UNIVERSIDAD DE SONORA

DIVISION DE CIENCIAS BIOLOGICAS Y DE LA SALUD
DEPARTAMENTO DE CIENCIAS QUIMICO BIOLOGICAS

PREPARACION DE MEMBRANAS POLIMERICAS Y SUS
PROPIEDADES DE LIBERACION DE TRICLOSAN

TESIS PROFESIONAL

Que para obtener el Titulo de

QUIMICO BIOLOGO CLINICO

Presentan:
Miriam Lizeth Davila VVarela
Carmen Karina Saavedra Hernandez

Hermosillo, Sonora Febrero de 2013



Universidad de Sonora

Repositorio Institucional UNISON

<
Q

—

TODO - LO - ILUMINAN

KA P
NP |

-

{

“El saber de mis hijos
hara mi grandeza”

oS0

Excepto si se sefiala otra cosa, la licencia del item se describe como openAccess



VOTOS APROBATORIOS

Los miembros del jurado calificador del examen profesional de Miriam Lizeth Davila Varela y
Carmen Karina Saavedra Hernandez hemos revisado detenidamente su trabajo escrito titulado
Preparacion de Membranas Poliméricas y sus Propiedades de Liberacion de Triclosan y
encontramos que cumple con los requisitos para la presentacioén de su examen profesional. Por
tal motivo recomendamos se acepte dicho trabajo como requisito parcial para la obtencion de
titulo de Quimico Bibélogo Clinico

Atentamente:

Dra. Maria Ménica Castillo Ortega
Presidente del jurado

M. en C. Maria Lucila Rascén Duran
Secretario

Dra. Dora Evelia Rodriguez Félix
Vocal

Dr. Juan Carlos Galvez Ruiz
Suplente



AGRADECIMIENTOS

A la Universidad de Sonora, por darnos la oportunidad de alcanzar esta meta, gracias a los
profesores quienes durante los afios de la carrera se esmeraron por dar lo mejor para nuestra

formacion profesional, por los conocimientos tedricos y las experiencias vividas.

Al Departamento de Polimeros y Materiales por permitirnos el uso de los laboratorios y todas las
facilidades otorgadas para la realizacion de los experimentos.

A la Dra. Maria Monica Castillo Ortega, por dirigir esta tesis, por confiar en nosotras desde el
inicio, por su gran apoyo, paciencia y dedicacién en la realizacion de este proyecto asi como
sus grandes ensefanzas y valiosa retroalimentaciones profesionales. Asi también a Gabriela
Montafio por toda la ayuda brindada, asesoria y por estar siempre cuando la necesitamos por

acompafarnos hasta los fines de semana.

Miriam Lizeth Davila Varela

A mis padres por haberme brindado la oportunidad de estudiar una carrera, por su esfuerzo,
dedicacion y entera confianza; gracias por su paciencia en esos momentos de enojo, tristeza y

en los momentos felices.

A mis abuelos, tios y primos, por siempre brindarme el apoyo y orientacién en los momentos
mas dificiles y cuando mas lo necesite y gracias por haber fomentado en mi el deseo de

superacion y el anhelo de triunfo en la vida.

A mis amigos que siempre estuvieron a mi lado para ayudarme, escucharme, aconsejarme y

desestresarme.

A Karina quien acepto realizar este trabajo juntas que sin su apoyo y confianza no se hubiera

podido sacar adelante esta tesis, gracias por ser una gran persona y sobre todo ser mi amiga.



Karina

A mi mis padres por siempre estar al pendiente de todas mis necesidades sin importar la hora,
porque me han ensefiado que no importa el tamafio de los obstaculo que la vida te ponga
siempre se puede salir delante de la mejor manera posible y con la frente en alto, porque sin
ellos yo no estaria ni habria llegado hasta este punto de mi vida, gracias por que no existen las

vacaciones para ustedes los amo con todo mi corazén.

A mi hermana porque sin todos los regafios y jaladas de oreja autorizadas 0 no por mi mama,

porque siempre me dio todos los buenos consejos que una hermana mayor puede dar.
A mi hermano porque sin su ayuda yo no estaria aqui.

A Miriam que fue de las Ultimas personas que conoci en esta carrera, pero que es de esas
personas que vale la pena conocer, gracias por haber aceptado recorrer este camino juntas y
por haberme dado la confianza para realizar este trabajo.

A los mejores amigos que uno puede pedir encontrar en esta carrera Juan y Thelma, porque
fueron demasiados los dias en los cuales hablamos de escuela y lo seguiremos haciendo pero
ahora como un recuerdo.

A mi mejor amigo de toda la vida Noé porque no importaba la hora siempre escucho, escucha y

sé que seguira escuchandome.

A mis amigos Ivan y Grecia por ayudarme y desvelarse junto conmigo en este trabajo los quiero
mucho son lo mas, a su hijo Ivan Alejandro por quitarme el estrés con su linda sonrisa y ser un
bebe tan hermoso.



DEDICATORIA

A Dios, porgue nos ha dado la oportunidad de vivir la experiencia del saber y por ayudarnos a

alcanzar nuestras metas.

A nuestros padres, porque hemos llegado a esta etapa gracias a ustedes; gracias por su
paciencia y comprension, porque a pesar de las dificultades han realizado el maximo esfuerzo
para darnos lo mejor; reconocemos su infinito esfuerzo por educarnos y formarnos, por los
valores que siempre nos han inculcado. Esta tesis se la dedicamos con mucho cariiio a

ustedes, como simbolo de gratitud por el amor incondicional que siempre nos han manifestado.

A nuestros hermanos para que siempre tengan en cuenta que todo lo que nos propongamos en
la vida lo podemos lograr si trabajamos fuerte y continuamente con rectitud, sigan adelante y

para que los éxitos de hoy sean los suyos mafana y siempre.

A nuestra directora de tesis, la Dra. Maria Mdénica Castillo Ortega, por el infinito apoyo otorgado,

por compartir sus conocimientos, experiencias y consejos.



CONTENIDO

Lista de tablas
Lista de figuras
Objetivos
Resumen
INTRODUCCION
ANTECEDENTES
Electrohilado
Variables en el Proceso de Electrohilado
Propiedades del polimero
Parametros del procesamiento
Condiciones ambientales
Tipos de Arreglo
Arreglo coaxial
Fibras Electrohiladas
Aplicaciones
Ingenieria de tejidos
Regeneracion de tejidos
Cosméticos
Vendaje de heridas
Protesis medicas
Aplicaciones en la filtracion
Aplicaciones eléctricas y Opticas
Aplicaciones en ropa protectora
Liberacion controlada de farmacos
Sistemas Poliméricos
Poli (vinil pirrolidona) (PVP)
Acetato de Celulosa (AC)
Farmaco
Triclosan
Técnicas de Caracterizacion
Microscopia Electrénica de Barrido (SEM)
Espectroscopia de Infrarrojo
Espectroscopia de Ultravioleta Visible
MATERIALES Y METODOS
Preparacion de Membranas Fibrosas y Poliméricas
Concentracion del farmaco 6.25%
Concentracién del farmaco 3% (concentracion indicada)
Caracterizacion
Microscopia Electrénica de Barrido
Espectroscopia de Infrarrojo con Transformada de Fourier

Vi

Pagina
viii

Xi

Xii

13
14
14
17
17
17
18
18
20
22
22
23
24
24
24
25
25
25
25
26
27
27
28
30
30
31
31
33
35
37
37
38
38
41
41
41



Cinéticas de Liberacion Controlada del Farmaco
RESULTADOS Y DISCUSION
Preparacion de Membranas AC/PVP+Triclosan/AC
Caracterizacion
Microscopia Electrénica de Barrido
Espectroscopia de Infrarrojo con Transformada de Fourier
Liberacion Controlada del Farmaco
CONCLUSIONES
RECOMENDACIONES
BIBLIOGRAFIA

Vii

41
43
43
45
45
50
52
54
55
56



Tabla

LISTA DE TABLAS

Relacion de polimeros electrohilados en la Ultima década y sus
APIICACIONES . ...

Efectos de los parametros del proceso de electrohilado en la morfologia
delafibra ...

Polimeros naturales y sintéticos para aplicaciones biomédicas y su
biodegradabilidad ..o

Frecuencias caracteristicas de absorcién infrarroja de grupos
fUNCIONAIES. ...

Condiciones usadas en la preparacion de membranas con estructura
AC/PVP+Triclosan/AC con una concentracion del 6.25% de triclosan ..

Condiciones usadas en la preparacion de membranas con estructura
AC/PVP+Triclosan/AC con una concentracion del 3% de triclosan......

Condiciones optimas para la obtencion de membranas fibrosas
AC/PVP+Triclosan/AC con una concentracion de 0.5 gramos de
BHCIOSaAN.

