuticas y de biocompatibilidad al incorporarle

farmacos, iones metalicos u otras substancias bioactivas; Acido hialurénico, es el
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principal componente de las matriz extracelular y crea un ambiente adecuado para
cicatrizacion de heridas al estimular la migracion celular, la angiogénesis y regular
el proceso inflamatorio (Bianchera et al., 2020; Martinez-Correa et al., 2020;
Rezvani Ghomi et al., 2019b).

Sintéticos

Si bien una gran cantidad de materiales bioactivos son de origen natural, no todos
comparten ese origen pues aquellos considerados sintéticos son producidos por el
hombre mediante diferentes técnicas para obtener las propiedades fisicas y
quimicas deseadas para una aplicacion especifica. Ejemplos de estos se
encuentran en el Polietilenglicol (PEG), un poliéter obtenido a partir de la
polimerizacién del 6xido de etilo, el cual es biocompatible, hidrofilico, flexible con
baja toxicidad e inmunogenicidad; Polivinilpirrolidona (PVP), una poliamida obtenida
por la polimerizaciéon de la N-vinilpirrolidona, este polimero es hidrofilico,
biocompatible y es usado en conjunto con otros polimeros para formar peliculas o
como molécula de acarreo para diferentes moléculas bioactivas; Poliuretano (PU),
polimeros cuya cadena principal son grupos alifaticos o arométicos unidos por
uretano en un copolimero alternante, siendo este muy versétil en sus propiedades
fisicas, quimicas y biologicas, dependiendo de las técnicas de sintesis;
Policaprolactona (PCL), este es un poliéster compuesto por monémeros de
prolactona, biocompatible con una biodegradacion controlada capaz de mantener
buenas propiedades mecéanicas y propiedades de difusion de principios activos (Kus
& Ruiz, 2020; Martinez-Correa et al., 2020).

Biocompositos

Si bien los biomateriales mencionados con anterioridad muestran propiedades de
gran utilidad en los diferentes ambitos a considerar para el tratamiento de una herida
cutanea, estos cuentan con ciertas desventajas inherentes al propio material usado
tales como limitada biocompatibilidad, resistencia mecénica, solubilidad, etc.

Limitando asi sus aplicaciones, de modo que los compositos son un tipo de
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materiales en los cuales se combinan dos o méas sustancias para formar un material

con propiedades superiores a las de sus componentes individuales.

Estos materiales se encuentran en dos fases distintas: una matriz y un refuerzo; la
fase de material de refuerzo otorga resistencia mientras que la fase de matriz se
une de manera electrostatica al material de refuerzo. De modo que los
biocompositos estan formados por materiales de una o varias fases, derivados de
un origen biologico, denominados biopolimeros los cuales son biomoléculas
poliméricas, producidos en su mayoria por organismos Vivos, €Omo
microorganismos, plantas, algas y hongos. Tan amplios como sus aplicaciones los
permitan, como ejemplo podemos mencionar: los apositos de quitosano/hialurano
cargado con medicamentos antiinflamatorios son capaces de mejorar
significativamente los tiempos de curacion de heridas, reduccion en la aparicion de
cicatrices, ademas de reducir el dafio por oxidacién en las células al secuestrar
especies reactivas de oxigeno; PLA/celulosa ofrecen unas buenas propiedades
mecanicas y térmicas, como una baja densidad, alto coeficiente térmico, nula
toxicidad; aerogeles de celulosa/gelatin pueden sintetizarse a fin de obtener una
variedad de propiedades de acuerdo a la concentracion de cada compuesto y
tratamientos quimicos para generar entrecruzamientos obteniendo una estructura
mas robusta y homogénea entre los biopolimeros (llyas & Sapuan, 2020; Manu et
al., 2022; Molina & Flérez, 2020).
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Apositos basados en PVA/Quitosano
Quitosano

El quitosano (Ch), cuya estructura molecular se muestra en la Imagen 1, es un
polisacarido de origen natural, biodegradable y no téxico, esta compuesto de
cadenas de D-glucosamina y N-acetil-D-glucosamina que se distribuyen
aleatoriamente (Memic et al., 2019; Rubio-Valle et al., 2020).

HO O o)
NH, OH

Imagen 1. Estructura molecular del Quitosano (Ch)

(Teixeira-Costa & Andrade, 2021)

Este procede de la quitina, la cual se compone de unidades 2-amino-2-dedoxid-
glucosa y 2-acetamino-dedoxi-d-glucosa. Esta se obtiene principalmente de la capa
externa de los crustaceos tales como cangrejos y camarones. Otras fuentes de
quitina son los insectos nematodos y la pared celular de algunos hongos, asi como
moluscos. Siendo el segundo polimero mas abundante después de la celulosa en
ser producido por biosintesis (Sivashankari & Prabaharan, 2016; Teixeira-Costa &
Andrade, 2021). El quitosano es obtenido mediante un proceso de desacetilacion
alcalina. Durante este proceso los grupos acetamida se transforman en grupos
aminos primarios, que son los principales grupos funcionales del quitosano (Ahmed
& lkram, 2016).

El quitosano, debido a que cuenta con propiedades antimicrobianas, aunado a
propiedades procoagulantes, antioxidantes, inmuno potenciadoras y promueve la

cicatrizacion de heridas. Asi como una alta biocopatibilidad y biodegradabilidad,
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haciéndolo muy util en el campo de la medicina (Mohebbi et al., 2018; Rubio-Valle
et al., 2020).

Alcohol Polivinilico (PVA)

Por otro lado, el PVA es un polimero sintético semicristalino, estructura molecular
mostrada en la Imagen 2, este facilmente puede formar puentes de hidrogeno
debido a su gran cantidad de grupos hidroxilo. Se obtiene de la polimerizacion del
acetato de vinilo. Es biodegradable, no toxico, biocompatible, hidrofilico, con buenas
propiedades mecéanicas como flexibilidad y capacidad de hinchamiento en medios
acuosos. Puede ser procesado en multiples morfologias como esponjas,

hidrogeles y fibras electrohiladas (Martinez-Correa et al., 2020).

OH |
\)\\

- -n

Imagen 2. Estructura molecular del PVA (Alcohol polivinilico)

(Nagarkar & Patel, 2019)

Membranas de PVA/Ch

Si bien tanto el PVA como el Ch cuentan con propiedades de interés en el campo
de la biomedicina, por si solos también exhiben ciertas desventajas que limitan sus
posibles aplicaciones. Sin embargo, un andamio celular hecho de un compuesto de
ambos biopolimeros sintético y natural respectivamente, puede proporcionar un
material que satisfaga las necesidades para ser un andamio celular adecuado,
aprovechando la biocompatibilidad intrinseca de los materiales naturales y las
propiedades fisicoquimicas de los polimeros sintéticos (Nagarkar & Patel, 2019;
Reddy et al., 2021).
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A pesar de sus propiedades antibacterianas, el quitosano por si solo es insuficiente
para tratar infecciones bacterianas y curar heridas. Por ello, la encapsulacion de
PVA/Ch con antibidticos pueden mejorar aun mas su efecto antimicrobiano
abarcando una mayor gama de bacterias mientras se mantiene un acarreador
eficaz, capaz de controlar y mantener la estabilidad del farmaco en el cuerpo

humano (Hamdan et al., 2021).

Existen en la literatura diferentes trabajos que contemplan el uso de agentes
antibacterianos de uso actual como la neomicina en conjunto con el quitosano a fin
de aumentar las propiedades antimicrobianas de ambos compuestos, tal como se
mencionan en la Tabla 1. De la cual se puede concluir que ambos compuestos tanto
el quitosano como la neomicina son capaces de hacer sinergia cuando se combinan
en un mismo material en cuanto a sus efectos antibacterianos se refiere mejorando
el efecto ejercido sobre microrganismos Gram-negativos y Gram-positivos, ademas
de que es posible trabajar ambos compuestos en conjunto con otros materiales a
fin de mejorar sus propiedades fisicas como resistencia mecdanica, hidrofilicidad,

capacidad de encapsulacion y liberacion de medicamentos y compuestos activos.