Condiciones optimas para la obtencion de membranas fibrosas

AC/PVP+Triclosan/AC con una concentracion de 0.24 gramos de
EHCIOSaAN.

viii

Pagina

16

18

23

34

39

40

44

45



Figura

10

11

12

13

14

15

16

LISTA DE FIGURAS

Representacion esquematica del proceso de electrohilado............
Proceso de electrohilado de aguja sencilla ..............ccoooiiiiiiinnnnn.
Esquema de configuracién de aguja lado a lado...........................
Esquema de configuracion de agujas coaxiales..................c........
Estructura de poli (vinil pirrolidona) ..........c.coooiiiiiiiiiii,
Estructura de acetato de celulosa ...........c.coooviiiiiiiiiii
Estructura del tricloSan ..........ooiiiii
Diagrama del microscopio electronico de barrido.........................

Microfotografia de la membrana AC/PVP+Triclosan/AC con
concentracion del 3% a 5000X..........oiiiiiii e

Microfotografia de la membrana AC/PVP+Triclosan/AC con
concentracion del 3% a 500X.........coviiiiiii

Microfotografia de la membrana AC/PVP+Triclosanon concentracion
del 6.25% a 5000X........coiiiiiiiiii

Microfotografia de la membrana AC/PVP+Triclosan/AC con
concentracion del 36.25% a 500X .........ceviiiiiiiii i

Microfotografia de la membrana AC/PVP+Triclosan/AC con
concentracion del 3% después de liberar a 5000X...............c...cene

Microfotografia de la membrana AC/PVP+Triclosan/AC con
concentracion del 6.25% después de liberar a 5000X...................

Microfotografia de la membrana de AC/PVP+Triclosan/AC............

Espectro FTIR de (a) *AC, (b) *PVP, (c) *Triclosan,
(d)*AC/PVP+Triclosan/AC con 0.24 gramos, (e)* AC/PVP+Triclosan/AC
con 0.24 gramos después de su liberacion, (f)* AC/PVP+Triclosan/AC
con 0.5 gramos, (g)* AC/PVP+Triclosan/AC con 0.5 gramos después
de su liberacion....

20

21

28

29

31

32

46

47

47

48

48

49

49

51



17

18

19

Cinética de liberacion de triclosdan en etanol de la membrana
AC/PVP+Triclosan/AC con concentracion de 3% de
HCIOS AN . . oot

Cinética de liberacion de triclosdan en etanol de la membrana
AC/PVP+Triclosan/AC con concentracion de 6.25% de
T OSAN. . ..o e

Curva de liberacion del tricloSan .........oooeeiiiii i,

52

53

53



OBJETIVOS

General

Preparar membranas fibrosas con estructura nicleo-coraza, a partir de soluciones de
acetato de celulosa (AC) y poli(vinil pirrolidona) (PVP) con triclosan embebido en la parte
nuclear de la fibra, mediante la técnica de electrohilado coaxial y evaluar su uso en la

liberaciéon controlada del farmaco.

Particulares

Encontrar las condiciones 6ptimas para preparar por la técnica de electrohilado coaxial,
membranas fibrosas de AC y PVP, con Triclosan adicionado en la solucion de PVP

guedando en el nucleo de las fibras.
Caracterizar las membranas obtenidas por microscopia electronica de barrido para
observar su morfologia; asi como, por espectroscopia de infrarrojo para evaluar la

presencia de cada componente en las membranas.

Evaluar las cinéticas de liberacion de triclosan en etanol.
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RESUMEN

La mayoria de los farmacos alcanzan su efecto curativo, cuando sus concentraciones en
sangre, estan por arriba de su nivel minimo de efectividad, cada farmaco tiene diferente vida
media biolégica y no puede mantener una concentracion efectiva por mucho tiempo. El
empleo de fibras portadoras de farmacos en el campo de la medicina ha demostrado tener
varias ventajas entre las que se encuentra que mejoran la eficacia terapéutica del farmaco,
reducen su toxicidad y ofrecen sitios especificos de distribucion en el cuerpo. Un desarrollo
interesante es la aplicacibn de la electrohidrodinamica para fabricar nanoparticulas y
nanofibras cargadas de farmaco, dicha &area constituye la base del electrohilado. Este
proceso utiliza una fuente de alto voltaje para inyectar carga de polaridad positiva en una
solucién polimérica o mezcla de ellas, que es entonces direccionada hacia el colector de
polaridad opuesta. En el presente trabajo se prepararon membranas fibrosas con estructura
ndcleo coraza con triclosan a diferentes concentraciones incorporado dentro de la misma, a
partir de acetato de celulosa (AC) y poli(vinilpirrolidona) (PVP), ambos en soluciones al 8%
en peso, a traves de la técnica de electrohilado coaxial. Las membranas preparadas fueron
posteriormente caracterizadas por Microscopia Electrénica de Barrido, (SEM) vy
Espectroscopia de Infrarrojo con Transformada de Fourier (FTIR) para comprobar que el
triclosdn se encontraba embebido en la fibra. Se obtuvieron fibras de diametro de
aproximadamente 1 um. Se probé la liberaciéon del triclosan a partir de las membranas
fibrosas utilizando etanol como el medio de liberacion en las cuales la liberacion fue del 5%.

No se obtuvieron los resultados deseados en liberacién, mas sin embargo si hubo.

xii



INTRODUCCION

El triclosan es un agente antimicrobiano de amplio espectro contra bacterias Gram
positivas y Gram negativas, también contra algunos hongos y levaduras. El triclosan es
bacteriostatico debido a que a bajas concentraciones bloquea la sintesis de lipidos y a altas
concentraciones provoca la desestabilizacion de membranas e induce a una fuga de potasio (K)
que lleva a un rapido efecto bactericida. También muestra efectos anti-inflamatorios en la

aplicacion topica. (Queckenberg y col., 2010)

Las membranas compuestas de micro/nano fibras poliméricas son materiales
sumamente interesantes, debido a su gran area superficial para un volumen deseado aportando
propiedades nuevas e interesantes. El electrohilado es uno de los procesos mas versatiles para
preparar este tipo de fibras ya que es utilizable en una gran variedad de materiales a un bajo
costo con un campo amplio de aplicacién, como ingenieria, medicina, quimica por mencionar
algunas. (Del valle y col., 2012). El electrohilado hace uso de fuerzas electroestaticas para
obtener una membrana de un polimero a partir de una solucién diluida del mismo. Esta técnica
proporciona un estiramiento de la cadena del polimero y una reduccion significativa del area de
seccion transversal que puede afectar a la orientacién de las cadenas moleculares dentro de la
fibra y esto influye fuertemente en las propiedades mecanicas de las nanofibras. (Del valle y
col., 2012)

La técnica de electrohilado fue descrita originalmente por Zeleny en 1914 para producir
redes interconectadas de nanofibras de soluciones poliméricas, explorando con ello el potencial
de las membranas fibrosas en diferentes aplicaciones, como se ha publicado en diferentes

investigaciones; por ejemplo, la liberacién controlada de farmacos. (Zheng-Ming y col., 2003)

En el presente trabajo se prepararon por la técnica de electrohilado membranas de
acetato de celulosa y polivinilpirrolidona con triclosan embebido, se caracterizaron las
membranas obtenidas por microscopia electronica de barrido y por espectroscopia de infrarrojo.

Se evalud la liberaciéon del triclosan en un medio de etanol.
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ANTECEDENTES

Electrohilado

El proceso de electrohilado parece ser el Unico método por el cual se pueden producir
nanofibras continuas en produccion masiva de varios polimeros. El término “electrohilado”.
Derivado de “electrostatic spinning” fue usado relativamente reciente (alrededor de 1994)
aunque la idea fundamental data de 60 afios antes. De 1934 a 1944, Formalas publico una
serie de patentes, describiendo una configuracion experimental para la produccion de
filamentos poliméricos a partir de fuerzas electroestaticas. (Zheng-Ming y col., 2003)

Una solucién polimérica, como el acetato de celulosa, fue introducida dentro de un capo
eléctrico. Los filamentos de polimeros se formaron, a partir de la solucion, entre dos electrodos
con cargas de polaridad opuesta. Uno de los electrodos fue colocado en la soluciéon y el otro en
el colector. Una vez expulsado de la jeringa de metal con un pequefio orificio, los chorros de la
solucién cargada se evaporaban convirtiéndose en fibras que fueron recogidas en un colector.
La diferencia potencial depende de las propiedades de la solucién, como el peso molecular del
polimero y su viscosidad. Cuando la distancia entre la aguja y el colector es muy corta, las
fibras tienden a pegarse al aparato colector debido a que no hay evaporacion completa del
solvente. (Zheng-Ming y col., 2003)

El diagrama esquematico para interpretar el electrohilado de nanofibras poliméricas se
muestra en la figura 1. Donde se muestran los 3 componentes del proceso: una fuente de alto
voltaje, un capilar con aguja de diametro pequefio y una placa colectora. En el proceso de
electrohilado el alto voltaje es usado para crear una carga eléctrica en el chorro de polimero
antes de alcanzar el colector. La solucion se evapora o solidifica y se colectada como una red
interconectada de pequefias fibras, un electrodo se coloca en la solucién y el otro en el colector.
En la mayoria de los casos el colector es simplemente conectado a tierra. (Zheng-Mingy col.,
2003)
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Colector de polaridad
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Solucion polimérica

Chorro del
polimero
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no tejidas Nanofibras -

Figura 1. Representacion esquematica del proceso de electrohilado

Tomado de la fuente (Rodriguez y col., 2011)

El campo eléctrico se forma en la punta del tubo capilar que contiene el fluido en
solucion el cual tendra una tensién superficial. Esto induce una carga en la superficie del
liquido. Las cargas de repulsién y de atraccion de las superficies cargadas al electrodo causan
una fuerza de oposicion directa a la tension superficial. Al aumentar la intensidad del campo
eléctrico la superficie hemisférica del liquido en la punta del capilar se alarga hacia una forma
conica la cual se conoce como cono de Taylor. (Zheng-Ming y col., 2003). Aumentando aun

mas el campo eléctrico se alcanza un valor critico con el cual las fuerzas electroestéaticas se
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vuelven mayores a la tensién superficial y carga el chorro del liquido expulsado de la punta del
cono de Taylor. El chorro de solucion del polimero se somete a una alta inestabilidad y
elongacion del proceso, lo que permite que el chorro sea muy largo y delgado. Mientras tanto el
solvente se evapora dejando una fibra del polimero. En el caso de la fusion del chorro
descargado este solidifica mientras viaja en el aire. (Zheng-Ming, y col., 2003)

A la fecha, mas de 100 diferentes polimeros, han sido exitosamente hilados en fibras
ultra finas usando esta técnica (Long y col., 2006). Una relacién de publicaciones relacionadas
con electrohilado en los pasados 10 afios se muestra en la tabla 1.

Tabla 1. Relacién de polimeros electrohilados en la Ultima década y sus aplicaciones

Polimero (s) Aplicacion Ao Referencia

Nylon6,6, PA-6,6 Proteccién de ropa 2002 (Schreuder-Gibson y
col)

Dextrano y acido poli

(lactico-co-glicdlico) Biomédica 2004 (Maretschek y col.,

(PLGA) 2008)

Policarbonato Proteccion de ropa 2004 (Schreuder-Gibson y
col.)

Poli(l-lactico-co-¢-

caprolactona)[P(LLA)-  Ingenieria de tejidos 2005 (Jiang y col., 2004)

CL]

Colageno, PEO Ingenieria de tejidos 2001 (Huang y col., 2001)

Gelatina y Acido

Hialuronico- Gelatina.  Ingenieria de tejidos 2006 (Hong y col., 2001)




Variables en el Proceso de Electrohilado

Propiedades del polimero. Dependiendo de un nimero de pardmetros de la solucion,
pueden ser obtenidos resultados muy diferentes usando el mismo polimero y configuracién del
electrohilado. Es por esto que es dificil dar una relacion cuantitativa que pueda aplicarse en un
amplio intervalo de sistemas polimero-solvente. Sin embargo, hay tendencias generales que
son Utiles para determinar las condiciones dptimas para cada sistema. La concentracion del
polimero determina el grado de hilado de la solucion, es decir si puede o no formar fibra. La
solucion debe tener una concentracion suficientemente alta, para que ocurra el desenredo de la
cadena, sin embargo, la solucién no debe ser muy diluida o muy concentrada. Si la solucién es
muy diluida entonces la fibra polimérica puede romperse en gotas antes de alcanzar el colector
debido a los efectos de la tensién superficial, por el contrario, si la solucion estd muy
concentrada, entonces las fibras no pueden ser formadas debido a su alta viscosidad, pues
dificulta el control de la tasa de flujo del capilar. La eleccion del solvente es también critica en la
formacion de fibras ya que (ademas de influir en la porosidad de la fibra), para que ocurra una
evaporacion suficiente del solvente entre el capilar y el colector, se debe usar un solvente

volatil. (Hong y col., 2001)

Parametros del procesamiento. Agrupados en orden de impacto, estos parametros
son: el voltaje aplicado, velocidad de flujo del polimero y distancia del capilar al colector. Todos
pueden influenciar en la formaciéon de las fibras. Su relacién con la morfologia de la fibra se

resume en la Tabla 2. (Hong y col., 2001)
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Tabla 2. Efectos de los pardmetros del proceso de electrohilado en la morfologia de la fibra.

Parametro Efecto en la morfologia de la fibra.

_ _ Si aumenta, el didmetro de la fibra disminuye inicialmente, luego
Voltaje aplicado
vuelve a aumentar.

Si aumenta, también lo hace el diametro de la fibra (ocurren

Flujo

morfologias con cuentas si el flujo es muy alto)
Distancia entre el capilar Con su aumento, el didmetro de la fibra disminuye (Ocurren
y el colector morfologias con cuentas/gotas si la distancia es muy corta)

Tomado de la fuente: (Hong y col., 2001)

Condiciones ambientales. La mayoria de los trabajos de investigacion publicados se
enfocan en los pardmetros que pertenecen a los primeros dos grupos. Sin embargo, los
parametros ambientales como la humedad y la temperatura, influyen en el proceso y por ende
en el resultado del mismo. (De Vrieze y col., 2009). Ejemplo de lo anterior, es el estudio de S.
De Vrieze y col., quienes investigaron la influencia de las condiciones ambientales en el proceso
de generacion de fibras de acetato de celulosa (AC) y poli(vinil pirrolidona) (PVP). Los
parametros afectados por la temperatura, son la tasa de evaporacion del solvente y la
viscosidad de la solucién polimérica. Mientras que la humedad, también influye en la tasa de
evaporacion del solvente, y junto con la influencia de la temperatura causan un efecto sinérgico,

principalmente, en el diametro promedio de la fibra. (De Vrieze y col., 2009)

Tipos de arreglos. Los procesos de electrohilado pueden clasificarse segun la
configuracion de la aguja (sencilla, lado a lado y coaxial). La configuracién mas simple y comun,
donde existen basicamente tres componentes para completar el proceso: una fuente de alto
voltaje, un tubo capilar con una pipeta o aguja de diametro pequefio, y una pantalla de metal

recolectora (figura 2). (Zheng-Ming y col., 2003)

En décadas recientes, muchos sistemas polimero/solvente, han sido fabricados a través
del electrohilado con aguja sencilla, que se ha convertido en un método comun para preparar
fibras ultra finas para aplicaciones biomédicas. Las fibras compuestas también pueden ser

fabricadas a través de mezclas de polimeros. Esta capacidad es significativa debido a que

18



algunas propiedades deseables de multiples polimeros pueden ser combinadas. (Leung y col.,
2010)

No obstante, la técnica de electrohilado con aguja sencilla tiene la limitante de poder
obtener fibras con mudltiples polimeros, estos deben ser solubles en el mismo disolvente.
Cuando esto no es posible se puede utilizar una configuracion lado a lado. En ella dos
soluciones poliméricas por separado pasan a través de dos diferentes capilares o agujas, que
son fijados lado a lado (figura 3) en el caso de la configuracion lado a lado, conectar cada aguja
a una fuente de alto voltaje individual puede causar interferencia entre las dos agujas debido a
la variacién en la carga de cada aguja. Una consideracion importante en la configuracion lado a
lado es la distribucion uniforme de la carga. Una barra metalica puede ser atada a las agujas
para distribuir la carga, y las agujas pueden ser conectadas a una fuente comun de alto voltaje
debido a la barra metalica. (Leung y col., 2010)

El electrohilado de particulas de segunda fase no esta limitado a solidos. (Wang y col., 2010)

Fibras
Pantalla de i
metal electrohiladas
colectora Solucién polimérica

Figura 2. Proceso de electrohilado de aguja sencilla
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S S L S S /
Colector

A A A A

\\\Q Capilar X

Polimero X

Figura 3. Esquema de configuracion de aguja lado a lado.