Tabla 1: Trabajos previos en uso de neomicina en conjunto con quitosano

Materiales Descripcion Referencia

Se sintetizo hidrogel conformado por
ambos biopolimeros con presencia de
una red de gel débil y de estructura

Hidrogeles de xantano- semiflexible, capaz de liberar el
(Merlusca et

gquitosano cargados farmaco de neomicina de forma
al., 2019)

con neomicina efectiva ante estimulos externos (pH,
temperatura, humedad, etc.), con
efectividad ante Escherichia coli y

Staphylococcus aureus.
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Soluciones salinas de
quitosano (CH-HCI)
mezclado con
soluciones de

neomicina.

Saber, et al. Mezclaron exitosamente
soluciones salinas de quitosano con
soluciones de neomicina (a una
concentracion de 2% y 5% p/v de
neomicia con respecto al quitosano).
De modo que el quitosano actuase
como acarreador eficiente del
farmaco, para ser administrado por via
otica, disminuyendo en gran medida la
ototoxicidad del antibiético al liberarse
de manera gradual en el tejido

aplicado.

(Hossain et
al., 2020)

Peliculas de quitosano-
poli (alcohol vinilico)-

sulfato de neomicina

Se lograron sintetizar peliculas de CH-
PVA-NE, a partir de la mezcla de
soluciones acuosas para cada uno de
los compuestos utilizados, con un
aumento de hidrofilicidad asi como
una mejoria en las propiedades
mecanicas en comparacion a la
pelicula sin carga de neomicina.
Ademas, se reportaron efectos
significativos contra Staphylococcus
aureus y Escherichia coli con un
aumento de actividad antibacteriana
casi 3 veces mayor que la presentada
por la pelicula conformada solo por
CH-PVA. Concluyendo en que estas
peliculas son Gptimas para su uso en

apaositos.

(Merlusca,
Doina, et al.,
2018)
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Hidrogel de
Poloxamero 407 y
guitosano cargado con
sulfato de neomicinay
fosfato sodico de
betametasona

Se obtuvieron hidrogeles muco
adhesivos termo sensibles, aplicables
de manera oftdlmica, capaces de
administrar de manera continua los
farmacos cargados en ellos de manera
gue pudieran ser utilizados para tratar
la conjuntivitis con un minimo impacto

negativo en el tejido aplicado.

(Deepthi &
Jose, 2019)

Nanofibras de
guitosano cargadas

con neomicina.

Dash et al. Sintetizaron fibras de
guitosano cargadas de neomicina,
obtenidas mediante electrohilado, a
partir de quirosano salino (CH--HCI).
Para tratamiento del oido interno.
Dichas fibras presentaban una buena
encapsulacion, asi como una
liberacion sostenida del farmaco,
reduciendo asi la citotoxicidad en las
células del tejido circundante.
Ademas, en comparacion a la
aplicacién solamente del sulfato de
neomicina en el area afectada, el uso
de las fibras cargadas con el farmaco
dio como resultado una taza de

cicatrizacion mayor.

(Sylvester et
al., 2020)
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Se logr6 obtener una pelicula
conformada por la mezcla de
quitosano y neomicina, dicha pelicula
Composito de presentaba mejores propiedades (Guerrero et
guitosano-neomicina. antimicrobianas que las presentadas al., 2020)
por el quitosano sin carga de
neominica. Ademés de una alta

biocompatibilidad.

Nanofibras

El que puede considerarse como el siguiente paso en el desarrollo de apdsitos es
el desarrollo de nanofibras, pues propiedades como: su alta area superficial, su
porosidad interconectada, superficies funcionales adaptables y un didmetro
controlable asi como la capacidad mimetizar las matriz extracelular son
prometedoras en los campos de la ingenieria tisular y medicina regenerativa siendo
posible mejorar la administracién de medicamentos y principios activos, acelerar el
proceso de curacion, mejorar la biocompatiblidad del material, proporcionar
andamios celulares al proporcionar un medio adecuado para el crecimiento,
proliferacion, diferenciacion al poder hacer uso de polimeros naturales, sintéticos y

compdésitos para generar membranas.

Algunos ejemplos de esto materiales son nanofibras de gelatin y nanotubos de
carbono como andamios celulares para el crecimiento de mioblastos; Nanofibras de
PLGA funcionalizadas con péptidos adhesivos para ingenieria tisular de tejido
cardiaco al mejorar la adhesién de y contraccién de los cardiomiocitos; Es posible
generar andamios para tejidos duros como los huesos, como los generados a partir
de un composito de quitosano/fibroina de seda para mejorar la proliferacion y
diferenciacion osteogénica; Es posible generar estructuras mas complejas como
compuestos de nanofiboras de PLA e hidrogel de mesilato de ferroamina en
estructura de “sandwich”, capaces de reducir la adhesion post operacion de tejidos,
asi como la liberaciobn gradual de farmacos; Nanoparticulas de oro y plata
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incorporadas a nanofibras de gelatin y fibroina de seda como andamios celulares

capaces de acelerar la curacion de tejidos generando una respuesta bacteriostatica.

Compositos de Ch y PVA, entre otros han sido ampliamente utilizados por su
versatilidad y buenas propiedades fisicas y quimicas. Por ejemplo: al incorporarlos
con y adyuvantes como la pectina o la carboximetil celulosa, pueden formar
nanofibras cuyas membranas homogéneas e interconectadas capaces de funcionar
como apositos bacteriostaticos altamente absorbentes y permeables; Pueden ser
unidos con materiales metélicos como nanoparticulas de ZnO para obtener
membranas con alta resistencia a la tensién y una alta capacidad antibacteriana no
especifica; Compaésito de nanofibras de Ch y PVA combinadas con miel y plantas
de Nepeta dschuparensis son capaces de generar un material con alta flexibilidad y
permeabilidad al vapor de agua, ademas de presentar propiedades antibacterianas,
ideal para usarse como apd@sitos para tratar heridas por quemadura (Escarcega-
Galaz et al., 2018; Hezma et al., 2019; Hiwrale et al., 2023; Kenry & Lim, 2017;
Naeimi et al., 2020; Pan et al., 2024).

Asi mismo los métodos de fabricacion de estas membranas son variados y de estas
dependen caracteristicas como morfologia, orientacion y composicion de la
membrana. Algunas técnicas de obtencion de la membrana, por mencionar algunas,
son: el electrohilado con sus diferentes configuraciones, la deposicion quimica y
fisica de vapor, ablacion laser, deposicion electroquimica, etc. Este conjunto de
factores tanto en métodos de obtencion como de materiales precursores, permite
gue la membrana resultante pueda ser adaptada a las necesidades especificas para

su aplicacion (Hiwrale et al., 2023; Kenry & Lim, 2017; Sylvester et al., 2020).
Electrohilado (Electrospinning, por su nombre en inglés)

De los procesos posibles a partir de los que se pueden obtener nanofibras, el
electrospinning o electrohilado provee un método sencillo y versétil para la
obtencion de membranas. Este es un proceso electrohidrodinamico, durante el cual
una gota de liquido se electrifica para generar un chorro, seguido de estiramiento y

alargamiento para generar fibras. Previamente el polimero se debe disolver en un
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solvente volatil y polar para que la solucion sea conductora. En el trayecto, el
solvente se evapora para formar nanofibras sélidas que se depositan en un colector
(Xue et al., 2019).

Los principales componentes de un equipo de electrohilado se muestran en la
Imagen 3, este equipo se compone por: el sistema de suministro, que consiste en
un extremo metalico puntiagudo unido a una jeringa que se llena con la solucién de
polimero en suspension o polimeros fundidos para electrohilado, un colector
conductor y una fuente de alto voltaje de corriente continua (CC) o corriente alterna
(CA). Entre la aguja metélica y el colector metélico pasa un alto voltaje de entre 5y
60 kV (Sylvester et al., 2020).