Tomado de la fuente (Hong y col., 2001)

Arreglo coaxial. Una modificacion de la técnica sencilla de electrohilado ampliamente
conocida, es el electrohilado coaxial (figura 4). Se puede apreciar en la figura que hay dos
canales separados los cuales pueden acarrear una solucién polimérica distinta en cada uno, un
método de fabricacion de fibras con un nucleo coaxial y el componente de coraza, donde cada
uno puede tener diferentes solubilidades en solventes organicos y acuosos. En ciertos casos,
se requiere que el nucleo sea hidrofébico para permitir la formacion de la fibra después de la

evaporacion del solvente organico volatil. (Rodriguez y col., 2011) (Chakraborty y col., 2009)

Las nanofibras con estructura nudcleo-coraza son adecuadas para aplicaciones
biomédicas, como las que contienen PLGA en la coraza y quitosano en el nucleo en sistemas
de liberacion de farmacos. En una fibra con estructura ndcleo-coraza, los farmacos o proteinas
pueden ser incorporados en el ndcleo de la fibra protegido por la coraza la cual puede estar

compuesta de un polimero mecanicamente mas estable o menos degradable. En efecto las
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nanofibras con estructura nucleo-coraza afiaden una capa extra de control para la liberacion de
farmacos o proteinas, permitiendo un perfil de liberacion mas adecuado. Otra ventaja del
electrohilado coaxial es que la solucién del nucleo no necesita ser electrohilada. El factor méas
importante es que la coraza de la fibra pueda ser electrohilada para obtener un canal uniforme
para poder cargar a la solucion de la coraza. (Wang y col., 2010)

| | Capilares

:— Cono de taylor
I Chorro de la fibra
L L L L LS

Capilar Y

- Polimero Y

Figura 4. Esquema de configuracién de aguja coaxial.

Tomado de la fuente: (Hong y col., 2001)
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Fibras Electrohiladas

Aplicaciones. Las fibras electrohiladas son utiles en una amplia gama de aplicaciones
en diferentes areas de la investigacion y son particularmente interesantes para los campos de
ingenieria biomédica como la cicatrizaciébn de heridas, andamios para ingenieria de tejido,

cosmeéticos y sistemas de liberacion de farmacos. (Maretschek y col., 2008)

Las interconexiones, las estructuras porosas tridimensionales y las enormes areas
superficiales de las membranas de electrohilado preparadas a partir de polimeros
biodegradables tienen un gran potencial en ingenieria de tejidos, liberacion de farmacos, terapia
génica etc. Debido a su biodegradabilidad, biocompatibilidad y propiedades para formar fibras,
los poliésteres alifaticos son los mas estudiados entre los polimeros biodegradables. (Leung y
col., 2010)

La tabla 3 resume algunos de los polimeros sintéticos y naturales utilizados para
aplicaciones biomédicas y su biodegradabilidad. La variedad de polimeros disponibles permite
una seleccion basada en los diferentes criterios para cada aplicacion. Esta versatilidad
combinada con el control de las propiedades de los pardmetros de electrohilado, como el
didmetro de la fibra y la porosidad, permite que la tecnologia de las nanofibras sea un método

altamente adaptable para resolver algunos retos biomédicos. (Wang y col., 2010)
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Tabla 3. Polimeros naturales y sintéticos utilizados para aplicaciones biomédicas y su
biodegradabilidad.

Material Biodegradabilidad
Natural

Alginato Réapido
Quitosano Rapido
Colageno Lento
Gelatina Lento
Seda Lento
Celulosa Lento
Acido hialurénico Rapido
Sintético

Poli(vinil) alcohol Rapido
Poli(caprolactona) Lento
Acido glicdlico poli(lactico) Lento
Poli(uretano) No
Poli (etilen vinil acetato) No

Tomado de la fuente (Leung y col., 2010)

Ingenieria de tejidos._Para el tratamiento de tejidos u érganos en malfuncionamiento en
el cuerpo humano, uno de los desafios del area de ingenieria de tejidos/biomateriales es el
disefio ideal de las membranas/matrices sintéticas que puedan simular la estructura y funciones
biol6gicas de la matriz extracelular natural. Las células de humano se pueden atar y organizar
bien en las fibras con didmetros mas pequefios que las células. Con respecto a esto, las
membranas fibrosas a nano escala se pueden proveer en una plantilla optima para que las
células se multipliquen crezcan y migren. La regeneracion exitosa de tejido biolégico y 6rganos
celulares para el desarrollo de estructuras fibrosas beneficia a la proliferacion y disposicion de

células. (Zheng-Ming y col., 2003)

Las nanofibras para la regeneracién de tejido son altamente adaptables por su amplio
intervalo de polimeros biocompatibles disponibles, y su flexibilidad en la optimizacién del

proceso. Varios polimeros han sido deseables para propiedades biomédicas, como el quitosano
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que es apto para ayudar a la coagulacién de la sangre, y como tal puede ser considerado para
aplicaciones en tejidos especificos. Ademas, el proceso de electrohilado, puede ser usado para
mejorar el rendimiento de las membranas de nanofibras. También los agentes bioactivos como
las proteinas pueden ser agregados a las membranas de nanofibras, para mejorar el
rendimiento. Para regeneracion de tejido de la piel, se desea encontrar un mejor desempefio,
alternativas eficientes a soluciones existentes como las vendas o injertos de piel. Ejemplos de
materiales que han mostrado su potencial para membranas de tejido de la piel son el colageno,

la seda, quitosano y alginato. (Wang y col., 2010)

Regeneracion de tejidos. La meta en el desarrollo de la techologia de regeneracién de
tejido nuevo es por consiguiente obtener una plataforma biocompatible que puede albergar
temporalmente tejido celular, el cual debe ser capaz de albergar y proliferar en un tejido
especifico que necesita ser reparado. Las nanofibras son adecuadas para la regeneracion de
tejido debido a la gran area superficial disponible para actividades de tejido celular y su
semejanza estructural con la matriz extra celular. (Wang y col., 2010)

Cosméticos. Las mascarillas actuales de cuidado de la piel como las cremas tépicas,
cremas o unguentos pueden contener polvos o liquidos en espray los cuales son mas parecidos
a los materiales fibrosos que migran a areas sensibles del cuerpo como la nariz y los ojos
donde la mascarilla esta siendo aplicada. El electrohilado de nanofibras poliméricas se ha
intentado aplicar como un cosmético para el cuidado de la piel, limpieza u otras propiedades

médicas o terapéuticas con o sin aditivos. (Zheng-Ming y col., 2003)

Vendaje de heridas. Las nanofibras de polimeros también pueden ser usadas para
heridas o quemaduras de piel humana, disefiadas como dispositivos hemostaticos con una
caracteristica Unica. Con la ayuda del campo eléctrico, las fibras finas de polimeros
biodegradables pueden ser directamente aplicadas en el lugar lesionado de la piel en forma de
un vendaje, el cual puede dejar que las heridas sanen mediante el fomento del crecimiento de la
piel normal y eliminando la formacién de tejido cicatrizante el cual puede ocurrir con

tratamientos normales. (Zheng-Ming y col., 2003)
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Protesis medicas. Las nanofibras de polimeros fabricadas por electrohilado se han
propuesto para un numero de protesis de tejido blando, como vasos sanguineos, vascular,
pecho, etc. Ademas las nanofibras electrohiladas de polimeros biocompatibles también pueden
ser depositadas como una membrana delgada y porosa en un dispositivo de tejido prostético
para ser implantadas en el cuerpo humano. (Zheng-Ming y col., 2003)

Aplicaciones en la filtracién. La filtracion es necesaria para muchos campos de
ingenieria. Se estima que en el futuro el campo de la filtracidon se incrementard. Los materiales
fibrosos usados para filtracibn proporcionan ventajas de alta eficiencia de filtracion y baja
resistencia de aire. La eficiencia de la filtracion esta asociada con fineza de la fibra, es una de
las preocupaciones mas importantes para un filtrado de rendimiento. (Zheng-Ming y col., 2003)

Aplicaciones eléctricas y 6pticas. Se espera que las nanofibras conductoras sean
usadas en la fabricaciéon de pequefios dispositivos 0 maquinas como en las uniones Schottky
(dispositivo semiconductor) y sensores. Debido al conocido hecho de que la reaccién de la tasa
electroquimica es proporcional al area superficial del electrodo, las membranas de nanofibras
conductoras son muy adecuadas para usarse como electrodos porosos en el desarrollo de
baterias de alto rendimiento. Las membranas conductoras (en términos eléctricos, idnicos y foto
eléctricos) también tienen su potencial de aplicacién incluyendo disipacion electroestatica,
proteccién de corrosion, blindaje de interferencia electromagnética, dispositivos fotovoltaicos,
etc. (Zheng-Ming y col., 2003)

Aplicaciones en la ropa protectora. En la ropa protectora militar se espera ayudar a
maximizar la supervivencia, sustentabilidad y combate efectivo en el sistema individual del
soldado contra condiciones de clima extremo, balistica y guerras nucleares, biologicas y
quimicas, la ropa protectora actual tiene absorbentes de carbono, tiene sus limitaciones en
términos de permeabilidad de agua, lo cual hace que la ropa tenga un peso extra. Debido al
gran area superficial de las fibras estas son capaces de neutralizar agentes quimicos sin el

impedimento de que la ropa es permeable al aire o vapor de agua. (Zheng-Ming y col., 2003)
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Liberacion controlada de farmacos. Las nanofibras pueden ser usadas para liberar
proteinas en tejidos especificos de manera controlada. De hecho, el uso de nanofibras en
terapias de liberacion y encapsulacion es otra area donde se enfocan las nanofibras
biomédicas. Las nanofibras son atractivas por dos razones principales. Primero, las nanofibras
tienen un gran &rea superficial para un volumen deseado, el cual es aun mayor considerando
los poros que existen dentro de las fibras. No solo por el area superficial se pueden asegurar
altos inicios terapéuticos, también puede reducir la restriccion que lleva la difusion del farmaco

gque incrementa la fraccién total que puede ser liberada. (Leung y col., 2010)

Otras propiedades relevantes de las nanofibras, como su diametro, porosidad y su
mecanismo para ligar los farmacos, son altamente controlables durante los parametros del
proceso y el material de eleccion, la velocidad de la liberacién del farmaco puede ser adaptado
para cada aplicacion. La manera mas eficiente para curar la enfermedad de un 6rgano es
enfocando las terapias en los sitios de accion destinados. La mayoria de los farmacos en el
mercado farmacéutico actualmente pueden ser clasificadas en liberacidén especifica del sitio o

transportadas por el torrente sanguineo. (Leung y col., 2010)

Los farmacos de liberacion especifica son colocados directamente o adyacentemente al
sitio afectado. Ejemplos de estos sistemas incluyen ungiientos e inhaladores. Mientras que hay
investigaciones que se enfocan en nuevos métodos de liberacion especifica del sitio como
micro capsulas de anticuerpos conjugados, los productos disponibles en el mercado solo
pueden alcanzar érganos superficiales y faciles de alcanzar. La liberacion de farmacos en la
circulacion intenta llegar a sitios inaccesibles, y ejemplos incluyen medicinas tomadas oralmente

e inyecciones. (Leung y col., 2010)

Sin embargo, el efecto de la liberacion de farmacos en la circulacion tiende a ser
sistematica y areas no dafladas pueden ser afectadas, causando efectos secundarios, en
algunos casos severos. Por ejemplo, los farmacos para terapia de cancer pueden causar
pérdida de peso y cabello porque estos farmacos pueden apagar rapidamente la division
celular, pero no diferencian entre células cancerigenas o sanas. En este caso el control de la
dosis del farmaco es también importante, y es deseable aplicar la cantidad minima de farmaco
que sea suficiente para tratar el area afectada pero no suficiente para causar efectos colaterales

adversos. (Leung y col., 2010)

Idealmente, la liberacion de farmacos puede ser sustentada a un nivel requerido por un

periodo de tiempo para eliminar la necesidad de mudltiples aplicaciones de farmacos. Los
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objetivos principales para desarrollar nuevos transportadores de farmacos se divide en dos:
permitir al transporte del farmaco colocarse en el sitio y controlar la liberaciéon del farmaco. Las
matrices poliméricas como estan fabricadas por electrohilado son capaces de sostener las
liberaciones terapéuticas de una manera controlada. (Wang y col., 2010)

Sistemas Poliméricos

Los polimeros biodegradables son buenos candidatos para aplicaciones en el campo
biomédico, debido a su biocompatibilidad, su degradacion y propiedades mecanicas. (Kenawy y
col., 2009)

Sin embargo, la capacidad de procesar polimeros naturales a través de la técnica de
electrohilado es normalmente complicada. Generalmente hablando, el electrohilado de

biopolimeros es mas dificil que el de polimeros sintéticos. (Li y col., 2006)

Poli(vinil pirrolidona)

Poli(vinil pirrolidona) o PVP es un polimero sintético, higroscépico y soluble en agua, de férmula
quimica (CeéHoNO)n (Figura 5). Hasta ahora el PVP ha encontrado una amplia variedad de
aplicaciones en el campo de la biomedicina, debido a sus propiedades utiles incluyendo la no
toxicidad, biocompatibilidad, alta hidrofilicidad, buenas propiedades de formacién de complejos,
y habilidad para formar peliculas. Recientemente el PVP ha sido exitosamente electrohilado
dentro de fibras de etanol, dimetilformamida (DMF), diclorometano o sus mezclas. (Kumbar y
col., 2008)

El PVP es un material ampliamente usado en microencapsulacion, para la liberaciéon controlada

de farmacos y para sensores biologicos y quimicos. (Enz y col., 2009)
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Figura 5. Estructura de la poli(vinil pirrolidona)

Acetato de Celulosa (AC)

La celulosa es el recurso natural mas abundante en la tierra, es clasificada como un
polisacéarido lineal. Tiene muchas ventajas como su biocompatibilidad, biodegradabilidad y
propiedad regenerativa. Por tales razones la celulosa es ampliamente usada en industrias
textiles y en areas de material biomédico. La fabricacién de fibras de celulosa ultra finas por
electrohilado, ha obtenido mucha atencién en afios recientes. Entre otras aplicaciones, las fibras
de acetato de celulosa (AC) se han desarrollado como transportadores para la liberacién

transdérmica de farmaco. (Mei y col., 2010)

La celulosa es un material hidrofilico ampliamente usado en preparacion de membranas.
Sin embargo, las dificultades para encontrar solventes adecuados para disolverla, convierte a
las nanofibras de celulosa dificiles de preparar directamente por electrohilado, es por ello que
se prefieren las nanofibras de AC, pues este Ultimo es mas soluble en solventes organicos

como la acetona. (Zuwei y col., 2005)
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El AC tiene aproximadamente 2.4 de 3 grupos hidroxilo por unidad de anhidroglucosa,
sustituido con un grupo acetil (Figura 6). EI AC comercial es insoluble en agua y es producido
por esterificacion controlada de la celulosa pura con anhidrido acético. En este proceso, grupos
acetilo son sustituidos por todas o una parte de las unidades hidroxilo en la cadena de celulosa.
(Wheatley, 2007)

RO OR

RO OR

Figura. 6. Estructura del acetato de celulosa.
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Farmaco

Triclosan

El triclosan es un antiséptico, derivado fenélico no i6énico, soluble en lipidos y que carece de los
efectos de tincibn de los agentes cationicos que fue inicialmente incorporado en las
formulaciones de los dentifricos; posteriormente fue incorporado en los enjuagues como agente
microbiano. La escasa sustantividad del triclosan en la boca puede ser aumentada mediante su
combinacién con copolimeros de acido maleico. Lindhe demostré que la accion antimicrobiana
de triclosan se ve forzada por el agregado de citrato de zinc y el copolimero éter-polivinil
metilico del acido maleico. Al estar presente en la vida diaria no se han observado efectos
adversos importantes con esta sustancia. Su toxicidad es baja y es altamente liposoluble.
(Negroni, 2009)

El triclosan es un agente antibacteriano de amplio espectro con actividad bacteriostatica y
bactericida. Esta contrastada su inhibicion en la formacién de placa bacteriana, aunque su
eficacia es inferior a la de la clorhexidina. Se ha observado que la efectividad de los colutorios
con triclosan es dosis-dependiente, siendo mas eficaz a 0.2% que al 0.1%. En principio se
planteaba como una alternativa a la clorhexidina, dado que no presenta el problema de la
marcada tincion de dientes y mucosas, pero a las dosis a las que el triclosan resulta eficaz se
ha observado la aparicion de otros efectos secundarios. A concentraciones del 0.2% algunos
pacientes han experimentado dolor en las mucosas y aparicién de erosiones. Al igual que con la
clorhexedina, se ha quejado del mal sabor del colutorio y, en combinaciéon con zinc, se han
descrito ligeras tinciones en los dientes. Se utiliza tanto en pasta como en colutorio. (SEPO,
2009)

30



OH Cl

Cl Cl

Figura 7. Estructura del tricloséan

Tecnicas de Caracterizacion

Microscopia Electrénica de Barrido (SEM)