Alto

voltaje
Bemba y
jeringa .
Aguja -
\hueca V+ | Vv
—» Coletor

Cono de
Taylor

Imagen 3: Diagrama basico del equipo de electrohilado (Propia autoria, generado mediante

Biorender.com).

La fuerza del campo eléctrico, al superar la tension superficial de la gota formada
en el extremo de la guja, ocasiona la distorsién de la misma formando el “cono de
Taylor”, esto provoca la expulsion del polimero cargado eléctricamente en direccion
al colector formando hilos delgados, si, el colector es rotatorio es posible la
preparacion de fibras poliméricas alineadas. El chorro se extiende inicialmente en
linea recta y luego se somete a fuertes movimientos de azote debido a

inestabilidades de flexion. A medida que el chorro se estira en diametros mas finos,
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se solidifica rapidamente, lo que lleva a la deposicidn de fibras solidas en el colector

conectado a tierra (Xue et al., 2019).

Es posible variar algunos de los parametros en el método de sintesis por
electrohilado a fin a de modificar algunas de las propiedades y calidad de la fibra
obtenida (Doostmohammadi et al., 2020).

Concentracion de la solucién

Concentraciones demasiado bajas pueden producir fibras discontinuas, fusionadas
y con grumos. Por otro lado una mayor concentracion conduce a la formacion de
una fibra con menos irregularidades pero diametros mas grandes (Kalantari et al.,
2019; Xue et al., 2019).

El peso molecular del mismo determina en gran medida la morfologia de la fibra, asi
como muchas propiedades eléctricas y fisicas de la solucion, incluida la
conductividad eléctrica, la viscosidad de la solucion, la rigidez dieléctrica, la tension

superficial, entre otros (Mohammadzadehmoghadam et al., 2016).
Conductividad de disolucion

Una alta conductividad conlleva a la formacion de nanofibras més delgadas. Por el
contrario, soluciones con una baja conductividad, debido a la ausencia de carga
eléctrica en la superficie de las gotas del liquido no pueden electrohilarse en
ausencia del "cono de Taylor". De manera similar, una excesiva conductividad
eléctrica  también evita la  formacion del “‘cono de  Taylor

(Mohammadzadehmoghadam et al., 2016; Rodriguez-Tobias et al., 2019).
Voltaje

Este puede ser aplicado por una fuente de voltaje DC generando un campo
eléctrico, positivo 0 negativo, lo que afecta la distribucion de moléculas cargadas
dentro del liquido y, por lo tanto, el tipo de cargas acumuladas en la superficie del
chorro (Haider et al., 2018).
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Generalmente siendo un mayor voltaje apto para la formacion de fibras mas
delgadas, mientras que también puede inducir la expulsién de mas liquido, dando

lugar a fibras con diametros mas gruesos (SalehHudin et al., 2018).

De igual manera es posible utilizar una fuente de voltaje AC, la cual induce
alternancia de cargas positivas y negativas en segmentos del chorro, con longitudes
de segmento variables de acuerdo a la frecuencia del potencial de la fuente. Esta
alternancia entre cargas resulta en la disminucion de la repulsion electrostatica y la

supresion de la inestabilidad de flexion (Xue et al., 2019).
Distancia entre la punta de la aguja y el colector

Puede generar cambios en el grosor y forma de la fibra, ocasionando apariciones
de grumos o fibras himedas. Una mayor distancia proporciona mayor tiempo para
secar las fibras antes de llegar al colector y evitar la formacién de grumos. Sin
embargo al aumentar el tiempo de batido también se prolonga la exposicion del
chorro fibroso al campo eléctrico, ocasionando que la fibra pueda quebrarse debido
a su propio peso y la reduccion del didmetro de la misma (Gonzales-Molfino et al.,
2020; Kishan & Cosgriff-Hernandez, 2017).

Flujo de salida

Cuanto mayor sea el flujo de salida mayor sera el tamafio de la fibra, produciendo
un aumento en el diametro y el tamafio de los poros. Por el contrario, un minimo
valor del flujo de salida ayudaria a mantener el cono de Taylor estable dando tiempo
necesario para la evaporacion del solvente antes de llegar al colector y de
polarizacion. Lo que se traduce en fibras mas uniformes y sin grumos (Islam et al.,
2019).
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Ill. Justificacion

La presenciay proliferacion de patégenos en heridas de indole cronico o quirdrgico,
puede resultar en complicaciones para el proceso de curacion del tejido dafiado,
pues estas suelen ser profusas y de lenta curacién. Debido a que en el entorno de
la herida se genera un microbioma apto para la proliferacién de bacterias que dan
a lugar a la aparicion de biopeliculas, las cuales se encuentran relacionadas a la
posterior infeccion y complicaciones de las zonas afectadas, pues estas confieren
tolerancia a tratamientos antibacterianos convencionales y condiciones
desfavorables; asi como un aumento en la taza de proliferacién de las mismas. Las
biopeliculas en infecciones persistentes rara vez se superan con la respuesta
inmune del huésped; Se estima que aproximadamente el 65% de las infecciones de
sitio quirargico estan asociadas a biopeliculas, dependiendo del sitio de infeccion,
llegando hasta un 80% en las heridas de pie diabético (Ortega-Pefia et al., 2018;
Percival, 2017; Tottoli et al., 2020).

De modo que la proliferacion bacteriana relacionada a biopeliculas, en heridas
cutaneas es responsable de altas tasas de morbilidad y mortalidad, con 23.000 y
25.000 muertes anuales estimadas, tan solo en Estados Unidos y Europa en 2018,
respectivamente, mientras que en México en 2022 cerca del 15% de los casos de
infecciones asociadas a la atencion de la salud, informados a la Red hospitalaria de
vigilancia epidemiolégica (RHOVE) estuvieron relacionados con estos
padecimientos. Cifras que llegan a escalar a un estimado de 700 000 muertes a
nivel global, este fendmeno presenta, ademas, una tendencia de crecimiento
preocupante pudiendo llegar a ocasionar mas de 10 millones de muertes anuales
en todo el mundo para el 2050, aumentando los costos en salud a nivel global, asi
como la carga para los servicios de salud a nivel mundial (Cassini et al., 2019;
Limmathurotsakul et al., 2019; Secretaria de Salud, 2023; Tosi et al., 2018).

A la fecha, la manera de erradicar las biopeliculas sigue representando un reto

debido a la resistencia que esta les confiere a los microorganismos que las
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conforman y crecen gracias a ellas. Sin embargo, una manera de hacerle frente a
este problema puede ser el uso materiales bacteriostaticos y antibacterianos
capaces de frenar activamente la proliferacion de dichos organismos y con ello las

complicaciones que esto con lleva (Ortega-Pefa et al., 2018).

V. Hipdtesis

El uso de un compadsito de PVA-Quitosano-Neomicina sintetizado por electrohilado,
generara un efecto sinérgico al liberar el principio activo de manera controlada para

mejorar significativamente sus propiedades antibacterianas.

V. Objetivos

Objetivo general

Sintetizar un compdésito de PVA-Quitosano-Neomicina por medio de electrohilado

gue presente propiedades antibacteriales.
Objetivos especificos

Determinar las relaciones de PVA, quitosano y neomicina que permitan electrohilar
el compésito.

Caracterizar los compdsitos obtenidos fisicoquimicamente mediante microscopia
electronica de barrido, espectroscopia de infrarrojo, indice de hinchamiento y

pruebas de resistencia a la tension.

Evaluar la cinética de liberacion de neomicina en los compdsitos obtenidos en medio

fisiologico simulado PBS.

Evaluar la actividad antibacteriana a los compadsitos obtenidos contra S. Aureus y
E. Coli.
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VI.

Procedimiento experimental

Sintesis del compasito

La sintesis del compadsito se llevd a cabo con base a las metodologias expuestas
por (Guerrero et al., 2020; Moreno et al., 2022; Vargas & Pefia, 2023).