Un microscopio electrénico de barrido (SEM por sus siglas en ingles) produce directamente una
imagen de la estructura en tercera dimension de la superficie de una muestra. EI SEM usa
electrones que se encuentran dispersos o emitidos por la superficie de la muestra. Esta Ultima
para ser examinada se fija, se seca y se recubre con una capa delgada de un metal pesado, por
ejemplo oro, para facilitar el flujo de electrones. La muestra preparada, es barrida por un haz
focalizado de electrones. La cantidad de electrones dispersos o emitidos cuando este haz
primario bombardea consecutivamente cada uno de los puntos de la superficie metalica es
medida y usada para controlar la intensidad de un segundo haz que se mueva sincronicamente
con el haz primario y forma una imagen en el monitor del equipo. En este punto, se construye
una imagen sumamente amplificada de la superficie de la muestra (Figura 8). (Alberts y col.,
2008)
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La técnica de SEM proporciona una gran profundidad del campo, es mas, gracias a que
el grado de dispersion de los electrones depende del angulo relativo entre el haz y la superficie,
la imagen tiene luces y sombras que le confieren una apariencia tridimensional. Sélo

caracteristicas superficiales pueden ser examinadas. (Alberts y col., 2008)

El poder de resolucion de SEM depende de varios factores, tales como la dimension del
haz de electrones, la difusién del mismo en la muestra antes de la emision de los electrones

secundarios, y la corriente estabilizada de la lente. (Naik, 2011)

La dimensién del haz puede reducirse de muchas formas. Por ejemplo a potencia de 1

kV, la resolucion es 140 nm, mientras que a 30 Kv, la resolucion es 20 nm. (Naik, 2011)
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Figura 8. Diagrama del microscopio electronico de barrido.
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Espectroscopia de Infrarrojo

La espectroscopia de absorcién infrarroja (IR) es otra de las técnicas empleadas en la
caracterizacién de las membranas fibrosas. Es muy Util para obtener informacién cualitativa
sobre las moléculas. La absorcién de radiacion en la regién del IR puede dar informacion acerca
de la naturaleza de los compuestos, de la existencia 0 no de grupos funcionales y de la

estructura de las moléculas. (G. Christian, 2009) (Skoog y col., 2001)

La absorcion molecular de la radiacion IR lleva a una serie de transiciones entre los
niveles de energia de vibraciébn de los estados energéticos electronicos con la mas baja
excitacion. La forma en la que puede vibrar una molécula esta relacionada con el nUmero de
sus enlaces y, por tanto, con el nimero de atomos que la componen, como se demuestra en la
Tabla 4. Las vibraciones de una molécula son numerosas inclusive para la mas simple. No
todas las formas de vibracion absorben en el IR, hay dos requisitos para que se dé la absorcion
de luz en el IR: 1) que existan en la molécula dos estados con una diferencia de energia
exactamente igual a la energia que posee el cuanto de radiacion electromagnética que pretende
interactuar con dicha molécula, y 2) que durante el cambio de estado vibracional se dé un cambio
en el momento dipolar de la molécula. (Skoog y col., 2001)

D. Skoog et al, proponen que el espectro IR de un compuesto que abarque un intervalo
de longitud de onda de 2.5 a 15 um (4,000 a 666 cm), es una huella dactilar Gnica que se
puede distinguir de los espectros de absorcidn de otros compuestos; sélo los isomeros épticos
tienen espectros idénticos. Mientras que para G.D. Christian y col., esta regiébn comprende
desde los 6 a 15um (1666- 666), y depende mucho del ambiente molecular, ellos la denominan,
de nueva cuenta region dactiloscépica. (Skoog y col., 2001) (G.Chrisrian, 2009)

La espectrofotometria IR tOiene el potencial para determinar un sinnimero de sustancias
en virtud de que casi cualquier especie absorbe en esta regién. Con excepcion de las moléculas
diatbmicas mononucleares, como O, Cl, y N, todas las moléculas orgénicas e inorgénicas
absorben la radiacion infrarroja. Ademas, la peculiaridad de cada espectro IR proporciona un
alto grado de especificidad que sélo es igualado o superado por muy pocos métodos analiticos.
En espectroscopia de infrarrojo (IR) se utilizan dos tipos de espectrometros: dispersivos y de la

variedad de transformada de Fourier. (Skoog y col., 2001)
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En el espectrometro de transformada de Fourier, se detectan y miden todas las
longitudes de onda simultdneamente. Utilizan un interferémetro para producir los patrones de
interferencia que contienen la informacién de los espectros de infrarrojo. Los transductores son
comunmente, sulfato de triglicina, que es un transductor piroeléctrico, o teluro de mercurio y
cadmio, que es un transductor fotoconductor. Para obtener la energia radiante como una
funcion de la longitud de onda, el interferometro modula la sefial de la fuente en una forma tal
gue se pueda decodificar mediante la técnica matematica de transformadas de Fourier. Esta
operacién requiere una computadora de alta velocidad para realizar los célculos. (Skoog y col.,
2001)

Tabla 4. Frecuencias caracteristicas de absorcién infrarroja de grupos funcionales.

Grupo Clase de compuesto Regién, cm™? Intensidad
C-H Alcano 2965-2850 (tension) fuerte
-CHs 1450 (deformacion) media
1380 (deformacion) media
-CH> 1465 media
Alguenos 3095-3010 (tensidn) media
700-1000 (deformacion) fuerte
Alguinos 3300 (aprox.) fuerte
Aldehidos 2900-2820 débil
2775-2700 débil
C-C Alcanos 700-1200 (sin utilidad) débil
Alquenos 1680-1620 variable
Alquinos 2260-2100 variable
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Continuacion de la tabla 4. Frecuencias caracteristicas de absorcién infrarroja de grupos

funcionales.
Cc=0 Cetonas 1725-1705 fuerte
Aldehidos 1740-1720 fuerte
Ac. carboxilicos 1725-1700 fuerte
Esteres 1750-1730 fuerte
Amidas 1700-1630 fuerte
Anhidridos 1850-1800 fuerte
C-O0 Alcoholes, esteres, Ac. 300-1000 fuerte
carboxilicos, éteres
-O-H Alcoholes 3650-3590 variable y
estrecha
Mondmero asociado 3400-3200 fuerte y ancha
Ac. Carboxilico asociado 3300-2500 variable y ancha

-N-H Aminas y amidas primarias 3500 (aprox.) (tens.) media
Aminas y amidas secundarias 3500 (tensién) media
C=N Nitrilos 2260-2240 media
C-X Fluoruros 1400-1000 fuerte
Cloruros 800-600 fuerte
Bromuros 600-500 fuerte
Yoduros 500 (aprox) fuerte

Tomado de la fuente (Castillo-Ortega y col., 2012)

Espectroscopia Ultravioleta Visible

La espectroscopia de absorcibn molecular en la region Ultravioleta Visible (UV-VIS) tiene su
principal aplicacién en el andlisis cuantitativo, y es uno de los métodos preferidos en los
laboratorios quimicos y clinicos, ya que detecta concentraciones extraordinariamente pequefias

de los compuestos que absorben este tipo de energia y, por lo tanto, es posible tener alta precision
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y exactitud al medir concentraciones. Muchos tipos de componentes organicos e inorganicos
absorben radiacion directamente en la region UV-VIS, otros pueden ser convertidos para
absorber especies por medio de una reaccion quimica. (Skoog y col., 2001)

Cuando luz UV-VIS es absorbida por una molécula produce cambios en los estados
electrénicos, es decir, la absorcion de energia luminosa por compuestos orgénicos en la region
UV-VIS implica la transferencia de los electrones desde el estado fundamental a estados de mayor
energia. Esta absorcion implica la transferencia de los electrones de los orbitales moleculares
sigma (o), pi () y n (orbitales con electrones no enlazantes, como los que existen en el oxigeno) a
orbitales antienlace ¢* y n*. Como el orbital n no forma enlaces, no hay orbital antienlace asociado
con él. La longitud de onda en la que absorbe una molécula organica va a depender de la fuerza

con la que se sujeten sus electrones. (Skoog y col., 2001)

Esta técnica es una de las herramientas principales para estudiar equilibrios quimicos y
cinéticos. En estos experimentos se seleccionan las longitudes de onda adecuadas para seguir
el curso de uno o mas de los reactivos, productos o alguna especie intermedia. Utilizando los
valores ya conocidos de absortividades molares, o determinandolos previamente, se obtienen
las concentraciones aplicando la ley de Beer. En los experimentos cinéticos, la
espectrofotometria permite seguir la aparicion de un producto o de un compuesto intermedio, o

también la desaparicién de un reactivo. (Skoog y col., 2001)
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MATERIALES Y METODOS

Los materiales utilizados en este trabajo se presentan a continuacion:

Acetato de celulosa, M,= 50000, marca Aldrich.
Poli(vinil pirrolidona), Mw= 360000, marca Aldrich.
Acetona, marca Aldrich

Etanol, marca Meyer.

* & & o o

Triclosan, marca Sigma life science.

Los reactivos anteriores fueron utilizados sin recibir algin tratamiento previo.