A

Se preparan dos soluciones: la primera una solucion acuosa de PVA al 10%
p/v, cuyo solvente se calienta previamente a 110 °C durante 40 min y una
segunda solucién de quitosano al 1% p/v en acido acético al 70% v/v. Ambas
soluciones se mantienen en agitacion magnética por lo menos 8 hr para una
correcta disolucion.

A patrtir de estas dos soluciones se prepara una tercera con una relacion 2:1
de solucién de quitosano y solucion de PVA respectivamente y se mantiene
en agitacion magnética hasta observarse una sola fase.

A esta tercera solucion se le afiade el sulfato de neomicina correspondiente
para llegar a una concentracion final de .5% y 1% p/v.

Se afiaden 2 pL del surfactante Tritonx100 por cada mL de solucion
preparada. Se mantiene en agitacion constate a temperatura ambiente para
su posterior uso en la maquina de electrohilado.

Una vez obtenida la membrana mediante la maquina de electrohilado se
retira del colector, posteriormente se deja secar a temperatura ambiente

permitiendo que se evapore el exceso se acido acético.

Parametrizacion de electrohilado

La parametrizacién de las condiciones de electrohilado se obtuvo de manera semi

empirica, de modo que se tomaron como base los parametros obtenidos mediante

la consulta de literatura relacionada y adaptados a las posibilidades del laboratorio,

del material mediante la experimentacién y condiciones climatolégicas a lo largo de

un afio y medio.
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Se uso un rango de voltaje entre 20 y 25 KV; una distancia de la punta de la aguja
al colector de 10 a 15 cm; un flujo de .4 a .8 mL/Hr y adicionando un flujo de aire
caliente para favorecer la volatilizacion del solvente de acuerdo a las condiciones

climatolégicas.
Técnicas de caracterizacion
FT-IR

Con el fin de analizar las caracteristicas quimicas y de composicion en las
membranas se realizaron estudios de espectroscopia infrarroja en modo reflexion
total atenuada (ATR) usando un espectrometro Spectrum Two™ FT-IR de la marca
PerkinElmer. Las muestras fueron montadas en el espejo y cada espécimen fue

escaneado entre 4000 y 400 cm™ con una resolucién de 4 cm™.
SEM

A fin de analizar la morfologia y el diametro de las fibras obtenidas se usoé la
microscopia electronica de barrido en una potencia de 1 KV en la muestra de
PVA/Ch/Ne .5% y de 3 KV en la muestra de PVA/Ch/Ne 1%.

Indice de hinchamiento

Durante las pruebas de hinchamiento las muestras de PVA/Ch, PVA/Ch/Ne .5% y
PVA/Ch/Ne 1% se sometieron a un volumen determinado de agua y a medida que
estas iban absorbiendo el liquido se iba agregando mas hasta que las mismas
dejaban de absorberlo. Posteriormente se pesaron cada una de las muestras en
distintos intervalos de tiempo correspondientes a: 5, 10, 15, 20, 25, 30, 40 y 60
minutos, cabe mencionar que dicha prueba de hinchamiento fue realizada por

triplicado.
Pruebas de tension

Las pruebas de tension se llevaron a cabo con base a la ASTM-D882-12 Método de

prueba estandar para propiedades de traccidon de laminas de plastico delgadas.
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Dichas pruebas se hicieron por triplicado, sometiendo muestras de los materiales
correspondientes a PVA/Ch, PVA/Ch/Ne .5% y PVA/Ch/Ne 1%, una vez registradas
las medidas de grosor y superficie dichas muestras fueron sometidas a un aumento

de carga gradual hasta el punto de desgarre mediante pequefas pesas.
Pruebas de liberacion

Para lleva a cabo las pruebas liberacion, primeramente, se determind la longitud de
onda a la cual la neomicina produce una sefial mediante un estandar interno usando
la medicion por UV visible para posteriormente realizar una curva de calibracion a
partir de estos datos. De igual manera durante las pruebas de liberacion de
neomicina se utilizé la medicion por UV visible a fin de registrar la concentracion del
medicamento a lo largo del tiempo en medio fisioldgico simulado, hecho a partir de
una solucién de PBS, asi mismo en esta prueba se utilizé un andlisis por triplicado
de muestras de PVA/quitosano/neomicina al .5% y 1% en los tiempos de 15, 30, 60

y 120 minutos.
Pruebas antimicrobianas

La determinacion de la actividad antimicrobiana de las membranas de PVA/Ch y
PVA/Ch/Ne, se llevé a cabo con el protocolé de la norma ASTM E2149-Actividad
antimicrobiana de antimicrobianos inmovilizados en superficies irregulares
(Standard Test Method for Determning the Antimicrobial Activity of Antimicrobial

Agents Under Dynamic Contact Conditioins, n.d.) que se describe a continuacion.

A Se realiz6 un cultivo liqguido en medio Muller Hilton con las bacterias E. Coli
y S. Aureus dejandolo incubar aproximadamente 18 h a 37°C, después se
estandarizé una concentracién para cada bacteria, se vertieron 5 ml de
solucion PBS con medio Muller Hilton y se ajusté a una absorbancia de 0.1
equivalente a una concentracién microbiana de 1x108.

A Se realizaron diluciones seriadas con 550 pl de inoculo estandarizado mas
5 ml de solucibn PBS con medio Muller Hilton hasta llegar a una

concentracion de 1x10° en el caso de E. Coliy 1x10° para S. Aureus.
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A Una vez obtenida la concentracion final se realiz6 la incubacion de 1y 3 h de
las bacterias sobre las membranas y peliculas a evaluar.

A A fin de comprobar cual presentaba una mayor actividad antimicrobiana se
evaluaron tres membranas: PVA/Ch, PVA/Ch/Ne .5%, PVA/Ch/Ne 1%, asi
como tres peliculas: PVA/Ch, PVA/Ch/Ne .5%, PVA/Ch/Ne 1%, de todas
estas se cortd un cuadrado de 1 cm x 1 cm, este se coloco al centro de la
caja Petri, a los lados se colocaron dos tozos de papel filtro cortados en forma
de trapecio y se humedecieron con 300 pl de agua desionizada estéril cada
uno.

A Sobre la membrana se coloc6 un inoculo con 20 pl de la concentracion final
del cultivo, se cubrié con un cubre objetos y se metid a incubar por 1 h (T1)
y 3 h (T3) respectivamente. También se realiz6 un tiempo cero (T0), en este
caso solo se colocé el composito, el inoculo y el cubreobjetos.

A Posteriormente se realiz6 un lavado con 2 ml de solucion PBS + Tween al
1%, se agito circularmente hasta separar el compésito del cubreobjetos, de
esto se tomaron 50 pl y se coloc6 en una placa con medio Muller Hilton para
realizar el sembrado por dispersion mediante el uso de perlas de vidrio. Una
vez que termind la incubacion de T1 y T3 se retird el papel filtro, se realiz6 el
lavado y el sembrado por dispersion.

A Se dejé incubar por 18 h y se realiz6 el conteo de colonias para el cultivo de
cada membrana con su respectiva bacteria, para determinar el porcentaje

antimicrobiano de la membrana.
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VIl. Resultados

Parametrizacion de electrohilado

La parametrizacion de las condiciones de electrohilado se muestran en la Tabla 2
siendo los que arrojaron mejores resultados los marcados en color amarillo, las
muestras pertenecientes a este grupo se consideraron las mas optimas al cumplir
con las siguientes caracteristicas durante el proceso de electrohilado: El flujo de
salida permite que la solucion pueda ser empujada a través de la aguja de una
manera continua y controlada la mayor parte del tiempo, asi como para permitir la
correcta formacion y estabilidad del “cono de Taylor” y la posterior creacién de
fibras, particularmente con las muestras con neomicina impidié que se mantuviera
demasiado tiempo en la punta de la aguja al esta presentar una mayor viscosidad

que la muestras sin neomicina y por ende siendo mas dificil de electrohilar.

Asi mismo las fibras obtenidas con los pardmetros de distancia y voltaje a
continuacion mostrados se depositaban de manera mas uniforme en el colector,
mostrando una deposicion mas rapida y con una menor dispersién en el area
circundante en comparacion de los otros parametros, finalmente al obtener la
membrana esté se retird facilmente del colector siendo también facil de manipular
sin romperse o resquebrajarse, mostrando un grosor y estabilidad éptimos para las
caracterizaciones que se realizaron mas adelante. Esto siendo especialmente
complicado de conseguir con la muestra de Ne al 1% pues esta al mantener por
mas tiempo la humedad tendia a adherirse al colector y romperse con mayor
facilidad. Cabe mencionar que los mejores resultados se obtuvieron en los meses
calurosos del afio y cuando la humedad del ambiente era baja, aproximadamente

menor a 30%.
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Tabla 2: Principales parametros para obtencidn de fibras electrohiladas.

Voltaje (KV) Flujo Distancia Aire Compuesto
(mL/Hr) (cm) caliente
25 .62 10 Si PVA/Ch
25 .62 10 No PVA/Ch/Ne .5%
25 .8 15 Si PVA/Ch/Ne 1%
22 45 15 Si PVA/Ch
22 .62 15 Si PVA/Ch/Ne .5%
22 v 15 Si PVA/Ch/Ne 1%
22 45 13 Si (doble) PVA/Ch

——
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Analisis FT-IR

A fin de ilustrar mejor las interacciones observadas se muestran los resultados del

andlisis FTIR separados y resaltando las sefiales de mayor interés tanto para

sefales de interaccion como caracteristicas, Imagenes 4 y 5 respectivamente.
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Imagen 4: FT-IR correspondientes al rango de 3800 a Imagen 5: FT-IR correspondientes al rango de 1800 a 700

2600 cm, resaltando las principales sefiales obtenidas cml, resaltando las principales sefiales obtenidas

De las imagenes anteriores se pueden resaltar la presencia de grupos OH,
correspondientes al PVA mediante la presencia de una sefial que abarca desde los
3200 cm* hasta 3570 cmt aproximadamente; y los grupos NHz que corresponde all
Ch con un rango de sefial desde 3400 a 3300 cm™, ambas sefiales de tipo
“stretching”. Asi mismo se detectaron sefiales en 2910 y 2876 cm™ correspondiente
a las vibraciones de tipo “stretching” simétricas y asimétricas de los grupos CH2
presentes en el PVA, mientras que en 2930 cm™! se observa un pico correspondiente

a vibraciones de grupo amina (NHz) presente en el Ch, por otro lado la sefial a 1563
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cm? se atribuye a las deformaciones simétricas de iones NH3: resultado de la
ionizacion de las aminas primarias en medio acido, dicha sefial se encuentra
desplazada en relaciéon a la mostrada por el Ch en 1596 cm™ y la Ne en 1522 cm,
debido a la formacion de complejos entre los grupos negativos del PVA y los grupos
positivos del Ch y Ne en medio &cido. Dentro del rango de 1300 a 1400 cm™ se
pueden encontrar sefiales atribuidas a la flexién dentro y fuera del plano de (C-H)
de los grupos —CH, —CH2 y CHs presentes en el PVA, Ch y Ne respectivamente. Se
encontrd, ademas una sefial bastante intensa en 1191 cm?, la cual se atribuye a las
vibraciones de tipo “stretching” simétrica y asimétrica de los grupos de éter
presentes en los compuestos formados de PVA, Ch y Ne. Dicha sefal tiene una
mayor transmitancia que la registrada en sus componentes por separado, esto se
atribuye al solapamiento de las sefiales correspondientes a los grupos éter de los
esqueletos de los polisacaridos y la Ne, de manera que la sefial conjunta abarca un
rango aproximado de 1000 a 1100 cm™. De acuerdo a la literatura esta sefial amplia
e intensa es caracteristica de los compuestos de PVA-Ch-Ne. A su vez estas
sefales se encuentran resumidas en la Tabla 3 (Ellerbrock & Gerke, 2021; Kuo et
al., 2017a; Merlusca, Matiut, et al., 2018).

Tabla 3: Resumen de las vibraciones de IR para el compdsito de PVA-Ch-Ne.

Muestra Grupo Numero de Sefial Referencias
funcional onda (cm™) interpretada

O-H 3200-3750 Stretching S

3
5 ~
=
O
© = ]
< CH2 2910 Stretching 5 -
5 o R
; simétricas =
s 8
& 5 2
CHa 2876 Stretching T 2

o

asimétricas 2
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NH2 3400-3300 Stretching

iones NH3, 1563 Deformaciones
simétricas
(D)
<
N
::? R—CHz 1300-1400  Flexién dentroy
= fuera del plano

R-O-R’ 1100 stretching
simétrica y

asimétrica

(Ellerbrock & Gerke, 2021; Kuo et al., 2017a;
Merlusca, Matiut, et al., 2018)

Desplazamientos

Se observaron desplazamientos en varios puntos del espectro, mismos que se
encuentran resumidos en la Tabla 4. Del lado izquierdo se puede observar un
corrimiento en 3300 cm™ en relacién a los espectros mostrados por el PVA 'y el Ch
esto puede deberse al relajamiento de los puentes de H entre los grupos O-H esto
debido al aumento de dichos enlaces en la muestra de PVA-Ch-Ne. Esta presente
ademas un corrimiento en la sefial correspondiente a las vibraciones de tipo
“Scissoring” de aminas protonadas hacia 1511 cm*, mismo que puede deberse a la
formacién de complejos negativos y positivos anteriormente mencionados (Kuo et
al., 2017).

La sefial observada en 1237 cm™ en la muestra de PVA es indicativo de la presencia
de estiramientos del grupo O-H, mientras que en la muestra del material conjunto
esta sefial se encuentra desplazada hacia 1244 cm y con un aumento en su sefial
debido al solapamiento de esta con la sefial de tipo stretching de los grupos C-N del

Ch vy vibraciébn de deformacion del grupo N-H. La sefial en 1091 cm,
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correspondiente a vibraciones de tipo “stretching” simétrica y asimétrica de los
grupos de éter presentes en los compuestos formados de PVA, Ch y Ne, se
encuentra desplazada con respecto a las sefiales mostradas por el PVA, Ch y Ne
en la misma zona, esto debido posiblemente a interacciones electrostaticas entre
los materiales constituyentes de la matriz polimérica (Merlusca, Doina, et al., 2018;

Salazar & Valderrama Negron, 2013a).

Tabla 4: Resumen de los desplazamientos en las vibraciones de IR del compdsito de PVA-Ch-Ne.

Numero de » . .
Interpretacion Posible causa Referencias
onda (cm™)
Aumento en la
Puentes de cantidad de
3300 _
hidrogeno puentes de H en la
muestra conjunta.
Formacion de
_ ) _ complejos
Vibraciones tipo ) (Kuo et al., 2017b;
1511 . . negativos y )
“scissoring” N Merlusca, Matiut, et
positivos entre
al., 2018; Salazar &
PVA, Chy Ne.
Valderrama
_ . Negron, 2013b)
Vibraciones de
tipo “stretching” Solapamiento de
del grupo C-N  ambas sefiales con
1244 la de tipo stretching
Vibracion de del grupo OH del
deformacion en PVA.
el grupo N-H
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Vibraciones _
Interacciones

“stretching” . )
o electrostaticas (Merlusca, Matiut,
1091 simetrica y
. entre el PVA, Chy et al., 2018)
asimétrica del N
e.

grupo R-O-R’.