Preparacion de Membranas Fibrosas Poliméricas

Se controlaron cinco parametros, que fueron: concentracién de la solucion polimérica,
solvente utilizado, voltaje aplicado, flujo, distancia entre la aguja y la placa colectora, de los

cuales se variaron: el voltaje aplicado, el flujo y la concentracién del farmaco.

Para la preparacion de la solucion de acetato de celulosa (AC) se utilizo como solvente
una mezcla de acetona-agua en proporcion 80:20, con una concentracién de 8% en peso.
Para lograr lo anterior se pesaron 1.43 gr de AC, que se llevaron a un volumen de 16.7 mL
de acetona, mas 3.3 mL de agua destilada. Se dejo en agitacibn magnética por espacio de

24 horas, a temperatura ambiente.

En el caso de la solucion de poli(vinil pirrolidona) (PVP) fue utilizada una mezcla de
etanol-agua en proporcién 85:15, a la misma concentracion que para el AC, es decir 8% en
peso. En esta ocasion se pesaron 1.6 gr de PVP, que fueron disueltos en 17 mL de etanol y

3 mL de agua destilada, que de igual manera paso 24 horas en agitacion.
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Transcurrido ese tiempo, se procedié a elaborar las soluciones poliméricas conteniendo

el farmaco a diferentes concentraciones.

La realizacion de las soluciones poliméricas a diferentes concentraciones se llevo a cabo

de la siguiente manera:

Concentracion del farmaco 6.25%

Se tomaron 4 mL de PVP 8% en peso, a los que se les afadio directamente 0.5 gr de
Triclosan, esta mezcla se dej6 por espacio de 24 horas en agitacibn magnética, a

temperatura ambiente.

Concentracion del farmaco 3% (concentracion indicada)

Se tomaron 2 mL de PVP 8% en peso, a los que se les afiadi6 directamente 0.24 gr de
Triclosan, esta mezcla se dejd por espacio de 24 horas en agitacibn magnética, a

temperatura ambiente.

Una vez listas las soluciones poliméricas, los volumenes fueron transferidos a una
jeringa de plastico de 10 mL de capacidad, la cual estaba conectada con la aguja de menor
diametro (0.8 mm), pues se pretendia que esta mezcla se encontrara en el nacleo de la
fibra; y en otra jeringa de igual capacidad se agreg0 la solucion de AC pero con un volumen
mayor de un mililitro al de la solucion polimérica con el farmaco. Se utilizé un mililitro mas de
AC por que la jeringa que lo contenia estaba ligada a la aguja de mayor diametro (1.5 mm)
mediante una manguera de plastico con esta capacidad, de manera que al final, los
volimenes de ambas soluciones de polimeros que participaron en el electrohilado fueron los

mismos.

Se utilizo una bomba para jeringa kdsCientific, desde donde se vario la velocidad de flujo
en un intervalo de 4.5 — 2.2 mL h'l. Una fuente de poder de alto voltaje, marca Spellman,
modelo CZE 1000R, se empleo para aplicar el voltaje a la solucion polimérica en un
intervalo de 17 — 15 kV. Por ultimo la distancia entre la aguja y la placa colectora fue de 15

cm. El colector fue una placa de aluminio (10 cm x 10 cm). En las Tablas 5 y 6 se resumen
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los intervalos que se probaron para el flujo y voltaje, asi como los demas parametros para
producir las membranas fibrosas con estructura AC/PVP+Triclosan/AC.

Tabla 5. Condiciones usadas en la preparacibn de membranas con estructura
AC/PVP+Triclosan/AC a concentracion 6.25%

Membrana Solvente Voltaje (kV) Flujo (mL/h?)
80:20 AC

AC/PVP+TRICL/AC 85:15 PVP 15 0.5
80:20 AC

AC/PVP+TRICL/AC 85:15 PVP 15 2.0
80:20 AC

AC/PVP+TRICL/AC 85:15 PVP 16 2.0
80:20 AC

AC/PVP+TRICL/AC 85:15 PVP 17 2.0
80:20 AC

AC/PVP+TRICL/AC 85:15 PVP 17 15
80:20 AC

AC/PVP+TRICL/AC 85:15 PVP 18 15
80:20 AC

AC/PVP+TRICL/AC 85:15 PVP 15 15
80:20 AC

AC/PVP+TRICL/AC 85:15 PVP 15 2.5
80:20 AC

AC/PVP+TRICL/AC 85:15 PVP 14 2.5
80:20 AC

AC/PVP+TRICL/AC 85:15 PVP 16 2.5
80:20 AC

AC/PVP+TRICL/AC 85:15 PVP 13 2.5
80:20 AC

AC/PVP+TRICL/AC 85:15 PVP 15 2.2
80:20 AC

AC/PVP+TRICL/AC 85:15 PVP 15 2.3
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Continuacion de la tabla 5. Condiciones usadas en la preparacion de membranas con
estructura AC/PVP+Triclosan/AC a concentracion 6.25%

80:20 AC

AC/PVP+TRICL/AC 85:15 PVP 15 2.4
80:20 AC

AC/PVP+TRICL/AC 85:15 PVP 15 4.0

Se utilizé una concentracion al 8% P/P en ambos polimeros y la distancia al colector
fue de 15 cm en todos los casos.

Tabla 6. Condiciones usadas en la preparacion de membranas con estructura

AC/PVP+Triclosan/AC a concentracion 3%

Membrana Solvente Voltaje (kV) Flujo (mL/ht)

80:20 AC

AC/PVP+TRICL/AC 85:15 PVP 15 3.0
80:20 AC

AC/PVP+TRICL/AC 85:15 PVP 16 3.0
80:20 AC

AC/PVP+TRICL/AC 85:15 PVP 17 3.0
80:20 AC

AC/PVP+TRICL/AC 85:15 PVP 17 2.5
80:20 AC

AC/PVP+TRICL/AC 85:15 PVP 15 35
80:20 AC

AC/PVP+TRICL/AC 85:15 PVP 17 35

Se utilizé una concentracion al 8% P/P en ambos polimeros y la distancia al colector

fue de 15 cm en todos los casos.
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Caracterizacion

Microscopia Electronica de Barrido

Una vez obtenidas las condiciones para la obtencion de membranas fibrosas, se prosigui6 a
caracterizarlas, evaluando el tamafio promedio de los diametros de las fibras y las
caracteristicas morfolégicas mediante un microscopio electrénico de barrido JEOL 5410LV. Se
obtuvieron microfotografias de la membrana obtenida de la estructura AC/PVP+Triclosan/AC
antes de ponerla en contacto con etanol y después de dicho contacto. Se utilizé un haz de
electrones de 25 y 20 kV de intensidad de alto vacio y todas las muestras se cubrieron con una
pelicula de oro.

Espectroscopia de Infrarrojo con Transformada de Fourier

Para la obtencién de los espectros de infrarrojo con transformada de Fourier (FTIR) fue utilizado
un equipo Perkin- Elmer FTIR espectrofotometro de espectro GX, aplicando la técnica de

pastillas de KBr, en el cual las membranas examinadas no tuvieron ningun tratamiento previo.

Se obtuvo el espectro de infrarrojo para las membranas antes y después de liberar el

Triclosan.

Cinéticas de Liberacién Controlada del Farmaco

Para esta parte del disefio experimental se utiliz6 un vaso de precipitado de 1000 mL que
contenia 400 mL de etanol, se colocdé la membrana fibrosa completa obtenida, y se agit6
magnéticamente. Cada 10 minutos, se tomd una alicuota de 100 pL y se llevé a un volumen
final de 3 mL con etanol. Y se obtuvieron los valores de absorbancia en un espectrofotémetro

UV-Vis, (System Agilent 8453), a 282 nm, hasta alcanzar el equilibrio de liberacion.
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Dichos valores se interpolaron en una curva de calibracion de este farmaco previamente
elaborada para conocer la cantidad liberada de triclosan (en mg) en etanol. Todos los
experimentos de liberacién de triclosan se llevaron a cabo por triplicado para cada membrana

con diferente concentracion.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Preparacion de Membranas AC/PVP+Triclosan/AC

Tanto para el AC como para el PVP, la concentracion fue del 8 % (P/P). El AC se disolvié en
una solucion acetona: agua al 80% (V/V) y el PVP fue disuelto en una solucion etanol: agua al
85 % V/V. Para la preparacion de las membranas con una concentracion de 0.5 gr de triclosan
se utilizaron 4 mL de PVP que se le agregaron 0.5 gr de triclosan. El flujo optimo fue de 2.2 mL
h, mientras que el voltaje adecuado fue de 15 kV, la distancia entre la aguja y placa colectora
de 15 cm como se muestra en la tabla 7.