SEM

La Imagen 6 a) muestra los resultados de las micrografias de superficie para las
muestras de PVA/Ch/Ne .5%, asi como sus acercamientos a menores escalas
encerrada en el recuadro rojo en la parte superior derecha, mientras que la imagen
6 b) muestra la distribucién de diametros de las fibras obtenidas en la muestra, las
cuales tienen un valor medio de 90 = 3 nm y una desviacion estandar de 36 nm con
una distribucion mayoritaria de 30 a 210 nm. En la imagen 6 c) se muestra la
distribucién de diametros de las perlas de neomicina, con un rango de 750 nm a 2.7
um de diametro para la muestra de PVA/Ch/Ne .5%, estas se encuentran presentes

de manera dispersa en la membra.
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Imagen 6: a) Micrografias de SEM de la muestra de PVA/Ch/Ne .5% con aumento de resolucién de 10000x
y 50000x (dentro del marco rojo). b) Histograma de distribucion de diametros de las fibras. c) Histograma

de distribucion de diametros de las perlas de Ne de la muestra de PVA/Ch/Ne .5%.

En la Imagen 7 a) se observan los resultados de las micrografias de superficie para
las muestras de PVA/Ch/Ne 1%, asi como un acercamiento a una escala menor
dentro del recuadro rojo, mientras que la Imagen 7 b) muestra la distribucion de
diametros de las fibras obtenidas en la misma muestra presentando una distribucién
de diametro 81 + 1 nm y una desviacién estandar de 31 nm y una distribucion
mayoritaria de 30 a 160 nm y un pequefio grupo de 230 nm. A su vez la Imagen 7

c) muestra la distribucion de diametros de las perlas de neomicina presentes en la




membrana, estas teniendo un rango de 300 nm a 3.3 pym en la muestra de
PVA/Ch/Ne al 1%. A partir de estos histogramas se puede determinar que ambas
muestras tienen un rango similar de diametro medio obtenido. Sin embargo, en la

muestra de con neomicina al .5% presenta un didmetro ligeramente mayor.
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Imagen 7: a) Micrografias de SEM de la muestra de PVA/Ch/Ne 1% con aumento de resolucién de 10000x
y 50000x (dentro del marco rojo). b) Histograma de distribucién de diametros. c) Histograma de

distribucién de diametros de las perlas de Ne de la muestra de PVA/Ch/Ne 1%.




Mediante las micrografias obtenidas se identific6 que ambas muestras presentan
una estructura discontinua y desordenada al no poseer alguna orientacion en
particular, presentando incluso “puntos de union” entre fibras, esto ultimo debido al
exceso de solvente en la membrana obtenida al este no evaporarse con suficiente
rapidez en el trayecto entre de la punta de la aguja y el colector, posiblemente por
las propiedades higroscopicas de la neomicina y de la propia membrana, mismo
gue al posteriormente evaporarse dio como resultado que las fibras que conforman
la membrana compuestas en parte por PVA, un material soluble en agua, se
fusionaran en algunos puntos(Baji et al., 2010; Raksa et al., 2021).

Asi mismo en ambas muestras se observo la aparicion de aglomeraciones o “perlas”
dispersas por la membrana, mismas que se atribuyen a la presencia de la neomicina
que al estar inmersa en el medio acido en el que se disuelve el quitosano, tendia a
aglomerarse siendo mas dificil de disolver completamente a mayores fueran las
concentraciones de &cido acético en solucion y de neomicina. Esto se reitera al
comparar las micrografias de las muestras con un rango de 750 nm a 2.7 um de
diametro para la muestra de PVA/Ch/Ne al .5% y un rango de 300 nm a 3.3 um en
la muestra de PVA/Ch/Ne al 1% de manera que a mayor concentracion de
neomicina mayor cantidad de aglomeraciones y puntos de union se pueden
identificar en la membrana asi como un mayor tamafio en los mismos (Baji et al.,
2010; Mata et al., 2022a; Raksa et al., 2021).

indice de hinchamiento

Durante y después de dicha prueba las muestras permanecieron integras en cuanto
forma y maleabilidad se refiere. A continuacién, en la Imagen 8, se muestran los
resultados correspondientes al indice de hinchamiento para el intervalo de medicion
cada cinco minutos después de comenzar a absorber liquido hasta llegar a un

tiempo final de una hora.
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Imagen 8: Prueba de indice de hinchamiento de las muestras de PVA/Ch (Negro), PVA/Ch/Ne .5% (Rojo) y
PVA/Ch/Ne 1% (azul).

Se destaca que las muestras de PVA/Ch/Ne, esta Ultima a una concentraciéon del
.5% mostraron tener un indice de hinchamiento mayor para las mediciones
registradas a 5 y 60 minutos, teniendo el mayor indice a los 15 minutos con un indice
de 1208%, para posteriormente decrecer en el tiempo de manera abrupta hasta
finalmente llegar a 841% a los 20 minutos, momento en el cual parece haber
estabilidad hasta los 30 minutos para volver a aumentar el indice de hinchamiento
hasta registrar un indice de 1007%. Por otro lado las muestras correspondientes
a PVA/Ch/Ne, con la neomicina (Ne) a una concentracion del 1%, demostraron
tener un indice de hinchamiento menor con un pico maximo de 451% en la primera
medicion a los 5 minutos, indice que posteriormente va decreciendo hasta una
medicion final de 315% a un tiempo de una hora, este descenso constante
probablemente debido al aumento en la concentracion de Ne, antibibtico altamente
soluble en agua, afectando asi la integridad y propiedades de la membrana al estar
esta primera presente en mayor cantidad y aglomerada en perlas dispersas en la

membrana que al llegar a un punto critico expulsaban el liquido al posiblemente
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estas disolverse. Pero registrando una reduccion menos abrupta en comparacion a

los otros dos materiales a lo largo del tiempo (Raksa et al., 2021).

De la muestra de PVA/Ch se puede mencionar que el maximo indice de
hinchamiento fue registrado a los 10 minutos con 1161% para después observar un
descenso abrupto hasta un indice de 644% correspondientes a la medicién a un
tiempo de 15 minutos, posteriormente registrando un aumento paulatino en el indice
de hinchamiento hasta un indice maximo de 984.5% punto en el cual comienza a
descender nuevamente hasta un valor de 738%. Posiblemente debido a la ausencia
de neomicina en la estructura y composicion de la membrana, posicionandose en
medio de las mediciones obtenidas y viéndose una reduccién del indice de

hinchamiento sélo entre las muestras de 15 y 30 minutos.
Pruebas de tension

En la Imagen 9 se observan los resultados de las pruebas de tension a la cual se
sometieron las muestras correspondientes a los tres materiales estudiados. De la
grafica mostrada podemos observar que la muestra de PVA/Ch presenta la mayor
resistencia al desgarre, esto debido a la sinergia mecénica ya reportada entre las
fibras de los polimeros de PVA/Ch obtenidos mediante electrospinning. Por otro
lado, la presencia de neomicina en la estructura de las otras dos muestras es un
factor en la disminucion que ambas presentaron en cuanto a su resistencia al
desgarre se refiere, debido a la naturaleza amorfa e hidrofilica de la neomicina.
Repercutiendo en la disminucion de sus propiedades mecénicas al estar
relacionadas con el desorden estructural e interrupcion en la continuidad de las
fibras de quitosano, causado por la incorporacién del farmaco dificultando asi el
ordenamiento de las cadenas poliméricas de un polimero ramificado como lo es el
quitosano (Kuo et al., 2017b; Mata et al., 2022b; Merlusca et al., 2019).

Sin embargo, se observa que las muestras correspondientes al PVA/Ch/Ne al 1%
mostraron una mayor resistencia al desgarre en comparacion a las membranas de
PVA/Ch/Ne al .5%. Esto posiblemente debido a que, al encontrarse en una menor

concentracion en solucion, el farmaco parece encontrarse principalmente
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aglomerado en las perlas distribuidas de forma dispersa por la membrana dando
como resultado puntos en los que el material presentaba una menor resistencia
estructural, a diferencia de la muestra con Ne al 1% en la cual si bien se encuentran
dichas perlas estas se encuentran de manera mas uniforme en la membrana incluso
a lo largo de sus fibras pudiendo actuar como “puntos de anclaje o unién” para las
mismas (Kuo et al., 2017a; Mata et al., 2022a; Merlusca et al., 2019).
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Imagen 9: Prueba de tension de las muestras de PVA/Ch/ (verde), PVA/Ch/Ne .5% (Lila)y PVA/Ch/Ne 1%
(Azul)

Pruebas de liberacién

La Imagen 10 muestra las concentraciones relativas de ambas muestras a lo largo
del tiempo, siendo la muestra de neomicina al .5% la que mayor porcentaje del
antibiotico libera en todas las marcas de tiempo asi mismo mantiene un
comportamiento ascendente durante todas las marcas registradas, por el otro lado
la muestra de neomicina al 1% mantiene una liberacion menor en comparacion sin

embargo esta parece tener una liberacion mas sostenida en el tiempo, en ambos
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casos ninguno de los materiales llega al equilibrio después de transcurridas dos

horas por lo que de acuerdo a las graficas aun podrian estar liberando antibiético
durante mas tiempo.
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Imagen 10: Pruebas de liberacion de las muestras PVA/Ch/Ne .5% (negro) y PVA/Ch/Ne 1% (Rojo)

Posteriormente, debido a que las membranas obtenidas estdn compuestas por
fibras pequefas, podemos considerar estas ultimas como cilindros de modo que
para determinar el perfil de liberacidn que siguen estas muestras se utilizé la
ecuacion de Korsmeyer-Peppas para la liberacion de medicamento en un sistema
polimérico definida como:

M,

M_oo= k.th - M =k.t"
Donde M es el porcentaje de medicamento liberado en el tiempo (t), k es la
constante de tasa de liberacién de Korsmeyer y n es el exponente de difusion o
exponente de liberacion del farmaco (Celebioglu & Uyar, 2020).

——

47

'



En la Imagen 11 se muestran los resultados de la regresion lineal mediante la cual
se obtuvieron las constantes de velocidad de liberacion K y el exponente de
liberacion del farmaco n para ambas muestras. Se puede observar que la muestra
con un comportamiento mas cercano al observado en el ajuste lineal es la
correspondiente al de neomicina al .5% con un valor en R? de .98 frente a al valor
de .65 correspondiente a la muestra de neomicina al 1%, ademas mediante los
valores de los exponentes n se puede concluir que ambos materiales tienen un
mecanismo de difusion de tipo cuasi Fickiana o Fickiana obstaculizada, de modo
que el antibidtico se difunde parcialmente a través de la matriz hinchada y los poros
llenos de agua de la membrana polimérica, esta obstaculizacion en la difusion del
antibiotico probablemente es debida a las dos fases presentes en el biopolimero,
mientras uno de los polimeros asi como el propio antibiotico son hidrofilicos y por
tanto el primero se erosiona e hincha al estar en contacto con el medio simulado, el
otro presenta propiedades hidrofébicas por ende tiende a absorber y retener el
medio simulado (PBS) sin llegar a comprometer su estructura polimérica (Celebioglu
& Uyar, 2020; Grace & Altan, 2012; Kuo et al., 2017b; PAARAKH et al., 2018).
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Imagen 11: Ajuste lineal de la ecuacidon Korsmeyer-Peppas para las pruebas de liberacién en las muestras

de PVA/Ch/Ne .5% (negro) y PVA/Ch/Ne 1% (Rojo)
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Pruebas de actividad antimicrobiana

Las Imagenes 12 y 13 muestran los resultados obtenidos de las pruebas contra las
bacterias S. Aureus. y E. Coli respectivamente. En ambas imagenes se muestra la
actividad antimicrobiana de las muestras en forma de pelicula a la izquierda y en
membrana a la derecha a fin de facilitar la comparacién entre ambos.

Se puede observar en la Imagen 12, correspondiente a los resultados contra S.
Aureus, que las muestras de PVA/Ch en membrana obtuvieron resultados
constantes para los tres tiempos registrados, por su parte el mismo material en
forma de pelicula mostro tener un porcentaje menor de actividad antimicrobiana al
inicio de la prueba (10 min) para posteriormente aumentar hasta una marca similar

a su semejante en pelicula en las posteriores dos marcas de tiempo.
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Imagen 12: Actividad antimicrobiana contra S. Aureus, presentada por las muestras PVA/Ch; PVA/Ch/Ne

.5%; y PVA-Ch-Ne 1% en tres marcas de tiempo: 10 min (azul), 1 hr (turquesa) y 3 hr (beige).
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En las muestras de PVA/Ch/Ne .5% y PVA/Ch/Ne 1% del material en membrana se
observa un mismo fendmeno en el que aumenta la actividad antimicrobiana en la
segunda marca de tiempo con respecto a la primera. Sin embargo, a diferencia de
la muestra de PVA/Ch/Ne .5%, la muestra de PVA/Ch/Ne 1% tuvo una ligera
disminucion en dicha propiedad. Dicho comportamiento puede estar atribuido a
tanto al perfil de liberacién del antibiético como de al indice de hinchamiento

presente para ambos compdsitos cargados.

Pues el material compuesto con un .5% de neomicina presenta una liberacion mas
constante y sostenida en el tiempo, asi como mayor un indice de hinchamiento en
periodos cortos de tiempo de modo que el material es mas estable y eficaz para
mantener su actividad antimicrobiana, pues es de remarcar que todas las muestras
fueron lavadas previamente a las pruebas realizadas, por otro lado si bien el
compoésito con 1% de neomicina mostro una actividad antibacteriana similar esta se
redujo un pequefio porcentaje al final de la prueba, pese a presentar un mayor
porcentaje de neomicina en su sintesis. Sin embargo, durante las pruebas de
liberacién se puede observar que esta es de manera rapida para posteriormente
descender en las marcas mas tardias de tiempo, mismo fenémeno presentado en
las pruebas de hinchamiento, lo cual repercutiria en el descenso de la actividad
antimicrobiana presentada por el material durante la marca de 3 hr al posiblemente
haberse degradado durante los lavados previos a las pruebas antibacterianas

realizadas.

Este mismo fendmeno en el que la membrana con .5% de neomicina muestra un
mejor desempefio a lo largo del tiempo, en comparacion a la membrana con
neomicina al 1%, puede ser observado de manera mas marcada en los resultados
contra E. Coli, en los cuales durante las tres mediciones de esta ultima se muestran
una reduccion significativa a lo largo del tiempo, lo cual en primera instancia parece
consistente con las menores capacidades fisicas y la rapida liberacién de neomicina

presentada por la membrana al 1% de neomicina.

Los resultados de las muestras contra E. Coli se muestran en la Imagen 13, en ellos

se aprecia que el material en pelicula en general tuvo un mejor desempefio en
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comparaciéon al mismo en membrana, esto puede deberse a que el material en
pelicula pudo haber mantenido una distribucion mas homogénea de neomicina a
comparacion del material en membrana que dependiendo del grosor de la misma o
debido al mismo proceso de electrohilado pudiera llegar a presentar zonas de mayor
concentracion. Ademas, es de mencionar que la actividad antimicrobiana de las
membranas disminuye a lo largo del tiempo siendo la muestra de PVA/Ch/Ne 1%
en la medicion de 3 hr la que muestra el menor porcentaje de actividad
antimicrobiana, con excepcién de las muestras de PVA/Ch/Ne .5% que alcanza un
pico méximo, aproximadamente de 87%, en la marca de 1 hr para luego descender

en la posterior marca de 3 hr
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Imagen 13: Actividad antimicrobiana presentada contra E. Coli por las muestras PVA/Ch; PVA/Ch/Ne .5%;
y PVA/Ch/Ne 1% en tres marcas de tiempo: 10 min (morado), 1 hr (lila) y 3 hr (blanco).

Ademas, las membranas de compdsito PVA/Ch y PVA/Ch/Ne tuvieron una mayor
eficacia contra bacterias Gram-positivas (S. Aureus) que contra bacterias Gram-

negativas (E. Coli) esto como resultado del mecanismo de accion antibacteriana
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presentada por el quitosano y la neomicina, siendo este Ultimo especialmente eficaz
contra bacterias S. Aureus; lo cual puede explicar el alto porcentaje de actividad
antibacteriana presentada por los compésitos con este antibiético presente en su

estructura.