En la preparacion de las membranas con una concentracion de 0.24 gr de triclosén se
utilizaron 2 mL de PVP que se le agregaron 0.24 gr de triclosan. El flujo optimo fue de 3.5 mL/h-
! mientras que el voltaje adecuado fue de 17 kV, la distancia entre la aguja y placa colectora de

15 cm, al igual que la membrana anterior como se muestra en la tabla 8.
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Tabla 7. Condiciones éptimas para la obtencién de membranas fibrosas AC/PVP+Triclosan/AC,
concentracion de 0.5 gramos de triclosan.

Polimeros

Pardmetro

AC PVP+ Triclosan

8 % P/P 8 % P/P para el PVP
Concentracién del polimero 40% P/P para el
Triclosan

Solvente acetona: agua 80 % etanol: agua 85 % V/V

VIV
Flujo 2.2mL hrt 2.2mL hrt
Voltaje 15 kV 15 kv
Distancia entre la aguja y la placa
colectora 15cm 15cm
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Tabla 8. Condiciones 6ptimas para la obtencién de membranas fibrosas AC/PVP+Triclosan/AC,
concentracion de 0.24 gramos de triclosan.

Polimeros

Pardmetro

AC PVP+ Triclosan

8 % P/P 8 % P/P para el PVP
Concentracién del polimero 40% P/P para el
Triclosan

Solvente acetona: agua 80 % etanol: agua 85 % V/V

VIV
Flujo 3.5mL hrt 3.5mL hrt
Voltaje 17 kV 17 kV
Distancia entre la aguja y la placa
colectora 15cm 15cm

Caracterizacion

Microscopia Electronica de Barrido

Las figuras 9 y 10 presentan las microfotografias de la membrana con concentracién de 0.24 gr
de triclosan, donde se observan fibras con forma cilindrica de estructura AC/PVP+Triclosan/AC,

asi mismo en las figuras 11 y 12 donde se presentan las micrografias de la membrana con
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concentracion de 0.5 gr de triclosan teniendo la misma forma de la fibras que la anterior
membrana. Para los dos tipos de concentraciones podemos observar que las fibras tienen un
diametro promedio de aproximadamente 1 um, lo cual nos indica que la adicion del triclosan en
el proceso de electrohilado, no modific6 de forma significativa el diametro de las fibras
AC/PVP/AC sin triclosén, que se observan en la Figura 15, pues el didmetro promedio de estas
ltimas se acerca a los 1.5 um. En las figuras 13 y 14 se muestran las mismas membranas pero

en este caso después de haber pasado por el proceso de liberacién del farmaco.

10pm ! 5000X >15kV SEI

Figura 9. Microfotografia de la membrana de AC/PVP+Triclosan/AC concentracion 3% de

triclosan. 5000x
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' 100um ! 500X 15kV SEI

Figura 10. Microfotografia de la membrana de AC/PVP+Triclosan/AC concentracion 3% de

triclosan. 500x

10um ! 5000X 15kV SEI

Figura 11. Microfotografia de la membrana de AC/PVP+Triclosan/AC concentracion 6.25% de
triclosan. 5000x
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! 100um ' 500X 15kV SEI

Figura 12. Microfotografia de la membrana de AC/PVP+Triclosan/AC concentracion 6.25% de
triclosan. 500x

! 10um : 5000X 20kV SEI

Figura 13. Microfotografia de la membrana de AC/PVP+Triclosan/AC concentracion de 3% de
triclosan después de liberar. 5000x
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! 10um K 5000X 20kV SEI

Figura 14. Microfotografia de la membrana de AC/PVP+Triclosdn/AC concentracion de 6.25%

de triclosan después de liberar. 5000x

Figura 15. Microfotografia de la membrana de AC/PVP/AC.
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Espectroscopia de Infrarrojo con Transformada de Fourier

La espectroscopia de FTIR de las membranas se realiz6 con el fin de corroborar en las fibras la
presencia de triclosan en la estructura de las mismas. En la Figura 16, se muestran los
espectros de IR de: (a) AC, (b) PVP, (c) Triclosan, (d)*AC/PVP+Triclosan/AC con 0.24 gr, (e)*
AC/PVP+Triclosan/AC con 0.24 gr después de su liberacién, (f)* AC/PVP+Triclosan/AC con 0.5
gr, (g)* AC/PVP+Triclosdn/AC con 0.5 gr después de su liberacion.

En la Figura 16 (a) muestra los picos caracteristicos de la membrana de AC, incluyendo
el pico del éster alrededor de 1748 cm™. En el espectro de la membrana de PVP (b) muestra la
banda en 1665 cm™ que se atribuye a la vibracion de alargamiento del enlace C=0 del grupo
amida. Por su parte el triclosan (c) muestra una banda ancha caracteristica cercana a 3434 cm-
1 que corresponde a la traslape de las bandas correspondientes al estiramiento del grupo
hidroxilo O-H de 3650- 3590 cm™ y al estiramiento del enlace N-H del grupo amida de 3320 a
3140 cmly otra banda correspondiente al enlace cl-c a 800-600 cm™. El espectro de la
membrana de AC/PVP+Triclosan/AC con 0.24 gr de triclosan, (d) muestra la contribucion
espectral del AC y del PVP, que muestra los picos en 1748 cm™ y 1665 cm™, mas la banda en
800 - 600 cm™. También se realizo el espectro de la membrana AC/PVP+Triclosan/AC con 0.5
gr de triclosan, en (f) se muestran los picos caracteristicos del AC y PVP mas el pico
caracteristico del triclosan, demostrando con ello la presencia del triclosan en las fibras y de los

demdas constituyentes.

Se realiz6 espectroscopia de FTIR a las membranas fibrosas después de la liberacién en
etanol, incisos (e) y (g), con el fin de confirmar o descartar la presencia de triclosan en ellas.
Podemos afirmar que existié realmente una liberacién del farmaco, pues el pico del PVP casi
desaparece, o que podria explicarse debido a la alta solubilidad de este ultimo en agua, que

con su salida de la microfibra, podria contribuir al arrastre del triclosan hacia afuera del sistema.
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Figura 16. Espectro FTIR de (a) *AC, (b) *PVP, (c) *Triclosan, (d)*AC/PVP+Triclosan/AC con

0.24 qr,

(e)*

AC/PVP+Triclosan/AC con 0.24 gr después de su liberacion,

(f)*

AC/PVP+Triclosan/AC con 0.5 gr, (g)* AC/PVP+Triclosan/AC con 0.5 gr después de su

liberacion.
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Liberacion Controlada del Farmaco

La liberacién de triclosan en etanol a partir de las membranas de las dos concentraciones (0.24
gry 0.5 gr) se analizé a través de cinéticas de liberacion. La figura 17 muestra la cinética de
liberacion en mg, para las fibras con estructura AC/PVP+Triclosan/AC con concentracion de
0.24 gr, donde observamos que se liberé una cantidad maxima 9.60 mg en 130 minutos. La
cinética de liberacibn en mg para las fibras con estructura AC/PVP+Triclosan/AC con
concentracion de 0.5 gr se muestra en la figura 18, donde vemos que se liberé una cantidad
maxima 17.06 mg en 100 minutos. Estos valores fueron obtenidos a través de la curva de

calibracion del farmaco previamente elaborada.

La figura 19, muestran el porcentaje de liberacion final para cada una de las membranas
con diferentes concentraciones con 5.05% de liberacién en 130 minutos para la membrana con
concentracion de 0.24 gr y un 5.17% de liberacion en 100 minutos para la membrana con

concentracion de 0.5 gr.

= =
(o] o N

Cantidad maxima de triclosan (mg)
(o)}

0 20 40 60 80 100 120 140

Tiempo (min)

Figura 17. Cinética de liberacion de triclosan en etanol de la membrana AC/PVP+Triclosdn/AC

con concentracion de 3% de triclosan.
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Figura 18. Cinética de liberacion de triclosan en etanol de la membrana AC/PVP+Triclosan/AC
con concentracion de 6% de triclosan.
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Figura 19. Curva de liberacién de triclosan en sus distintas concentraciones.
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CONCLUSIONES

Se encontraron las condiciones Optimas de preparacion de membranas de microfibras con
estructura tipo nucleo-coraza, con triclosan incorporado en las mismas, a través de la técnica de

electrohilado arreglo coaxial utilizando acetato de celulosa y poli(vinilpirrolidona).

La incorporacion del farmaco durante el proceso de electrohilado no afecta morfolégicamente a
las fibras, obteniéndose fibras con didmetros homogéneos, comparables a las fibras sin
farmaco.

El porcentaje de liberacion del triclosan en etanol fue de 5%.
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RECOMENDACIONES

» Probar otros solventes o mezcla de solventes para la liberacion del triclosan,

» 0 bien que la membrana libere el farmaco consecutivamente en etanol puro.
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