Sin embargo, las membranas que solo contenian quitosano y PVA, también
presentaron una alta actividad de esta indole pues de los mecanismos de actividad
antibacteriana que presenta el quitosano el que mejor puede explicar estos
resultados es que los grupos amino positivos (NH2) del quitosano se unen a las
cargas negativas presentes en las paredes celulares bacterianas, causando un
proceso disruptivo en la célula bacteriana que altera la permeabilidad de su
membrana, para posteriormente unirse al ADN bacteriano causando inhibicién en
su replicacién, mecanismo que a su vez crea sinergia con el de la neomicina que
actia a nivel de traduccion de ARN bacteriano. Por lo que una vez que la
permeabilidad de la membrana se ve comprometida tanto el quitosano como la
neomicina tienen la capacidad de actuar sobre los acidos nucleicos de la bacteria
generando asi su posterior muerte, siendo un comportamiento mostrado por
compuestos de quitosano de PM bajo a medio y con un alto grado de grupos amino
como se muestra en los resultados obtenidos por FT-IR (AL-Fawares et al., 2024;
Sanchez-Machado et al., 2024; Yilmaz Atay, 2020).

Este mecanismo a su vez puede explicar por qué las bacterias Gram-negativas
fueron menos susceptibles al efecto antimicrobiano de las membranas utilizadas a
comparacion de las bacterias Gram-positivas, pues las primeras poseen una barrera
de permeabilidad selectiva adicional y por lo tanto requieren una mayor
concentracion de agente antibidtico para su eliminacién a comparacién de las
bacterias Gram-positivas, recordando que la membrana con neomicina al 1% puede
haberse degradado durante los procesos de lavado y por lo tanto reducir sus
propiedades en comparacion a las muestras son neomicina y con neomicina al .5%
(AL-Fawares et al., 2024; Al-Zahrani et al., 2021; Escarcega-Galaz et al., 2018;
Yilmaz Atay, 2020).
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VIll. Conclusiones

En este trabajo de investigacion se sintetizo, desarrollo y probo un compdsito de
PVA-Quitosano-Neomicina a diferentes concentraciones mediante la técnica de

electrohilado, el cual mostro tener capacidades antibacterianas.

Las relaciones adecuadas para la obtencion de fibras electrohiladas aplicables en
ingenieria de tejidos fueron las siguientes: PVA al 10% en solucion acuosa, Ch al
1% en solucidn de acido acético al 70% en una solucion de relacion 2:1 de Chy
PVA respectivamente con un porcentaje final de neomicina del 1% y .5%,
adicionalmente afadiendo 2% de Tritonx100 como surfactante para mejorar la
obtencién de fibras. Se obtuvieron mejores resultados cuando el equipo de
electrohilado se mantenia en una configuracion de flujo entre .6 y .7 mL/hr,
dependiendo del porcentaje de neomicina presente en solucion; un voltaje de 22 KV
y una distancia de 15 cm entre el colector y la aguja con una humedad por debajo
del 30%, adicionando aire caliente para favorecer la evaporacion del solvente en el

recorrido.

El compdésito analizado mediante la técnica de espectroscopia de infrarrojo mostro
mantener los grupos funcionales de cada compuesto individual que lo conforman.
Sin embargo, se observé una notable cantidad de desplazamientos a lo largo del
espectro analizado y el ensanchamiento de sefiales debido principalmente a
interacciones electrostéaticas y el solapamiento de sefales debido a la gran cantidad

de grupos funcionales compartidos por dichos compuestos.

De la muestra de compésito de PVA/Ch/Ne .5% se concluye que esta cuenta con
una estructura no lineal y con una orientacion aleatoria junto con la presencia puntos
de fusién formados por una evaporacion insuficiente del solvente utilizado durante
el trayecto de la punta de la aguja hasta el colector, se remarca también la aparicién
de aglomeraciones o “perlas” de Ne de distintos tamafios en sitios puntuales de la

membrana.
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Esta membrana, presenta una menor resistencia a la tension, soportando .0181
MPa, frente a los .0287 MPa soportados por la muestra de PVA/Ch. Mientras que
ambas membranas tuvieron un comportamiento similar al llegar a un pico maximo
de hinchamiento, de 1208% y 1161% respectivamente, para después disminuir

abruptamente y comenzar a aumentar nuevamente su indice de hinchamiento.

Por su lado de la muestra de compadsito conformado por PVA/Ch/Ne 1% se concluye
que al igual que su par al .5% de Ne presenta una estructura no lineal y una
orientacién aleatoria pero una mayor distribucion de puntos de fusion y “perlas” de
Ne llegado estas a apreciarse a lo largo de las fibras que conforman la membrana.
Esto repercutiendo en su resistencia a la tension, al soportar una mayor tension en
comparacion a las membranas sin Ne y al .5% de Ne, llegando a la cifra maxima de
.0264 MPa.

Por el contrario, mostro un menor indice de hinchamiento con un maximo de 841%
gue después fue disminuyendo de forma mas consistente en el tiempo hasta llegar
a un indice final de 315%, posiblemente debido a la mayor presencia de Ne, un

antibiotico hidrofilico, en la estructura del compasito.

Las pruebas de liberacion de neomicina mostraron que ambas membranas, de
PVA/Ch/Ne al 1% y .5%, presentan una difusion cuasi Fickiana o Fickiana
obstaculizada, de modo que el antibidtico se difunde parcialmente a través de la
matriz polimérica hinchada y los poros de la misma debido a que el compdésito
presenta dos fases distintas, una hidrofilica y la otra hidréfoba. La muestra de
PVA/Ch/ Ne al .5% permite una liberacidon sostenida a lo largo del tiempo registrado

en la prueba siendo esta la que mas se ajustd a la ecuacion de Korsmeyer-Peppas.

En las pruebas contra S. Aureus las membranas del compodsito cargadas de
neomicina a .5% y 1% mostraron un mejor desempefio que el mismo material en
forma de pelicula, asi como un comportamiento similar, al mostrar una baja actividad
antimicrobiana que aumentaba en el tiempo, siendo el compdsito con neomicina al
.5% ligeramente superior mantenido dicha propiedad estable en los lapsos de 1 hr
y 3 hr. Contra bacterias E.Coli por su lado las peliculas mostraron un mejor
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desempefio durante la prueba a comparacion del material como membrana, estos
altimos presentaban wuna disminucidon considerable en sus propiedades
antimicrobianas a lo largo del tiempo. Sin embargo, la muestra que contenia
neomicina al .5% tuvo un mejor desempefio en general en comparacion al

presentado por la muestra al 1%.

Se puede concluir de este trabajo que el objetivo general de la investigacion se
concreto, debido a que se obtuvo un compadsito que combinara las propiedades de
los materiales PVA, Ch y Ne capaz de ser electrohilado permitiendo obtener un
material manipulable y estable en medio acuoso que a su vez exhibiera capacidades
antibacterianas, siendo la muestras mas optima la membrana de PVA/Ch/Ne .5%.
Caracteristicas deseables para su posible uso en heridas, lo cual comprueba la

hipotesis planteada anteriormente.

IX. Perspectivas a futuro

A fin de complementar la investigacion en un trabajo a futuro se deben realizar
pruebas de viabilidad celular mediante pruebas in-vitro e in-vivo asi como pruebas

para determinar la citotoxicidad del compésito.

De igual forma puede considerarse el uso de otras configuraciones para el equipo
de electrohilado a fin de mejorar la capacidad de recoleccién de las fibras y la
distribucién de la neomicina en la membrana. Otro factor importante a considerar es
el mejorar el control de las condiciones de humedad presente en las cercanias del
equipo de electrohilado pues esta afecta directamente a la capacidad del material

para formar membranas con las propiedades requeridas.

Por altimo, aumentar la duracion de tiempo de las pruebas liberacion, asi como de
actividad antibacteriana permitirian determinar el comportamiento del material en

periodos de tiempo mas largos y su posible viabilidad para su uso en este fin.
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